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Abstract

The present work is a contribution to the evaluation of the antimicrobial
effect of six samples of monofloral honey harvested from the Algerian territory.
Our samples of honeys come from different sources of floral and geographical origin:
Tlemcen: Globularia alypum, Euruca Sativa, Ziziphus lotus and Ajuga reptans, and
Tiziouzou: Lavandula officuralis, Onobrychis sativa.
The six samples were tested on two clinical yeasts of pathogenic Candida albicans.
These strains are; One good form of biofilm and resistant and the other non-formative
of biofilm and moderately sensitive to antifungal agents.
Our work is based on the evaluation of the antifungal effect of pure and diluted
honeys (75%, 60%, 50%, 40%, 30%, 20%, 10%, 5%) using the diffusion well
technique , Direct contact technique and spectrophotometric method.
The result clearly shows the impact of natural honey on fungal growth. This inhibitory
effect was found to be variable depending on the strain and type of honey tested.
Honeys: Globularia alypum, Ajuga reptans and Eruca Sativa are the most effective
against our yeast strains with zones of inhibition ranging from 11 to 20mm for the
well method. These three samples thus reveal an interesting antifungal activity on our
two strains at variable concentrations ranging from 5% to 75% with inhibition
percentages ranging from 50% to 90% with the second spectrophotometric method.
The antifungal effect is either fungicidal or fungistatic with very variable MICs,
Ajuga reptans, Eruca sativa and Ziziphus lotus exert a fungicidal effect against
Candida albicans that do not form biofilm and fungistatic effect against Candida
albicans, which is a good formoter of biofilm.
This study reveals varieties of antifungal monofloral honeys that can be exploited in
clinical applications.
Key words: Honey, antifongic, Candida albicans, Ajuga reptans, Eruca sativa,
Globularia alypum, Lavandula Officinalis, Onobrychis sativa, Ziziphus lotus.



Résumé

Le présent travail est une contribution a 1’évaluation de I’effet antimicrobien de Six

échantillons de miel monofloral récoltés du territoire Algérien.

les échantillons des miels sont de différentes sources florale et géographiques il s
‘agit de Tlemcen : Globularia alypum, Euruca Sativa, Ziziphus lotus et Ajuga
reptans ; de Tiziouzou : Lavandula officuralis, Onobrychis sativa.

Les six échantillons sont testés sur deux levures cliniques de Candida albicans a
caractére pathogene. Ces souches sont; 1’une bonne formatrice de biofilm et résistante

et 1’autre non formatrice de biofilm et moyennement sensible aux antifongiques.

Notre travail est basé sur 1I’évaluation de 1’effet antifongique des miels purs et dilués
(75%, 60%, 50%, 40%, 30%, 20%, 10%, 5% )par la technique de puits de diffusion,
technique de contacte directe et par la méthode de spectrophotométrie.

Le résultat obtenu montre clairement I’impact du miel naturel sur la croissance
fongique. Cet effet inhibiteur a été constaté est variable selon la souche et le type de
miel testé. Les miels : Globularia alypum, Ajuga reptans et Eruca Sativa sont les
plus efficaces contre nos souches levuriennes avec des zones d’inhibition allant de 11
a 20mm pour la méthode de puits. Ces trois échantillons révelent ainsi une activité
antifongique intéressante sur nos deux souches a des concentrations variables allant
de 5% a 75% avec des pourcentages d’inhibition variant de 50% a 90% avec la

deuxiéme méthode de spectrophotométrie.

L’effet antifongique est soit fongicide ou fongistatique avec des CMI trés variables ,
les miels Ajuga reptans, Eruca sativa et Ziziphus lotus exercent un effet fongicide
contre Candida albicans non formatrice de biofilm et effet fongistatique contre
Candida albicans bonne formatrice de biofilm.

Cette étude dévoile des variétés de miels monofloraux antifongiques qui peuvent étre

exploité en application clinique.

Les mots clés : Miel, antifongique, Candida albicans, Ajuga reptans, Eruca sativa,

Globularia alypum, Lavandula Officinalis, Onobrychis sativa, Ziziphus lotus.
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INTRODUCTION

Le miel est la substance naturelle qui a accompagnée 1’homme depuis la plus
haute antiquité. Ce produit noble est élaboré par les abeilles Apis mellifera a partir
du nectar de plantes aussi bien que du miellat. C’est 1'un des aliments les plus
complexes qui représente une solution hautement concentré en sucres, dont les
principaux sont le glucose et le fructose. Il renferme aussi une large gamme de
composés mineurs tels que, les vitamines, les minéraux, les protéines, les acides
organiques, les flavonoides.... cette composition est en fonction des conditions
environnementales, du climat, des espéces végétales et de la contribution de
I’apiculteur [(Azeredo et al., 2003); (Yaiche Achour et Khali, 2014)].

Le miel vient au secours de la médecine, face a certaines pathologies
résistantes aux traitements conventionnels. Avec 1’évolution de la médecine
alternative la recherche de nouvelles molécules actives constitue un but majeur pour
les scientifiques qui cherchent a valider les effets thérapeutiques des centaines de
variétés de miels monofloraux et polyfloraux qui peuvent étre administrés seuls ou
comme reméde aux agents antimicrobiens (ATB, ATF, traitements chimiques) pour
améliorer leur efficacité limitee.

Il est considéré comme une partie importante de la médecine traditionnelle
(Bogdanov et al., 2008), plusieurs vertus sont attribuées au miel grace a leur
propriétés thérapeutique et antimicrobienne, cicatrisantes et antioxydants, qui sont
utiles pour le traitement des brulures, des blessures, des troubles gastro-intestinaux,
des ulcéres et autres[(Lobreau-Callen et al., 2000) ; (Al-Mamary et al., 2002)].

L’ Algérie posséde une flore mellifére extréme riche, un climat favorable et un
sol fertile mais la production des miels restes trés inférieure par apport aux
potentialités melliféres existantes .En effet Des études et des recherches sur les miels
Algérien montrent ses meilleures qualité et ses propriétés antimicrobiennes [(Merah
et al., 2010) ; (Makhloufi, 2010) ; (Nadir, 2014)].

C’est dans ce contexte que nous présentons cette étude sur six échantillons
monofloraux de miel Algérien dont I’objectif est de tester leur efficacité vis-a-vis de
deux souches fongiques de Candida albicans I’une formatrice de biofilm et 1’autre

non formatrice de biofilm par trois méthodes différentes :

v La méthode de puits de diffusion

v" la méthode de contact direct ou de diffusion en milieu solide
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v" la méthode de spectrophotométrie ou de diffusion en milieu liquide
v' et enfin une détermination des CMI et CMB.
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Généralité sur le miel

Chapitre | : Généralité sur le miel

1-Historique

La relation entre les hommes et les abeilles existent depuis la préhistoire. En
effet, le miel a toujours eu une place privilégie, dans plusieurs civilisations et
croyances. Ce produit phare de la ruche est le symbole a la fois de la vie, de la
sagesse, de I’abondance et de la pureté [(Lefief-Delcourt, 2010) ; (Nicolay, 2014)].

La premiere peinture retrouvée en Espagne daterait d’environ 10000 ans avant
J-C et représentée des hommes cueilleurs de miel. D’autres  peintures rupestres
également étaient retrouvées dans les montagnes de 1’ Afrique du Sud montrent des
interactions entre des chasseurs-cueilleurs et des abeilles. Ce qui confirme et prouve
que le miel existait a des époques tres lointaines [(Russell et Lander, 2015) ;
(Rossant, 2011)]. Dés 2700 avant J-C, le miel a été mentionné comme un
médicament et non pas comme un aliment dans des tablettes  d’argile
mésopotamiennes (Clémence, 2005).

Depuis la plus haute antiquité le miel était reconnu par ses propriétés
médicinales, préventives, curatives, antiseptiques et antimicrobiennes qui ont été
longtemps utilisées empiriqguement [(Jonathan et al., 1912) ; (Paulus et al., 2011)].

Les Egyptiens et les Grecs utilisaient déja le miel dans des médicaments, il
faisait également partie de la formule d’embaument chez les Egyptiens, qui
I’utilisaient pour ses propriétés antiseptiques sur les momies et les protégeait de la
putréfaction, pour des soins de beauté, et comme agent sucrant dans la préparation des
pains et des gateaux (Desrochers et Schmidt, 2013). Les Grecs et les Romains
appliquaient le miel sur la peau pour ses propriétés régénératrices, adoucissantes,
nourrissantes et hydratantes (Domerego, 2002).

Le saint Coran et la Bible font également référence au miel, tel qu’Allah
I’indique dans le Coran le miel est « curatif pour les hommes » " sUll £lai" «Sourate
Ennahl 16, verset 68 et 69 », donc il n’ya pas une précision de type de miel ou de
maladies traiter. Et cela laisse la porte ouverte pour dévoiler le secret du miel
d’abeille [(Sib, 2011) ; (Ali Raeessi et al., 2013)].

Durant la premiére et la deuxieme guerre mondiale, le miel constitue un
véritable pansement pour le traitement des plais profondes et surinfectés des soldats

grace a ces propriétés cicatrisantes et antimicrobienne (Tourrasse, 2014).
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Généralité sur le miel

Une des utilisations traditionnelles les plus ancrées du miel dans notre société
est son emploi pour soulager les maux de gorge et la toux, en raison de ces propriétés
anti-inflammatoires et calmante. A nos jours le miel est de plus en plus demandé en
raison de ses multiples propriétés bénéfiques pour I’organisme, d’autre part, une
nouvelle thérapie alternative est apparue ces derniéres années basée sur le miel et
d’autres produits des abeilles pour le traittement de maladies, 1’apithérapie
(https://www.anastore.com).
2-Définition

Le miel est un liquide visqueux remarquable, produite par les abeilles d’espéce
Apis mellifera a partir du nectar ou a partir du miellat laissées sur les parties vivante
de plantes par les insectes butineurs, et que les abeilles récolte , transformé en les
assembler avec leurs sécrétion de substances spécifiques, déposent, déshydratent,
stockent et laissent affiner et mirir dans les rayons de la ruche ou combinant avec des
matieres propres, conservent et laissent mdrir .cette aliment peut-étre épaisse, fluide
ou cristallisée (codex Alimentaruis,2001).

3- Origine et formation du miel

Il existe deux variétés de miel selon I’origine sécrétoire : le miel de nectar et le

miel de miellat
3.1. Le nectar

Le nectar est un liquide sucré sécrété par les nectaires, il présente une
composition complexe mais variable selon les espéces, et différente de celle de la
seéve. On y trouve de I’eau, des sucres, des substances aromatiques et colorantes, des
acides, des minéraux ou quelques substances diverses et rares comme des vitamines
ou des protéines. La qualité et la composition du nectar influencent donc les
propriétés du miel, par exemple au niveau des arémes, des sucres [(Philipe, 1991);
(Bessas, 2008) ; (Lequet, 2010)].

3.2. Le miellat

Certaines especes d’insectes sont capables de prélever la seve élaborée dans les
canaux ou elle circule (phloéme) a I’aide de piéce buccale piqueuse [(Rossant,
2011) ; (Koechler, 2015)]. La séve subie des transformations dans le systeme digestif

de I’insecte, notamment sous ’action de microorganismes qui y vivent en symbiose,
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puis elle est rejetée sous forme d’excréments liquides et sucrés, le miellat.les abeilles
le récolte directement sur les insectes ou sur la végétation (Guerriat, 2000).
3.3. Formation du miel
L’abeille transporte dans son jabot les matiéres premicres liquides sucrées
qu’elle aspire avec sa trompe. Le nectar aspiré par I’abeille ou le miellat excrété par
les pucerons des arbres sont mélangée aux sécrétions salivaires contenant différents

enzymes responsables de modifications importantes du spectre des sucres.

Figurel : Fleur butinée par une Abeille Figure 2 : Puceron avec la goutte de
miellat (Nicolay, 2014)

Le nectar circule alors trés vite d’une abeille a 1’autre. Dans un premier temps,

les abeilles évaporent I’eau du nectar en refoulant une goutte et en 1’étalant sous la
trompe, de maniére répétitive ; la concentration en sucre augmente.
Lorsque la teneur en eau est tombée a 40-50% ; le nectar est déposé dans les cellules
ou I’évaporation de 1’eau se poursuit sous la double influence : de la chaleur et la
ventilation des abeilles ventileuses [(Guerriat, 2000) ;(Mazrou, 2008); (Nadir,
2014)]. Quand le miel est mué, c’est-a-dire suffisamment concentré en sucre, les
abeilles ferment les cellules d’un couvercle de cire (operculation). Finalement, Le
travail de D’apiculteur est de récolter le miel quand la majorit¢ des alvéoles sont
operculées, a cette étape, il désopercule les cadres et extrait le miel. Il le filtre puis le
conditionne (Nicolay, 2014).
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Figure 3 : Cellules operculées et non Operculées (Nicolay, 2014)

4. La composition chimique du miel
Le miel est une substance complexe dont la composition varie d’un échantillon a

I’autre en fonction de nombreux facteurs tels que :

= [’origine florale
= Condition météorologique
= Nature du sol [(Guerriat, 2000) ; (Makhloufi , 2010)].

Mélange d’origine végétal et animale, 200 substances y ont été identifier jusqu’a
présent participe a 1’équilibre de notre organisme (Ali Raeessi et al., 2013). Le

tableau suivant résume la composition moyenne de miel

-les substances indiquées entre parenthéses sont a 1’état de traces ; les pourcentages

sont donnés par rapport au poids total du miel (Tableau 1)
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Tableaul: la composition moyenne de miel[(Olaitan et al.,2007); (Aboussedik, 2008); (Bogdanov et al., 2008); (Jesica,2015)]

Composition Pourcentage totale Types de composes Principaux composants
Hydrates de carbone Monosaccharides Fructose (38%), glucose (31%)
752 80% Disaccharides Maltose (7, 3%), isomaltose, saccharose (1, 3%)
Polysaccharides (1,5 & 8%) Erlose, Raffinose, (dextantriose, mélézitose, Kojibiose,
mélibiose)...

Eau 15 a 20% (moyenne 17%)
Acides organique (0,1 a 0,5%) acide citrique, acétique, phosphorique, gluconique (0,1 a 4%),
lactique, fumarique, (maléique), (oxalique), (pyroglutamique),
(succinique)
Protéines, peptides et acides Matieres albuminoides, matiéres azotées, la defensine-1(aspartique,
aminées (0,2 a 2%) glutamique, alanine, arginine, asparagine, cystine, glycine,
histidine, Isoleucine, leucine lysine, méthionine, phénylalanine,
proline, sérine, tryptophane, tyrosine et valine)
Les vitamins B1, B2, B3 ou PP, B5, B6,B8ouH,B9etC
Substances diverses 1a5%
(Moyenne 3, | Enzymes provenant des glandes Amylase o etp, gluco-invertase, glucose-oxydase
5%) hypopharyngiennes
Enzymes provenant du nectar (catalase, amylase, phosphatase acides)
Minéraux Mg, Mn, K, Ca, Na, Fe, Cu, Se, S, Cl, Zn, (Co, B, Ci, Cr, Ni, Au, Ag,
Ba, P, Cs)
(Acétylcholine)
Ardmes Esters Méthyléthylcétone, méthylantranylate, acétates...
Aldéhydes et acetones Formaldéhyde, acétaldéhyde...
Alcools Ethanol, méthanol, isobutanol, 2-phényléthanal....
(Lipides) Traces Acides gras (acide palmitique, oléique et linoléique, butyrique, caprique)
Pigments Caroténoides et flavonoides Lutéoline, méthylflavonol, catéchine, chrysine....
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5-Contaminants et composés toxiques potentiels

Plus étonnant, un certain nombre de microorganismes ont été répartis dans le
miel. Cette présence due a une contamination via les pollens, 1’air, les fleurs, le
contenu digestif des abeilles, la poussiere... on va donc trouver dans les ruches, sur les
abeilles adultes, des bactéries et des levures qui se trouvent ensuite dans le miel
comme le montre le tableau suivant. En effet, les intestins des abeilles contiennent 1%
de levures, 27% de bactéries Gram+ et70% de bactéries diverses dont les Gram
négative. L’autre source de contamination du miel est constituée par I’homme, les
équipements, les récipients, I’atmosphere lors de la récolte et du conditionnement
(Delphine, 2010).

Par ailleurs, il est possible de retrouver des résidus d’antibiotiques utilisés dans
le traitement curatif ou préventif des colonies d’abeilles (Koechler, 2015).

Tableau 2 : Micro-organismes répertories dans le miel [(Olaitan et al., 2007) ;

(Sib, 2007)].
Bactéries Levures Champignons
Alcaligens Ascophaera Aspergillus
Achromobacter Debaromyces Alihia
Bacillus Hansenula Bettsia alvei
Bacteridium Lipomyces Cephalosporium
Brevibacterium Nematospora Chaetomium
Citrobacter Oosporidium Coniothecium
Clostridium Pichia Hormiscium
Enterobacter Saccharomyces Peronsporaceae
Escherichia coli Scizosaccharomyces Peyronelia
Erwinia Trichosporium Tripoosporium
Flavobacterium Torula Uredianceae
Klebsiella Torulopsis Ustilaginaceae
Micrococcus Zygasaccharomyces
Neisseria
Pseudomonas
Xanthomonas

6- Les types des miels
Il existe nombreuse variété de miel qui peuvent étre classé de fagon diverses :
6.1- Miel varie selon I’origine floral
En distingue deux grandes variétés de miel en fonction de ’origine sécrétoire : miel

de nectar et le miel de miellat
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6.2- Miel varie selon I’origine géographique
6.2.1. Miel mono-florale

un miel uni floral est un miel récolté par les abeilles sur une espéce végétale
unique (Gonnet, 1982), Les miels monofloraux possedent des caractéristiques
palynologiques, physico-chimiques et organoleptiques spécifiques (Bogdanov et al.,
2001).

6.2.2. Miel poly-florale

Appelé aussi miel de toute fleurs, le miel est préparé a partir du nectar et /ou de
miellat de plusieurs fleurs différentes (Makheloufi, 2010), souvent classés suivant
les lieux de récolte (miel de montagne, de forét), ou encore suivant les saisons (miel

de printemps ou d'été) (Donadieu, 1982).

7 -les miels Algériens
L’activité apicole est intimement dépendante des ressources melliféres dont
dispose le pays et qui sont trés riches et variées. L apiculture est pré- dominante dans

les régions suivantes :

e Zone de littoral: miel d’agrumes et eucalyptus ;

e Zone de montagne: Kabylie : miel de toutes fleurs, lavande, carotte sauvage et
bruyére ;

e Hauts plateaux: miel de sainfoin, romarin et jujubier ;

e Maquis et forets : miel toutes fleurs et miellat

La production nationale en miel est estimée en moyenne a 33 000 gx pour
I’année 2011 avec un rendement de 4 a 8Kg/ruche, ce qui est trés faible par rapport
aux potentialités melliferes qu’offre notre pays. En 2011 I’ Algérie a introduit plus de

150.000T de miel de Chine, d’Inde et d’Arabie Saoudite (Oudjet, 2012).
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Chapitre 11 : Les caractéristiques du miel
Ces caractéres sont importants pour bien différencier les miels les uns des autres
mais également pour évaluer la qualité de ceux-ci (Blanc, 2010).
1- les caractéristiques organoleptiques:
1.1. La couleur
Les miels ont des multiples couleurs qui sont déterminées par les especes des
fleurs butinées. On peut diviser les couleurs en 5 catégories principales : brun-ocre-
ambré-jaune intense-jaune paille. Plus un miel est clair plus sa saveur est accessible.
La couleur d’'un méme miel peut varier d’une année a I’autre [(Schweitzer, 2000) ;
(Ibrahim Khalil et al., 2012)].
1.2. L’odeur
Considérer comme deuxieme élément pour déguster pleinement un miel est d’en
capter les effluves dés 1’ouverture du pot. Les odeurs varient considérablement mais
s'évaporent tres rapidement. Elles sont végétales, puissantes ou non, florale ou
fruitées, fines, lourdes, vulgaires.
Certains miels peuvent avoir une odeur de fumée, de métal de fermentation ou de
produits chimiques cet état pourrait provenir des manipulations de ’apiculteur, c’est
un défaut ne doit pas étre perceptible [(Mokeddem, 1998) ; (Guerzou et Nadji,
2002)].
1.3. La texture
La texture est largement tributaire de la provenance du nectar, elle influence
I’expérience gustative qui suivra et représente un trait caractéristique du miel. Celui-Ci
peut étre liquide, crémeux, visqueux ou méme granuleux (francois ,2017).
1.4. La cristallisation
Désigne un processus naturel complexe du fait de la presence de plusieurs
sucres en mélange et de leurs différences de solubilité. Plus la teneur en fructose est
élevée, plus le miel reste liquide, le fructose influence souvent la solubilité du
glucose [(Bogdanov, 1984) ; (Guerriat, 2000) ; (El Sohaimy et al., 2015)]. Cette
cristallisation est liée au fait que le glucose en solution dans le miel terminé par se
cristalliser & température ambiante. Il forme d’abord de petits cristaux qui vont se lier
entre eux progressivement pour former de plus gros cristaux et donner une

consistance grumeleuse au miel [(Dailly, 2008) ; (Koechler, 2015)].
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1.5- Le godt
Les parfums et les aromes influence tres largement la saveur du miel, en trouve
parfois le gout tres fort comme le miel de sauge, parfois plus doux comme le miel
d’acacia, parfois amer comme le miel de chataignier ou tres sucré comme le miel de
bruyére (Anonyme).
1.6. Les arbmes
L’ar6me de miel est donné soit par 1’acide phénylacétique, qu’il est présent
dans tous les miels, ceux qui donnent le go(t caractéristique de ces derniers ; soit par
une auxine présente dans la séve de certains arbres, et elle est transféré au miel a
travers le miellat (Miel et fleur E.Moniste.com).En régle générale, les miels foncés

sont plus aromatiques que les autres (Guerzou et Nadji, 2002).

2. Caractéristiques physicochimiques du miel
2.1. Le poids spécifique

Le poids spécifique d’un miel varie essentiellement en fonction de sa teneur en
eau. La moyenne retenue s’éléve a 1,42 kg par litre. En moyenne, un litre de miel pesé
donc 1420 grammes (Guerriat, 2000). Il apprécie avec un densimétre (Rezzag,
2010).

2.2. La viscosité
C’est la consistance du miel, elle joue un role prépondérant dans 1’écoulement
du miel, que ce soit lors de 1’extraction, lors de la filtration, ou encore lors de la mise
en pot (Rossant, 2011).La viscosité varie rapidement entre 15 et 40c®, si bien qu’un
Iéger rechauffage suffit souvent a rendre le miel plus fluide et a faciliter les opérations
de conditionnement. La teneur en eau influence aussi la viscosité du miel, il devient
plus fluide lorsque la quantité¢ d’eau augmente (Clémence ,2005), ce critere est tres
important pour évaluer la qualité, la maturité et la durée de vie de miel (Dustman,
1978).
2.3. La solubilité
Le miel est soluble dans 1’eau et 1’alcool dilué mais insoluble dans 1’alcool fort,

I’éther, le benzéne et le chloroforme (Clémence, 2005).
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2.4. L’hygroscopicité du miel
Le miel, spécialement lorsqu’il est riche en fructose, est trés hygroscopique,
confiné en atmosphére humide il absorbe 1’eau rapidement. C’est d’abord un
phénoméne de surface mais qui gagne en suite en profondeur (Broneck et al.,
1980).Cela peut conduire a une hausse de la teneur en eau et peut faire fermenter le
miel. Il est donc important que le miel soit toujours stocké dans des récipients aux
couvercles bien ajustés (Bradbear, 2010).
2.5. L’humidité
La teneur en humidité du miel d'abeille représente une grande importance a sa
stabilité contre la fermentation et la granulation. Les réglementations internationales
CEU (Counsil of-European Union), TSE (Turkish Standard Institute) et AFNOR fixe
cette valeur en une fourchette de 15 a 20% (Sib, 2007). La faible teneur en humidité
protege le miel de la contamination microbiologique et donc il peut étre conservé
pendant des périodes plus longues (EI-Sohaimy et al., 2015).
2.6. L’indice de réfraction
Il est en fonction de la teneur en eau et de la température. L’indice de réfraction
de miel est d’autant plus élevé que sa teneur en eau est plus basse, Il est plus élevé
quand sa concentration en sucre est forte ; il diminue lorsque la température augmente
[(Guerriat, 2000) ; (Guerzou et Nadji, 2002) ;(Mazrou , 2008)].
2.7. La conductivité électrique
La conductivité électrique représente un bon critére pour la détermination de
I'origine botanique du miel. Cette mesure dépend de la teneur en minéraux et de
I'acidité du miel, plus elles sont élevées, plus la conductivité correspondante est
éleveée (Mazrou, 2008). Elle est intéressante car elle permet de distinguer aisément
des miels de miellats des miels de fleurs, les premiers ayant une conductibilité bien
plus élevée que les seconds (Emmanuelle et al., 1996).
2.8. La conductibilité thermique
Elle permet de différencier les miels de nectar des miels de miellat (Blanc,
2010). Elle s’exprime en calories par cm3 par seconde et par degré centigrade. Elle
varie de 118 & 143x10 Cal/cm?/sec/°C (White, 1975). En générale le miel n’est pas

un bon conducteur de la chaleur, sauf quand il est tout-a-fait déshydraté. En effet, le
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miel est mauvais conducteur de la chaleur, donc bon isolant thermique (Rezzag,
2010).
2.9. La chaleur spécifique
La chaleur spécifique d’un corps est la quantit¢ de chaleur nécessaire pour
¢lever de 1¢° la température d’une unité de poids de ce corps. Un miel a 17% d’eau, la
chaleur spécifique est de 0,54 a 20c® cela veut dire qu’il faut approximativement deux
fois moins d’énergie ( de joules) pour réchauffer du miel que pour réchauffer la méme
masse d’eau, et que la chaleur spécifique varie trés peu d’un miel a I’autre (Guerzou
et Nadji , 2002).
2.10. Le pH
Tous les miels sont acides et ¢’est probablement 1’abeille qui leur confere cette
propriété. Le pH et I’acidité libre vont influencer la stabilité du miel et ces conditions
de conservation (Mbogning et al ., 2011). Le pH se situe entre 3,5 et 4,5 pour les
miels de nectar et entre 4,5 et 5,5 pour un miel de miellat (Cari, 2011).
2.11. L’abaissement du point de congélation
Cette caractéristique dépend de la proportion en sucres, il serait de 1,42c° a
1,53c® en solution aqueuse a 15% et 2,75c° a 3,15c° en solution aqueuse a 25%
(Rezzag, 2010).
2.12. Fluorescence
Plusieurs miels présentent une Fluorescence plus ou moins importante sous
I’action de I’ultraviolet. Les couleurs de Fluorescence des miels sont variables.
Certains miels tels que les miels de chataigner par exemple sont légérement

fluorescents en lumiere UV (Nadir, 2014).

3. Les caractéristiques nutritionnelles

Le miel est essentiellement contient des glucides, des protéines, des lipides,
des enzymes et des vitamines. C’est un aliment sain, 1éger, naturel et riche en calories.
Son apport energétique est un peu moins important que celui du sucre (316 kcals
pour 100 g contre 400 kcals pour 100 g). C’est une alternative au sucre de table
convenant aux personnes portant une attention particuliere a leurs apports
énergeétiques (Velghe, 2016) .Une cuillere a soupe du miel fournit 60 calories et
contient 11 g de glucides, 1 mg de calcium, 0.2 mg du fer, 0.1 mg de Vitamine B et 1
mg de vitamine C (Anonyme, 2011). Les quantités que I'on conseille d'absorber sont,
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en général, de 1 a 2g de miel par kilogramme de poids (pour une personne pesant 60
kg : 60 a 120 g de miel) (Bazoche, 2011).
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Chapitre 3 : Les propriétés thérapeutiques du miel

1 .Propriétés bienfaisants générales

Les propriétés curatives du miel sont nombreuses, elles peuvent toutes fois

varier en importance selon la variété de miel considéré, elles incluent :

Action anti-inflammatoire liée a la teneur antioxydant élevée du miel (Molan,
1999)

Propriété curatif de blessure en stimulant la croissance de tissu due a une
variété d’hypothese [(Postmes et al., 1984) ; (Bergman et al., 1983)]

Barriére visqueuse contre I’invasion (Bergman et al., 1983)

Action de désodorisation: une conséquence d’action antibactérienne
[(Postmes et al., 1993) ; (Molan, 1999)]

Antiseptique

Antianémique

Antipyritique (stimule I’appétit)

Apéritif (combat la fievre)

Antalgique (calmant la douleur)

Dynamogénique (augmente la force et 1’énergie) (Donadieu, 1981).

2. propriétés spécifiques a chaque miel

Il existe des miels spécifiques préconisés dans certaines pathologies, que

chaque miel associé des vertus médicinales de la fleur dominante dont il provient
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Tableau3: les différentes sortes de miel et leur action[(Bazoche, 2011);(Morvan, 2013)]

Origine floral Type de miel Description Action
Acacia Mon floral Liquide et doux Bon édulcorant. Stimule la digestion
de couleur
ambrée, jaune or
et blond
Aubépine Mon floral Crémeux Antispasmodique. Stimule la digestion,
cardiopathie.
Crampe, crispations (des paupieres par
Example), contractures.
Insomnies
Sarrasin Mon floral Foncé et corsé Stimule la digestion
Bruyere Mon floral Foncé et corsé Renforce les défenses immunitaires en cas de
fatigue et de convalescence
Chataignier Mon floral Foncé et corsé Stimule la circulation du sang
Trefle Mon floral Claire et doux Calmant et relaxant
Lavande Mon floral Claire et Calmant. Antiseptique respiratoire
aromatique
Tilleul Mon floral Corse et Calmant. Favorise le sommeil
aromatique
Pissenlit Mon floral Jaune doré Nettoie le sang
Colza Mon floral Clair et doux Calmant et relaxant
Ronce Mon floral Ambré foncé Diurétique. Tonique
Tournesol Mon floral Jaune doré, doux Améliore la circulation sanguine
Sapin Mon floral Foncé et corsé Anti-anémique.diurétique. antiseptique respiratoire
Thym Mon floral Foncé et corsé Stimule la digestion
Miel de Romarin Mon floral Claire, toujours Stimulant hépatique, insuffisances digestives
trés péle, presque
blanche
Miel d’Oranger Mon floral Liquide, dorée et Sedatif, antispasmodique
translucide
Miel de corse Poly floral Ambrée claire, Antioxydant
foncé
Miel de montagne Poly floral Foncé, presque Troubles hépatiques, anémie
noir, Crémeux
Miel de chéne Poly floral brun fonce, anémie, fatigue, chez les sportifs, les personnes agées
quasiment noir
Texture : liquide,
crémeuse
Miel de Maquise Poly floral Ambrée, clair, un antiseptique des voies respiratoires,
d’été fruité et urinaires et digestives.
aromatique
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3. Mécanisme d’action contre I’infection

Les expériences cliniques ont montré 1’efficacité du miel dans le processus anti-
infectieux et dans la guérison. Or nous savons que dans le cas de brdlures, les
bactéries Gram + sont les premieres a coloniser la plaie, issues de la flore cutanée
endogene ou de I’environnement externe. Elles sont ensuite suivies par les bactéries
Gram — provenant de la flore gastro-intestinale dans les jours qui suivent. Donc, que
ce soit Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosaou, Escherichia coli ou
d’autres germes, le miel lutte contre toutes sortes de micro-organismes.

La prolifération des lymphocytes B et T dans le sang ainsi que 1’activation des
Phagocytes est stimulée par le miel a des concentrations de 0,1%. A une concentration
de 1%, le miel peut stimuler les monocytes a sécréter des cytokines, du TNFLI, d I’IL-

1 et de I’IL-6 qui activent la réponse immunitaire contre 1’infection (Delphine, 2010).

4. contre indication du miel

Le miel est I'un des suppléments nutritionnels bien connu et qui est également
utilisé pour le traitement de certains problémes de santé ainsi pour la préparation de
médicaments naturels. Mais dans certains cas, la consommation excessive de miel

peut donner lieu a des effets secondaires différents.

e Crampes d'estomac et de la constipation

e Augmentation du niveau de sucre dans le sang
e Eviter chez les enfants de moins de 12 mois

e Dysfonctionnement du tractus gastro-intestinal

e Allergie et gain de poids

L'augmentation de risque de saignement : Quand on souffre de la condition
d'une hémorragie interne ou un externe, il convient d'éviter la consommation
de miel

e Diminution de la santé des dents [(Colongeon-Boukobza, 2014) ;(Luca,

2016)].
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Chapitre IV : Activités antimicrobiennes et mécanismes
1. Les propriétés antimicrobiennes du miel

L’activité antimicrobienne est multifactorielle, le miel peut donc inhiber la
croissance d’un large spectre de bactéries, champignons, protozoaires et virus sans
que ces derniers ne puissent développer de résistante (Delphine, 2010).

De nombreuses études et des recherches ont démontré et décrit I’inhibition de
croissance des microorganismes par I’utilisation de miel[( Molan, 1992) ; (Taormina
et al.,2001) ; (Mundo et al.,2004) ; (Tumini et al.,2005) ; (ktg¢uk et al., 2007) ;
(Hyungjae et al., 2008) ; (Adetuyi et al., 2009) ; (Tajik et jalali 2009) ; (Osho et
Bello, 2010) ; (Halawani et Shohayeb, 2011) ; (Libonatti et al., 2014)]

1.1. L’activité antibactérienne

L’activité antibactérienne du miel est connue depuis le19éme siécle, il a été
signalé pour la premiére fois en 1892 citée par Dustmann en 1919. Récemment,
I’activité du miel contre les bactéries résistantes aux antibiotiques a encore augmenté
I’intérét pour 1’application du miel (Paulus et al., 2011).

1.2. L activité antifongique

Le miel est capable d'éliminer et d’inhiber completement la croissance des
moisissures comme Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatis, Aspergillus Niger,
Aspergillus parasiticus, Candida Albicans, Penicillium spp, Penicillium chrysogenum
(Molan, 1992).

Malcolm Richardson, professeur de mycologie médicale a I'Université de
Manchester explique que Le miel a été utilisé depuis I’antiquité pour le traitement de
plusieurs maladies. Mais seul un nombre limité d’étude se sont penchée sur son effet
sur les champignons pathogenes.

1.2.1. Activité sur les mycoses cutanees

L’essai clinique mené par Alwaili en 2004 qui est utilisé une mixture composée
a parts égales ; de miel, d’huile d’olive et de cire d’abeille, pour traiter pendant un
mois trois fois par jour des patients atteints de mycoses dermiques, dues notamment a
Pytiriacis Versicolor et a Epidermophyton Inguinale.

Les résultats cliniques qu’il a obtenus sont: 86% des cas pour les patients
atteints par Pytiriacis Versicolor, et dans 79% des cas chez ceux touchés par

Epidermophyton Inguinale. Une guérison compléte a été observée dans 79% des cas
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pour Pytiriacis Versicolor et dans 71% des cas pour Epidermophyton Inguinale
(Clémence, 2005).
1.2.2. Activité sur les mycoses vaginales

Le miel a une efficacité comparable aux antifongiques classiques sur les
Candidoses vaginales provoquées par Candida Albicans [(Obaseiki-Ebor et Afonya,
1984) ; Darvishi et al., 2015)]. Pour traiter des mycoses Il faut souligner que, les
concentrations en miel sont plus élevées que pour obtenir un effet antibactérien
[(Clémence, 2005); (Gicquel, 2015)]

1.3. Les mécanismes antimicrobiens

Les mécanismes mis en jeu dans le caractére antimicrobien ne sont pas tous
élucidés, mais cette activité est lié par des facteurs bien connus: la forte
concentration en sucres, 1’osmolarité élevée, le faible PH, ainsi la présence de
plusieurs composants antimicrobiens appelés « inhibine » terme établi par Dold et al,
1937.

Le peroxyde d’hydrogene est considéré comme la principale inhibine contenue
dans le miel [(Adcock. 1962) ; (Bogdanov et Pascale, 2001)].

D’autres travaux ont montré la présence d’autres facteurs « non peroxydiques »
impliqués dans cette activité tels que : des flavonoides, des acides phénoliques, et
plus récemment, le méthylglyoxal (retrouvé en particulier dans le miel de Manuka), et
la défensines-1 (protéines fabriquées par les abeilles) ont été identifiés comme des
composes antibactérienne importants dans le miel [(Allen et al., 1991) ; (Molan,
1992) ; (Kwakman et al., 2010) ; (Paulus et al., 2011)].

1.3.1. L’osmolarité

L’osmolarité élevée de miel est influencé par la forte concentration en sucres et
la faible teneur en eau. La forte interaction entre les molécules de sucre et d’cau laisse
donc peu des molécules deau libre disponible pour le développement des
microorganismes. Cela provoque une forte déshydratation des germes mettant en jeu
leur survie. La quantité d’eau libre pour le miel est comprise entre 0,562 et 0,62
[(Molan, 1992) ; (Molan, 2001) ; (Olaitan et al., 2007)].
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1.3.2. Le pH acide

Le pH de miel compris entre 3, 2 et 4,5, il est donc suffisamment acide pour
inhiber ou ralentir la croissance de nombreux microorganismes pathogenes [(Mandal
MD, Mandal S, 2011); (Balas, 2015)].

1.3.3. Le Peroxyde d’hydrogéne (H20,)

Le peroxyde d’hydrogéne (H,0,) aussi appelée ’cau oxygénée constitue le
principal agent antimicrobien retrouvé dans la plupart des miels. L’eau oxygénée et
I’acide gluconique résultent de 1’oxydation de 1’eau et du glucose par la glucose-
oxydase. La glucose-oxydase est une enzyme du miel sécrétée par les glandes
nourriciéres des abeilles qui est ajoutée lors de la transformation du nectar en miel.
L’eau oxygénée est réduit par la catalase également trouvé dans de nombreux miels
et qui représente I’antagoniste de la glucose-oxydase, alors que celle-ci est éliminée
par la catalase. Donc la concentration en peroxyde dépend de I’activité de ces deux

enzymes.

Glucose-oxydase + glucose+ H,O = H,0,+ acide gluconique
2H,0; + catalase = 2H,0+ O,

Sa production est influencé par la chaleur, la lumiére et la durée du stockage ;
ainsi elle n’est pas active dans le miel pur mais elle inhibe que faiblement le
développement bactérienne, par contre, elle devient active lorsque le miel est dilué
[(Molan, 1992); (Bogdanov et Pascale, 2001); (Libonatti et al., 2014);
(Kwakman et al., 2012) ; (Jessica, 2015)].

1.3.4. Le systéme non peroxyde

Comme certains acides aromatiques ou composes Vvolatiles ainsi que des
Flavonoides et des acides phenoligues transmis par la plante (Blanc, 2010). En effet,
I’activité antimicrobienne n’est pas uniquement corrélée au taux de peroxyde. Les

principaux composants ayant une activité non peroxyde sont :
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Les lysozymes (produite par les abeilles, enzyme bactériostatique présente dans
le miel), La Pinocembrine (un flavonoide présent dans le miel et produit par les
abeilles), et d’autres nombreux composants chimiques comme les terpénes, 1’alcool
benzénique, 1’acide syringique.

Contrairement aux composants & activités peroxyde, ces facteurs non
peroxydiques sont beaucoup moins sensibles a la chaleur, la lumiére et la durée du
stockage [(Bogdanov, 1997) ; (Bogdanov et Pascale, 2001) ; (Cushnie et Lamb,
2005)].

1.3.5. La méthylglyoxal (MGO)

Est un agent de protéine-glycating, elle est trouvé dans les miels médicaux et
est vraisemblablement responsable de 1’activité non-peroxyde observée dans des
miels [(Badet et Quero, 2011) ; (Majtan, 2011) ; (Annie, 2013)].

1.3.6. La Defensine-1

On appelle aussi la defensine de 1’abeille a été trouvée dans le miel de Revamil

par Kwakman et al, 2010 et qui ont été montrée leur réle dans la contribution vers

I’activité antimicrobienne (Annie, 2013).
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1. Lieu d’étude
Nos expériences ont été déroulés au laboratoire de microbiologie appliquée a
I’agroalimentaire au biomédicale et a I’environnement : LAMAABE
2. Provenance des échantillons du miel
Les echantillons de miel proviennent de différentes origines florales et
géographiques, cela est illustré dans le tableau 4
Tableau 4 : I’origine florale et géographique avec la date de récolte et la

couleur de six échantillons de miel

Miel Origine Origine florale Date de | La couleur
géographique récolte
Nom commun
scientifique
M1 Tlemcen Globularia alypum 2016 Jaune doré
doux
M2 Tlemcen Ajuga reptans 2016 Claire et
doux
M3 Tlemcen Eruca Sativa 2016 Blanc
crémeux
M4 Azafoun Tiziouzou Lavandula officinalis Mai 2010 Ambré
foncé
M5 Tlemcen Cidre (Ziziphus lotus) 2016 Doré claire
aromatique
M6 Tigzirt Tiziouzou Solla : Sainfoin Mars 2010 | Liquide
. : doré et
Onobrychis sativa _
translucide
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Figure 4 : différents couleurs des miels testés
3. Provenance des souches microbiennes
3.1. Origine

Les souches fongiques utilisées sont deux souches cliniques de Candida
albicans qui proviennent de dispositifs médicaux de CHUT « Centre Hospitalo-
universitaire de Tlemcen » et qui ont été isolées et identifiées et fournies par Mm
Boucherite. LABSAB (laboratoire des antibiotiques et antifongiques). Ces souches
sont responsable des infections nosocomiales, et le plus souvent des infections
urinaires, et qui présentent une résistance envers les ATF communément utilisés dans
nos services (Urol, 2005).

La premiére souche de Candida albicans est fortement formatrice de biofilm et
I’autre non formatrice de biofilm. Les biofilm de Candida albicans sont
intrinséquement résistants : aux thérapies antifongique conventionnelles, au systéme
immunitaire de I’hdte et a d’autres perturbations environnementales, ce qui rend les
infections basées sur le biofilm comme un défi clinique important (Nobile et
Johnson, 2015).

Tableau 5 : les abréviations des souches fongiques utilisées

Les souches Abréviations

S
Candida albicans bonne formatrice de biofilm '

S
Candida albicans non formatrice de biofilm ?
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3.2. Préparation des inoculums fongiques

Les suspensions fongiques ont été inoculées dans le bouillon Tryptone Soja
(TSB) a 37+2°C, la charge fongique a été ajusté a une densité optique de 0.08 a 0.1
par le spectrophotométre ce qui correspond & une charge d’environ 10® UFC/ml
[(Eucast, 2000) ; (Sib, 2007)].

4. Evaluation du pouvoir antifongique

Les méthodes d’évaluations de l'activité antifongique in vitro des miels sont
nombreuses et donnent parfois des résultats différents selon les conditions
expérimentales adoptées par chaque manipulateur [(Suhr et Nielsen, 2003);
(djenadi, 2011)].

4.1. Préparation des échantillons du miel

Les échantillons du miel utilisés pour les tests antifongiques sont soit purs a
100% ou dilués a 75%, 50%, 25%, 12, 5% (v/v).les séries de dilutions ont été préparé
instantanément dans 1’eau physiologique stérile pour un volume finale de 4ml.

4.2. Méthode des puits de diffusion

I1 s’agit d’un test simple de criblage et de sensibilité, en utilisant une méthode
dite de diffusion avec des puits creusé dans le milieu Mueller Hinton agar + 2% de
glucose [(Perez et al., 1990) ; (Murat et al., 2004)].

Cette méthode de puits a été modifié dans notre laboratoire ou on a utilisé les
pipettes pasteur flambées et refroidies pour creuser des puits de 0,8mm de diameétre
comportant environ 100 pl d’échantillon de miel pur ou dilué.

Cette technique est répertoriée et décrite dans différentes
publications [(Parente et al., 1995) ; (Assegid et al., 2004) ; (Melissa et al., 2004) ;
(Osho et Bello, 2010)].
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4.2.1. Le mode opératoire

Apres les travaux préliminaires de Sib portant sur les différents milieux de
culture suivants : Mueller Hinton MH, MH a 2% de glucose, Sabouraud, Sabouraud a
2% de glucose on a choisi le milieu MH a 2% de glucose.
0.1ml de chaque souche ont été déposé puis étalé en surface du milieu par
écouvillonnage. Nos échantillons du miel ont été versés avec une seringue stérile
pour les miels purs et par micropipettes pour les miels dilués dans les puits creusés a
raison de cing puits par boite. L’incubation se fait a 37+ 2°C pendant 24h a 48h. Nos
expériences sont realisées en triple.

4.2.2. Expression des résultats

les zones d’inhibitions ont été mesuré deux fois par puits a des ongles
perpendiculaire ainsi le totale de ces mesures par échantillon de miel (Jason et al.,
2004).

Mural et al., 2007 ont déterminé les intervalles suivantes : <Smm inactive ; 5,5-
9mm activité tres basse ; 12-15mm activité moyenne et >15mm activité éleveée.

4.3. Méthode de contact direct

C’est une technique de diffusion en milieu solide. Elle est utilisée en premier
lieu pour I’étude du pouvoir antimicrobien des huiles essentielles, décrite par Beylier
Maurel, 1976 et modifiée par Bendjillali, 1986.

Cette méthode est ainsi rapportée pour les miels, peut étre afin d’améliorer leur
sensibilité et sa diffusion dans la gélose [(Perruci et al., 1994) ; (lakhdar , 2015)].
Les dilutions de miels sont obtenues par un mélange entre les différents miels avec le
milieu de culture. Apres refroidissement, on ensemence et on incube [(Taudou
,1990) ; (Sib, 2007)].

Cette technique nous donne une estimation de degré de I’inhibition de la
croissance fongique : croissance Trés Forte (TF) ; croissance Forte (F) ; croissance
Moyenne (M) et croissance Nul (N) (Dilnawaz et al., 1995).

4.3.1. Le mode opératoire

La liquéfaction du miel se fait au bain-Marie, entre 40 et 50°c a fin de conserver

toutes ces propriétés, puis dans des tubes a essai stériles et a 1’aide d’une seringue on

a mélangé les concentrations variables du miel 1ml-2,5ml- 5ml avec les volumes du
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milieu de culture liquéfié (MH+2% de glucose) 19ml- 17,5ml-15ml afin d’obtenir
les dilutions 5%, 12,5% et 25% respectivement.
Apreés une homogénéisation avec le vortex jusqu’a la diffusion totale du miel, ce
mélange a été coulé dans des boites de Pétri. On ensemence par écouvillonnage et
I’incubation se fait a 37+2°C pendant 24h a 48h.
Deux boites témoins exempt de miel sont ainsi ensemencees.
Nos experiences sont realisees en triple.

4.4. La méthode de spectrophotométrie

Cette technique a I’avantage de donner des pourcentages d’inhibition qui
estiment plus exactement [’activit¢ de nos échantillons du miel qui était
approximative avec la technique de contact direct.

Cette méthode repose sur la préparation des dilutions de miels avec le milieu de
culture liquide bouillon Muller Hinton (BMH) + 2% de glucose et la suspension
fongique dont la concentration totale est de 5% (v/v). Et cela pour pouvoir quantifier
I’inhibition faite par le miel.

Cette fois-ci la détermination de I’activité antimicrobienne de miel se fait soit
dans des tubes a essai ou dans une microplaque de 96 puits. 200ul de chaque dilution
a été déposé dans chaque puits.

On incube sous agitation de 100 rpm les tubes et sans agitation les plaques a
37°C de 24h a 48h. La lecture des résultats se fait a I’aide de spectrophotomeétre pour
les tubes ou avec un lecteur des microplaques qui détermine les densités optiques de
chaque dilution [(Carson et al. 1995) ; (Parente et al., 1995); (Torres et al.,
2004)].

On utilise la formule suivante pour estimer les pourcentages d’inhibition de nos

échantillons du miel :

Pourcentage de croissance= (DO de teste/DO de témoin) x 100 (Thomas et al.,
2005).

NB : Deux microplaques pour les deux souches de Candida albicans et les six

échantillons du miel.
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5. la détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

la CMI est définie comme étant la concentration la plus faible d'un agent
antimicrobien qui inhibe la croissance visible d'un micro-organisme apres incubation,
et la CMBC comme la plus faible concentration d’antifongique qui tue 99,9% des
micro-organismes aprés sous-culture sur milieu sans antifongique[(Cosentino et
al.,1999) ; (Bellerbeck, 2000) ; (Andrews, 2001)].

La détermination de la CMI se fait par deux techniques sur milieu solide :
technique de puits de diffusion et de contact directe sur milieu MH+ 2% glucose et
sur milieu liquide par la méthode de spectrophotométrie : MHB +2% de glucose.
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1. Le pouvoir antifongique des miels
1.1. Méthode de puits de diffusion
Les résultats de zones d’inhibition produites par nos échantillons du miel sont
illustrés dans la figure 1

diameétres de zones d'inhibition de S1 et S2 a l'action pure
de six miels
20 -
:
— 15 -t
c
i)
=
S 10 -
£ mSl
5
o 5 - mS2
s
N 0 A A A
M1 M2 M3 M4 M5 M6
les échantillons des miels

Figure 5 : Mesure de ’activité antifongique de six miels purs vis-a-vis au Candida
albicans

Le miel pur de Globularia alypum donne une activité élevée avec les deux
souches de Candida albicans avec des diametres de 15 a 20mm.

Les miels purs Ajuga reptans et Eruca Sativa donne une activité moyenne avec
les deux souches de Candida avec les zones allant de 11 a 12mm.

Les autres miels Lavandula officinalis, Ziziphus lotus et Onobrychis sativa sont
inactives ne donnant aucune zone d’inhibition envers nos souches testées.

Tous les miels sont avéres inactifs a des concentrations allant de 75% a 12,5%.

On comparant les diamétres de zone d’inhibition, la souche S, est plus sensible
a I’action des miels purs que la souche S;.

La méthode de puits de diffusion fournit des résultats qualitatifs interprétables,
et la quantification de I’inhibition de la croissance microbienne a été déterminée en
mesurant le diameétre des zones d’inhibition [(Dorman et Deans, 2000) ; (Jason et
al., 2004)].

Nos souches de candida albicans S; et S, testées par cette méthode sont
sensibles a 1’action du miel pur des échantillons : Globularia alypum, Ajuga reptans,

Eruca Sativa avec des zones d’inhibition allant de 12 4 20mm de diamétre.
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Des resultats similaires ont été rapportés dans I’étude de Nadir, 2015 a
I’universit¢ d’Oran laboratoire de Bioconversion, Génie Microbiologie et Sécurité
Sanitaire (LBGMSS) ou la levure Candida albicans est révélée sensible a I’action de
34 échantillon de miel Algérien pur (100%) avec des zones d’inhibition allant de 11 a
15mm de diamétre, mais cette fois ci par la méthode de disque de diffusion qui a le
méme principe de la méthode de puits de diffusion.

Les résultats de Sib, 2007 montrent que la levure candida albicans
ATCC10231 testé par cette méthode est révélé sensible a ’action de 35% du miel
avec un intervalle de 13 a 40mm, en peut constater que la souche de référence est plus
sensible que nos souches cliniques.

Les travaux de Al-Waili Ns et al., 2005 montrent une inhibition de souche de
Candida albicans dans les milieux solides & concentration de 30 a 100%. Autre étude
prouve aussi la sensibilité de cette levure (Theunissen et al., 2001).

Par contre, concernant les deux souches on a une absence totale des zones
d’inhibition avec tous les miels a des concentrations allant de 75% a 12,5%, et avec
les trois échantillons Lavandula dentata, Ziziphus lotus et Onobrychis sativa a
100%.

L’¢tude de Merah et al., 2010 sur trois échantillons de miel de I’ Algérien et un
échantillon commerciale d’Arabie Saoudite testé sur Candida albicans montre des
résultats comparables a nos résultats : la levure résiste a I’action des miels, mais elle
est faiblement sensible a I’action de miel de la zone géographique de Tizi-Ouzou
avec des zones d’inhibition allant de 9 a 12mm .

On peut expliquer 1’absence de I’inhibition par cette méthode de puits par :
I’absence du contact directe entre les miels et les inoculums fongique, les
concentrations du miel sont trop faible pour exercer une activité antifongique et
I’inoculum était trés important. cette technique peut étre peu fiable dans certaines
situations due a la subjectivité liée aux détermination visuelles [(Swenson et al.,
1989) ; (Piliouras et al., 2002)].

L’absence de I’inhibition antifongique par les différentes concentrations des

miels testées, nous a mené a réaliser une autre méthode du contacte directe.
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1.2. La méthode de contacte directe :
Cette technique permet de voir I’effet inhibiteur de la croissance fongique par

nos échantillons de miel s’1l existe.
Tableau 6 : I’évaluation de la croissance fongique des deux souches S; et S, en

présence de miel par la méthode de contact directe

Si S,
5% 12,5% | 25% 5% 125% | 25%
M, N N N F M N
M, TF M N M M N
M3 N N N N N N
My TF TF M F F M
M5 M M N M M N
Mg TF M N F M N

(TF) croissance trés Forte ; (F) croissance Forte ; (M) croissance Moyenne ; (N)

croissance Nulle
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Figure 6 : la croissance de candida albicans Bonne formatrice de biofilm en présence

du miel Onobrychis sativa et en absence (Témoin)

Figure 7 : la croissance de Candida albicans non formatrice de biofilm en présence
du miel d’Ajuga reptans et en absence (Témoin)

Nos miels présentent un effet antifongique trés intéressant avec les
concentrations 5%, 12,5% et 25%, sauf le miel de Lvandula officinalis qui donne une

activité moyenne.
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Les miels Globularia alypum, Ajuga reptans, Eruca sativa, Ziziphus lotus et
Onobrychis sativa donnent une inhibition de croissance fongique totale a 25%.

Les miels Ajuga reptans, Ziziphus lotus et Onobrychis sativa donnent une
inhibition de croissance fongique moyenne a 12,5%.

Les miels Lavandula officinalis et Globularia alypum donnent une absence
totale d’inhibition de la croissance fongique a 5%.

La méthode de contact directe donne des résultats positif trés intéressants avec
la concentration 25% (V/V) des échantillons Ajuga reptans, Globularia alypum et
Eruca sativa , Ziziphus lotus et Onobrychis sativa envers les deux souches ou
I’inhibition est compléte avec absence de croissance fongique, avec la concentration
12,5% des miels Ajuga reptans , Ziziphus lotus et Onobrychis sativa I’inhibition de la
croissance fongique est moyenne, et avec la concentration 5% des miels Ajuga
reptans et Onobrychis sativa 1’inhibition de la croissance fongique est absente.

L’effet inhibiteur de Lavandula officinalis est moins important que les autres
miels ou il y a présente une inhibition moyenne des deux souches a 25% et I’absence
totale d’inhibition a 12,5% et 5%.

I’étude de Dilnawaz et al., 1995 sur dix échantillon de miel de Pakistan testées
sur Candida albicans présente des résultats comparable a nos résultats dont
I’inhibition de Candida est complete de 50% de miels testés .

Les résultats d’Al-Waili, 2005 sont proches de  nos résultats avec des
milieux de culture et concentrations différentes, car ils ont trouvé une inhibition
complete de la croissance de Candida albicans par la méthode de contact directe sur
le milieu Sabouraud avec 66% de miel, et dans le milieu Sabouraud glucosé
contenant du miel & des concentrations de 33 et 50%.

D’autres travaux réalisés en Ethiopie montrent une inhibition de Candida
albicans a des concentrations de 2,5% ; 5%, 7,5% et 10% des miels testés
(Andargarchew et al., 2004). La souche Candida albicans ATCC 10231 c’est avéré
résistante a 1’action de trois miels Algériens a des concentrations 0.5, 1, 1.5 et 2
(Sib, 2007).

1.3. La méthode de spectrophotométrie
Les résultats obtenus par cette méthode montrent les différents pourcentages

d’inhibition des miels testés envers les deux souches de Candida
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les pourcentages d'inhibition de S1 par les cing miels
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Figure 8 : mesure de I’activité antifongique de cinq miels vis-a-vis au Candida
albicans bonne formatrice de biofilm
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Figure 9 : la microplaque de six miels testés vis-a-vis au Candida albicans

D’aprés ces résultats en constate que la souche S; est fortement sensible aux
échantillons M1, My, M3, a partir de la concentration 40% a 75% (v/v) et au Mg a la
concentration 10% (v/v).

On remarque que les échantillons My, M3 montrent une forte activité

inhibitrice fongistatique a toutes les concentrations testées sauf a 100% ou il y avait
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pas d’inhibition, dont le pourcentage d’inhibition varie de 28% a 97% pour M; et de
8% a 98% pour Ms. Les pourcentages d’inhibitions sont en ordre croissant de la
concentration 20 a 75% (v/v).

L’échantillon M; et Ms ont une tres forte activité inhibitrice fongistatique a
toutes les concentrations testées, par un pourcentage allant de 46% a 98% pour M, et
de 28% a 73% pour Ms. Ainsi I’échantillon M6 présente un effet inhibiteur trés
important qui est inversement proportionnel a la concentration du miel, a 10% de
concentration on a 82% d’inhibition, a 75% et 100% de concentration 52% et 35% de
pourcentage d’inhibition respectivement.

Le miel M, est dévoile une activité fongistatique tres faible avec pourcentages
d’inhibition allant de 6% a 35% aux concentrations < 30% et avec absence totale

d’inhibition aux concentrations > 40%.

les pourcentages d'inhibition de S2 par les cing miel
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FigurelO : mesure de I’activité antifongique de cinq miels vis-a-vis au Candida
albicans non formatrice de biofilm
D’aprés ces résultats on peut constater que la souche S, est fortement sensible
aux M1, M, M3 et Ms envers toutes les concentrations testées.
On remarque que les échantillons M;, M, Mzet Ms ont une tres forte activité
inhibitrice fongistatique a toutes les concentrations testées par un pourcentage
d’inhibition allant de 36% a 98%.
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Cette inhibition est fongicide avec le miel M, a la concentration 60% (v/v),
avec M3 a la concentration 40% (v/v) et avec Ms a la concentration 5% (v/v).

Pour 1’échantillon My en observe que ’activité inhibitrice est fongistatique de la
concentration 5%, jusqu’a 75%(Vv/v) a une fourchette de 4% a 67%, et une absence
totale d’inhibition a 40% et 100% (v/v) de concentration.

Le miel Mg présente une inhibition fongistatique a 20%, 75%, et 100% (v/v)
avec un pourcentage de 52%, 46% ,42% respectivement.

La méthode de spectrophotométrie C’est une technique de diffusion en milieu
liquide tres sensible, simple, rapide et plus favorable a I’analyse statistique ; elle
permet la détermination du pourcentage de CMI. (lakhdar, 2015). Cette technique
présente plusieurs avantages : réduire la manipulation et faciliter I’automatisation
(Thomas et al., 2005). Parente et al., 1995 écrit que I’inhibition de la croissance
microbienne peut étre déterminée par la simple mesure de densité optique .

La levure de candida albicans bonne formatrice de biofilm est fortement
sensible a I’action des échantillons Globularia alypum, Ajuga reptans, Eruca sativa a
des concentrations supérieurs a 40% (v/v) et au Mg a la concentration 10% (v/v), et
I’activité inhibitrice de cette souche par les six miels aux autres concentrations est
fongistatique

La levure de candida albicans non formatrice de biofilm est fortement sensible
a l’action des échantillons Globularia alypum, Ajuga reptans, Eruca sativa et
Ziziphus lotus avec toutes les concentrations testées, et 1’activité inhibitrice de cette
souche est fongicide par Ajuga reptans a la concentration 60%(v/v), par Eruca sativa
a 40%(v/v) et par Ziziphus lotus a 5%(Vv/v).

Les autres échantillons de miel sont estiment un effet inhibiteur fongistatique
avec tous les concentrations testées.

Nos résultats étaient en accord avec 1’étude de Theunissen et al., 2001 que le
miel de Wabessie est devenu inhibiteur pour Candida albicans a une concentration de
20%(v/v) ou plus haut. De méme dans I’é¢tude de Dolezal, Dolezal et Medrela-
Kuder, 1988 ont constaté qu’une basse concentration en miel de 1,6%(v/v) pourrait
provoquer I’inhibition compléte de Candida albicans ; ainsi 1’étude de Revathy et
Banerji, 1980 qui ont été constaté que une concentration de 100%(v/v) de miel

exerce un effet fongicide sur Candida albicans.
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Et d’autre étude convenable a notre étude mais a des concentrations différentes,
Cavanagh et al., 1970 ont démontré que la concentration100%(v/v) de miel a été
exercé un effet fongicide sur Candida albicans, alors qu’une concentration de
50%(v/v) était nécessaire pour intenter 1’action & peu pres identique dans les espéces
de Candida.

En outre, des travaux convenables a nos reésultats sont les travaux de
Banaeian-Borujeni et al., 2013 ont montré que I'effet inhibiteur du miel
sur Candida était considérable 20 a 60% de miel, et intermédiaire & 95%.

2. La détermination de la concentration minimale inhibitrice
On détermine la CMI de six miels testés par les trois méthodes
2.1. Par la méthode des puits de diffusion

La CMI est > 75% pour les trois échantillons du miel Globularia alypum,
Ajuga reptans et Eruca sativa envers les deux souches Ces résultats sont en accord
avec les résultats de Sib, 2007 qu’elle a trouvés la CMI de Candida albicans de
référence est > 75%

2.2. Par la méthode de contacte directe

Les valeurs de la CMI des deux levures par la méthode de contacte directe sont
variable compris entre < 5%, 12,5% et a 25%. (Tableau 7).

Tableau7 : Les concentrations minimales inhibitrices de S; et S, par les six miels

testées par la méthode de contact directe

CMI
S; S,
M; <5% 12,5%
M, 12,5% 5%
Ms <5% <5%
M, 25% 25%
Ms 5% 5%
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Mg 12,5% 12,5%

la CMI de la souche S;etS, par I’échantillon Eruca sativaest <5% et par
I’échantillon Lavandula officinalis est a 25%, par le miel Ziziphus lotus est a 5% et
par Onobrychis sativa est a 12,5%.

Le miel Globularia alypum a une CMI < 5% envers la souche S; et 12 ,5%
envers la souche S,. Par contre le miel Ajuga reptans a une CMI de 12,5% envers S1,
et 5% envers S,.

Des valeurs de CMI trouve par Sib, 2007 sont proches a nos valeur mais d’autres
souches fongiques compris entre 20 a 22%, 22% a 24% et de 23% a 25%, et pour la
souche de Candida albicans de référence elle a trouvé la valeur de la CMI & 100% ce
résultats s’oppose avec nos valeurs, ainsi 1’¢tude de Jeddar et al, 1985 qui a trouvé
I’effet inhibiteur du miel a la dilution 40%.
2.3. Par la méthode de spectrophotométrie
La CMIgg de S; est inferieur a 50%, la CMlIsg varie de 5 a 10% et la CMI elle

est de 5% avec 50% des miels et de 30 a 100% avec le reste. ( tableau 8).

Tableau 8 : les valeurs de la concentration minimale inhibitrice par les six miels

testées sur Candida albicans bonne formatrice de biofilm

S1

Les miels CMlqg CMlsg CMlg

M,
100% 10% 20%

Mo - 5% 30%
Ms 5% 10% 20%
[\ 30% - -
Ms <5% 10% > 50%
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Ms 5% 75% 10%

CMlp : signifier la concentration minimale non inhibitrice de la population

microbienne

CMls : signifier la concentration minimale inhibitrice de la moitié de la population
microbienne
CMlyqo : signifier la concentration minimale inhibitrice de toute la population
microbienne

Tableau 9 : les valeurs de la concentration minimale inhibitrice par les six

miels testées sur Candida albicans non formatrice de biofilm

Sz

Les miels CMil, CMls CMl0o
M; - - 5%
M, - - <10%
M - - 5%
M, 40% 5% -
Ms 100% 30% 5%
Ms 5% 20% -

La CMIyqo de nos miels actifs donnant un effet fongicide se situe entre 5 a 10%
les plus basses concentrations. La CMlsg est variable de 5% a 30%, et la CMI est tres
variable avec une large fourchette de 5 a 100%.

Les résultats de Thomas et al., 2005 sont proches de nos résultats, ils ont
trouvés que la CMI, de Candida albicans est 13,5%, la CMlsq est 25,10% et la CMlyg
est 40%.
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Tableaul0 : la concentration minimale bactéricide Candida albicans non formatrice

de biofilm

Les miels CMBC

M2 60%
M3 40%
M5 5%

Dans la littérature il ya des travaux similaires qui ont trouvés des CMB avec
d’autre types de miels d’Afrique du Sud aux concentrations > 2,5% a > 30%
(Theunissen et al., 2001).

D’apres les résultats de 1’évaluation de I’activité antifongique on peut constater ce qui
suit :

- les deux souches fongiques testées sont sensibles a 1’action inhibitrice des miels
analysés avec des différences d’un type a un autre et d’une souche a une autre, ce qui
indique son large spectre d’action antifongique.

-I’action du miel naturel sur les microorganismes dépend, d’une part de la
structure de la paroi de la cellule cible (French et al., 2005) ce qui dit Ashi, 2000
gue Candida albicans présente une sensibilité moins importance a celle des bactéries
parce que la levure est une cellule eucaryotique et les bactéries sont des cellules
procaryotiques, ainsi 1’étude de Ceyhan et al., 2001 rapporte que les champignons
sont en générale moins sensibles que les bactéries a 1’action du miel ; et d’autre part
de la composition du miel lui-méme qui dépend a son tour de nombreux facteurs, tels
que : la nature du sol, la race des abeilles et 1’état physiologique de la colonie [(Jean-
prost, 1979) ; (Voidarou et al., 2011)], climat de I’environnement, I’origine florale
de I’alimentation (Biri, 1999) ; les conditions et la durée de conservation, telle que la
température et la lumiére qui conditionnent 1’activité et ’efficacité des enzymes de
miel [( Caillas, 1974) ; (Chauhan et al., 2010)].

- le miel est considéré comme un milieu défavorable au développement des
micro-organismes grace a sa composition. Tout d’abord, cette solution concentrée de

sucre retire apreés absorption 1’eau indispensable a la vie d’agents pathogeénes
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(Bogdanov, 1997 ; Morais et al., 2011). I’acidité (pH) et H202 des miels inhibe ainsi
les micro-organismes [(Torres et al., 2004) ; (Mandal et al., 2010)].

Selon Kerkvliet, (1996) ; Bogdanov et Pascale, (2001) ; Al-habsi et Niranjan,
(2012) I’activité antimicrobienne du miel peut étre expliqué partiellement par son
contenu important en enzyme, dont le glucose-oxydase qui assure la transformation
du glucose en acide gluconique et en peroxyde d’hydrogeéne. Cette enzyme reste
active tous le temps de la production de miel c’est-a-dire dans le miel non mure en
trouve (H20,).

Dans le miel mure I’enzyme n’est plus active mais reste intacte donc la
production d’H,O, sera bloquée, donc le miel mure contient des faibles quantités
d’H,0, (Bogdanov et Pascale, 2001). Mais si le miel est dilué I’enzyme reprend son
activité [(Manyi-loh et al., 2010) ; (Kwakman et Zaat, 2012)]. Cette idée a été
annoncée depuis plus de 14 siécles par notre prophéte *MOHAMED* qui insiste sur
« boire du miel dilué » ou le verset annonce « une liqueur de touts les couleurs puis
fait guérir les gents ». Cela est convenable avec nos résultats, nos miels de la récolte
2016 (Ajuga reptans, Eruca sativa, Ziziphus lotus) sont plus actifs que les miels de la
récolte 2010 et ces derniers redeviennent plus actifs apres dilution.

En revanche, la présence dans le miel mure d’autre inhibine non peroxydes a été
prouvée tels que: les flavonoides, les lysozymes et des acides aromatiques...etc.
(Escuredo et al., 2012). Le rdle de ces inhibine est trés important car elles sont dans
une large mesure ; insensibles & la lumiére, a la chaleur et demeurent intactes aprés
stockage du miel pour de longues périodes [(Gonnet et Lavie, 1960) ; (Bogdanov,
1984) ; (Roth et al., 1986)].
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Conclusion

Ces résultats montrent clairement que nos miels sont dotés d’un large spectre
d’activité inhibitrice sur les souches fongique testées, cet effet antifongique a été
constaté pour la plupart des échantillons testés avec une certaine variabilité d’un
¢chantillon a un autre et d’une souche a une autre.

La souche de Candida albicans non formatrice de biofilm est la plus sensible a
I’effet de six échantillons de miel que Candida albicans bonne formatrice de biofilm.

Les miels Ajuga reptans, Eruca sativa , Ziziphus lotus sont les plus efficace
envers Candida albicans non formatrice de biofilm car ils ont révélés une activité
fongicide de cette levure, et Globularia alypum, Ajuga reptans, Eruca sativa et
Onobrychis sativa sont les plus efficace envers Candida albicans bonne formatrice
de biofilm, car ils ont dévoilés une meilleur activité fongistatique.

L’effet antifongique de nos échantillons de miel est plus important avec les
échantillons dilués, il augmente avec les dilutions successives.

Donc, on peut déduire que nos miels sont de bonne qualité thérapeutique contre
les souches de Candida.

C’est résultats pourraient trouver une application possible dans le traitement des
différentes maladies causées par des germes pathogenes.

La valeur médicinale du miel comme antifongique naturel est de plus en plus
démontrées scientifiquement, ce qui constitue I’importance de son utilisation en
médecine et dans le secteur de 1’industrie pharmaceutique et cosmétique.

Il serait judicieux de compléter ce travail par :

e Larecherche d’autres variétés de miels a activité antifongique.
o faire des applications cliniques de nos échantillons (essais in vivo).
o Tester I’efficacité de ces miels contres les souches formatrice de

biofilm.
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Annexes

Annexel : tableau des diametres des zones d’inhibition de I’activité antifongique des
six miels testés par la méthode de puits de diffusion sur les deux souches S; et S,

S1 S, Si- S
100% 100% 75% 50% 25% 12,5%
M, 16,5 20mm - - -
mm
19,5mm
15mm
My 12mm 12mm - - -
9mm | 11,5mm
M; 11,5mm | 12mm - - -
10mm | 11,5mm
M, - - - - -
Ms - - - - -
Me - - - - -

Annexe2 : Tableau des moyennes des diametres de zone d’inhibition de six miels testées par la

méthode de puits de diffusion sur les deux souches S; et S, a la concentration 100%.

LES

MIELS Si Sz

M1 15,75 19,75
M, 10,5 11,75
M3 10,75 11,75
My 0 0
Ms 0 0
Mg 0 0
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Annexes

Annexe3 : Tableau des résultats du pouvoir antifongique de six miels testées par la
méthode de contacte directe sur la levure Candida albicans bonne formatrice de

biofilm
M; M, M3 M4 M5 M6
125 25 5% 125 25 5% 125 25 5% 125 25 5% 125 25 5% 125 25
% % % % % % % % % % % %
0+ 0 4+ 2+ 0 O 0 0 4+ 3+ 2 2+ 1+ 0 4+ 2+ 0
+ + +

Annexe4 : Tableau des résultats du pouvoir antifongique de six miels testées par la
méthode de contacte directe sur la levure Candida albicans non formatrice de

biofilm
M1 M2 M3 M4 M5 M6
125 25 5 125 25 5% 125 25 5 125 25 5 12,5 25 5 12,5 25
% % % % % % % % % % % % % % % %
1+ 0 2+ 2+ O+ O 0 0 3 3+ 2+ 1 1+ 0 3 2+ 0
+ + +

(4+) : désigne une croissance tres forte
(3+) : désigne une croissance forte
(2+ et 1+): désigne une croissance moyenne

(0) :désigne une croissance nulle
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Annexe 05 : Tableau des pourcentages de la croissance de Candida albicans bonne
formatrice de biofilm envers les six miels par la méthode de spectrophotométrie.

ilutions | 5% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 75% 100%
miels
M1 81% 66% 31% 31% 24% 14% 3% 9% 102%
63% 48% 12% 22% 17% 8%
M2 49% 21% 14% 19% 24% 16% 13% 2% 17%
58% 46% 39% 23% 28% 27% 23%
M3 92% 59% 23% 22% 21% 2% 27% 11% 375%
53% 34% 20% 19% 5% 385%
M4 83% 55% 75% 100% 109% 106% 99% 94% 154%
76% 75% 81% 99% 112% 96% 188%
M5 62% 52% 51% 47% 62% 42% 42% 35% 14%
81% 62% 55% 15% 40% 58% 40%
M6 139% 18% / / / / / 48% 65%

Annexe 06 : tableau des pourcentages d’inhibition de Candida albicans bonne
formatrice de biofilm par les six miels testés par la méthode de spectrophotométrie.

tions
Miels 5% | 10%| 20%| 30%| 40%| 50% | 60% | 75% |100%
My 28% | 43%| 78%| 73%| 79% | 78% | 97%| 91%| 0%
M 46% | 66% | 73%| 79%/| 74% | 78% | 87%| 98% | 80%
M3 8% | 44%| 43%| 58%| 80% | 96%| 73%|89%| 0%
My 20% | 35%| 22%| 0% | 0%| 0%| 1%| 6%| 0%
Ms 28% | 57%| 47%| 69% | 49% | 58% | 50%/| 65% | 73%
Mg 82% 52% | 35%
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Annexe 07 : tableau des pourcentages de croissance de Candida albicans non
formatrice de biofilm envers les six miels par | méthode de spectrophotométrie

ilutio | 5% 10% |20% |30% |40% |50% |[60% |75% | 100%
n

Miel

M1 09% [36% [22% |[34% |11% |12% |[19% |35% |33%
21% | 45% |34% |33% |6% 5%

M2 15% | 15% | 4% 10% | 8% 10% | 1% 5% 0,3%
25% |26% |30% |15% |28% |14% 9%

M3 3% 15% | 3% 11% | 0,3% | 5% 3% 3% 2%
4% 19% |20% |24% |1% 31% | 00%

M4 39% |48% |78% [90% |104% |89% |96% |82% |174%
271% |38% |56% |85% |103% |81%

M5 00% |30% |38% |[35% |36% |44% |23% |22% |64%
30% |28% |17% |16%

M6 150% / 48% / / / / 54% | 68%

Annexe 08 : tableau des pourcentages d’inhibition de Candida albicans non
formatrice de biofilm par les six miels testées par la méthode de spectrophotométrie.

Hutions
Miels 5% | 10%| 20%| 30%/| 40% | 50%| 60% | 75% |100%
M1 85% | 59%| 72%| 66%|91% | 91%| 81%/| 65% | 67%
M2 80% | 79%| 83%| 87%]| 82% | 88% | 99%| 95% | 90%
M3 96% | 83%| 88%| 82%| 99% | 82% | 97%| 97% | 98%
M4 67% | 57%| 33%| 12%| 0% | 15% | 4%|18%| 0%
M5 100%| 70% | 66%| 68%/| 73%| 70%| 77%| 78% | 36%

M6 / / 52% / / / | |46% | 42%
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Annexe 9 : tableau de la croissance de Candida albicans bonne formatrice de biofilm
envers les six miels
ilution
Miels 5% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 75%| 100%
M, 4,78x10°| 3,75x10%|1,41x10%| 1,7x10® |1,35x10%| 7,2x10"| 2,3x10"| 6,1x10" |7,75x10®
M, 3,55x10% | 2.23x10%|3,52x10% | 1,40x10% | 1,71x10% | 1,42x10%| 8,8x107| 1, 5x10"|1,35x10°
M3 6,13x10% | 3,71x10%|1,89x10% | 1,43x10%|1,34x10%| 2,6x107|1,78x10%| 7,9x10"| 2,5x10°
M, 5,28x108| 4,28x10%|5,17x10% | 6,63x108|7,33x10% | 6,73x10%|6,56x108 | 6,23x108| 1,13x10°
Ms 4,74x10%| 3,81x10%|3,52x108|3,27x10° | 3,37x10% | 2,76x10%| 2,79x108| 2,37x10% | 9,8x10’
Mg 9,2x108| 1,25x108 / / / / / 3,2x108| 4,3x10®
Témoin de S;= 6,6* 10°
Annexe 10 : tableau de la croissance de Candida albicans non formatrice de biofilm
envers les six miels
ilution
Miels 5% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 75% | 100%
M 9,75x10" | 2,59x10%|3,20x107 [2,13x108| 5,6x10"| 5,6x107|1,22x10%|2,26x10%|2,15x10°
M, 1,29x10°% | 1,31x107| 1,1x10%| 8x107|1,16x10%| 7,7x107| 1,2x10"| 3,5x10"| 3,1x10’
M 2,7x10"| 1,1x10%|7,15x107[1,12x107| 5,5x10°|1,15x107| 8,5x10°| 2,3x107| 1,2x10’
M. 2,11x10%| 2,73x10%|4,26x10% |5,58x108 | 6,66x10° | 5,47x10%|6,17x108 | 5,25x10% | 1,19x10°
Ms 3,1x107| 1,94x10%|2,19x10%(2,61x10%|1,72x10%|1,94x10%|1,46x10° [ 1,46x10%| 4,1x10°
Me 9,6x10° / 3x108 / / / / 35x10%| 3x108

Témoin de S,=6,4*10
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Annexe 11 : Composition des milieux de culture et solution utilisées :

(M.H) Muller Hinton

. Extrait de viande 2g

. Caséine 17,5g ou 38g de poudre déshydratée
° Amidon 1,5¢ de Muller Hinton

° Agar 15g

° Glucose 20g

o E.D 1000ml pH7,4 £0,2

(G.N) gélose nutritif

° Extrait de viande 10g

° Extrait de levure 2g

° Peptone 10g

° Na Cl 5g

° Agar 15g

. E.D 1000ml Ph+0,2

(B .M.H) bouillon Muller Hinton

° Extrait de viande 2g

. Caséine 17,5g

° Amidon 1,5¢

. Glucose 20g

o E.D 1000ml
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(T.S.B) bouillon Tryptone Soja

Peptone (origine non —animale

Glucose
Na CL

K2HPO4

(E.D) Eau physiologique

Na Cl

E.D

9

1000ml
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20g/L
2,5g/L
5g/L

2,5g/L
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Résumé

Le présent travail est une contribution a I’évaluation de 1’effet antimicrobien de six échantillons de miel monofloral récoltés du
territoire Algérien.

les échantillons des miels sont de différentes sources florale et géographiques il s ‘agit de Tlemcen : Globularia alypum, Euruca
Sativa, Ziziphus lotus et Ajuga reptans ; de Tiziouzou : Lavandula officuralis, Onobrychis sativa.

Les six échantillons sont testés sur deux levures cliniques de Candida albicans a caractéere pathogene. Ces souches sont; 1’une bonne
formatrice de biofilm et résistante et 1’autre non formatrice de biofilm et moyennement sensible aux antifongiques.

Notre travail est basé sur 1’évaluation de 1’effet antifongique des miels purs et dilués (75%, 60%, 50%, 40%, 30%, 20%, 10%, 5% )par
la technique de puits de diffusion, technique de contacte directe et par la méthode de spectrophotométrie.

Le résultat obtenu montre clairement 1’impact du miel naturel sur la croissance fongique. Cet effet inhibiteur a été constaté est
variable selon la souche et le type de miel testé. Les miels : Globularia alypum, Ajuga reptans et Eruca Sativa sont les plus efficaces
contre nos souches levuriennes avec des zones d’inhibition allant de 11 & 20mm pour la méthode de puits. Ces trois échantillons
révelent ainsi une activité antifongique intéressante sur nos deux souches a des concentrations variables allant de 5% a 75% avec des
pourcentages d’inhibition variant de 50% & 90% avec la deuxiéme méthode de spectrophotométrie.

L’effet antifongique est soit fongicide ou fongistatique avec des CMI trés variables , les miels Ajuga reptans, Eruca sativa et Ziziphus
lotus exercent un effet fongicide contre Candida albicans non formatrice de biofilm et effet fongistatique contre Candida albicans
bonne formatrice de biofilm.

Cette étude dévoile des variétés de miels monofloraux antifongiques qui peuvent étre exploité en application clinique.

Les mots clés: Miel, antifongique, Candida albicans, Ajuga reptans, Eruca sativa, Globularia alypum, Lavandula Officinalis,
Onobrychis sativa, Ziziphus lotus.

Abstract

The present work is a contribution to the evaluation of the antimicrobial effect of six samples of monofloral honey
harvested from the Algerian territory.
Our samples of honeys come from different sources of floral and geographical origin: Tlemcen: Globularia alypum, Euruca Sativa,
Ziziphus lotus and Ajuga reptans, and Tiziouzou: Lavandula officuralis, Onobrychis sativa.
The six samples were tested on two clinical yeasts of pathogenic Candida albicans. These strains are; One good form of biofilm and
resistant and the other non-formative of biofilm and moderately sensitive to antifungal agents.
Our work is based on the evaluation of the antifungal effect of pure and diluted honeys (75%, 60%, 50%, 40%, 30%, 20%, 10%, 5%)
using the diffusion well technique , Direct contact technique and spectrophotometric method.
The result clearly shows the impact of natural honey on fungal growth. This inhibitory effect was found to be variable depending on
the strain and type of honey tested. Honeys: Globularia alypum, Ajuga reptans and Eruca Sativa are the most effective against our
yeast strains with zones of inhibition ranging from 11 to 20mm for the well method. These three samples thus reveal an interesting
antifungal activity on our two strains at variable concentrations ranging from 5% to 75% with inhibition percentages ranging from
50% to 90% with the second spectrophotometric method.
The antifungal effect is either fungicidal or fungistatic with very variable MICs, Ajuga reptans, Eruca sativa and Ziziphus lotus exert a
fungicidal effect against Candida albicans that do not form biofilm and fungistatic effect against Candida albicans, which is a good
formoter of biofilm.
This study reveals varieties of antifungal monofloral honeys that can be exploited in clinical applications.
Key words: Honey, antifongic, Candida albicans, Ajuga reptans, Eruca sativa, Globularia alypum, Lavandula Officinalis,
Onobrychis sativa, Ziziphus lotus.
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