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Introduction

Les mammites, soit l’inflammation d’un ou de plusieurs quartiers de la mamelle, constituent la première maladie en termes de fréquence dans les élevages bovins laitiers (Gedilaghine, 2005 et Angoujard, 2015). Par les pertes économiques qu’elles entrainent, leur impact sur la rentabilité de l’exploitation est très important (Seegers et al., 2007).

Les infections mammaires se traduisent par des mammites cliniques qui ont des répercussions sur l'organisme (symptômes locaux et généraux) et des mammites dites sub-cliniques où on observe simplement une augmentation, parfois très forte, du taux cellulaire du lait (Sedrati, 2014).

Les mammites sont le premier poste et la principale cause d’utilisation et de consommation d'antibiotiques. C'est aussi la première source de pollution du lait par des antibactériens (Debreil, 2008). Par ailleurs, les antibiotiques destinés au traitement des mammites représentent, également, le facteur de risque principal de la présence d’inhibiteurs et des résidus de médicaments dans le lait (Gedilaghine, 2005).

De même, il faut signaler que dans notre pays, le traitement des mammites cliniques se fait sans recherche de l’agent étiologique et on remarque l’utilisation à l’aveuglette des antibiotiques à spectre large. Toutefois, malgré l’emploi abusif de ces antibiotiques, on constate, dans certains cas, une inefficacité du traitement et ceci soulève naturellement des craintes quant à la survenue des antibiorésistances (Sedrati, 2014).

En termes de sécurité alimentaire, les hautes résistances observées montrent que la transmission à l'homme de bactéries résistantes par la consommation de lait paraît fortement probable, d'autant que la consommation de lait cru est quantitativement marginale.

En fait, des études récentes s'intéressent aux vertus thérapeutiques de certains produits naturels qui  ne présentent pas généralement des effets secondaires. Le miel compte parmi ces produits les plus convoités, en raison de ses propriétés inhibitrices et thérapeutiques. Son mode d’action sur les bactéries met en jeu plusieurs mécanismes qui limitent les possibilités de développement de résistances par les bactéries (Couquet, 2013).
Avec le développement de la résistance bactérienne aux antibiotiques, la recherche de nouvelles molécules plus efficaces s’impose et on s’oriente vers de nouvelles sources comme les produits naturels (Nedji, 2015).

Par conséquent, afin de minimiser l’utilisation abusive et anarchique des ATB en pathologie mammaire, nous sommes intéressées à réaliser cette étude, tout en visant les objectifs suivants :

· déterminer la sensibilité aux antibiotiques des germes isolés à partir de lait de mammites clinques bovines ;
· évaluer l’effet antibactérien de quelques échantillons de miels récoltés en Algérie vis-à-vis de ces mêmes souches ;
· comparer entre l’effet antibactérien du miel et des antibiotiques testés ;

· déterminer la CMI des miels utilisés vis-à-vis de quelques isolats cliniques.


Enfin, ce travail est subdivisé en deux grandes parties :


La partie bibliographique qui englobe : des généralités sur les mammites et de l’étude de l’agent étiologique. Nous aborderons ensuite la pathogénie et  nous montrerons successivement le traitement envisagé  à ce propos et une synthèse des connaissances actuelles sur les propriétés générales et spécifiques du miel et notamment sur son pouvoir antibactérien.


La partie expérimentale comprendra : les matériels et méthodes mis en œuvre pour la réalisation de cette étude, ainsi que les résultats obtenus. Enfin, nous terminerons par une discussion générale qui permettra de faire une synthèse des résultats et de ressortir une conclusion avec quelques perspectives.
Synthèse
Bibliographique

Chapitre I

Les Mammites Clinique

I.1. Définition des mammites :


Par définition, une mammite bovine désigne une inflammation d’un ou de plusieurs quartiers de la mamelle de la vache (Annexe 01). Elle est généralement septique et provoquée la plupart du temps par une infection bactérienne (Debreil, 2008 et Rémy, 2010).


Par ailleurs, d'autres agents pathogènes peuvent occasionner des infections de la mamelle comme des levures ou des algues (Gedilaghine, 2005 et Angoujard, 2015).

I.2. Classification des mammites bovines :
I.2.1. Les mammites cliniques :

Les mammites cliniques sont caractérisées par la présence de symptômes fonctionnels. Elles entrainent systématiquement des modifications macroscopiquement visibles de la qualité du lait dans son aspect, sa texture (grumeaux, pus, caillots sanguins, etc.) et dans la quantité produite (Rémy, 2010 et Angoujard, 2015).


En plus de ces symptômes fonctionnels on peut observer les manifestations classiques de l'inflammation : chaleur, douleur, rougeur et tuméfaction de la glande. Les ganglions rétro mammaires peuvent être hypertrophiés, on parle alors de mammite aiguë. Si le quartier se sclérose et s'atrophie, on parle de mammite chronique. Dans certains cas, des symptômes généraux liés à la toxiinfection et une bactériémie précoce s'ajoutent aux précédents : on parle de mammite suraiguë (Hanzen, 2010).

I.2.2. Les mammites sub-cliniques :

Les mammites sub-cliniques sont asymptomatiques contrairement aux mammites cliniques (Gedilaghine, 2005).


L'état général n'est pas altéré, la mamelle paraît saine et la sécrétion apparaît normale. Cependant, l'examen cytologique du lait met en évidence une augmentation parfois considérable du nombre de polynucléaires. De même, son analyse biochimique révèle la présence de modifications parfois très importantes de la composition du lait. Ce type de mammite résulte de l'évolution de foyers infectieux au sein du parenchyme, crées par des germes dont l'organisme n'arrive pas à se débarrasser. Les germes responsables sont essentiellement Gram positifs, mais des mammites à Gram négatif (Entérobactéries) sont aussi décrites dans la littérature (Rinaldi et al., 2010).

I.3. Importance des mammites bovines :
I.3.1. Impact économique :


L’impact économique est formé par la somme des coûts des actions de maîtrise (traitements et préventions) et des pertes économiques pour des raisons sanitaires (réductions de production, lait non produit et non commercialisé, pénalités sur le prix de vente, mortalités et réformes anticipées des vaches non soignables, coûts des traitements et temps passé à les exécuter) (Guerin-faublee et al., 2003; Dumas et al., 2004; Gedilaghine, 2005 et Debreil, 2008).

I.3.2. Impact sanitaire :

Les mammites portent atteinte à l’hygiène animale et potentiellement à la santé publique. Le risque zoonotique lié à la contamination du lait par certains germes fait l’objet de préoccupations de santé publique (Bradley, 2002).

Le lait de mammite clinique n'est pas commercialisé mais celui des infections sub-cliniques peut entrer dans la production de fromage, lait et autres produits laitiers (Debreil, 2008).

En effet, le lait « mammiteux » peut être vecteur d’agents responsables de toxiinfections alimentaires (Salmonellose, Listériose, etc.) (Poutrel, 1985). De ce fait, en l’absence de pasteurisation, des germes pathogènes (Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes et Salmonella) pour l’homme provenant de quartiers infectés peuvent contaminer les produits laitiers (Gedilaghine, 2005).

I.4. Agents étiologiques des mammites cliniques :

On peut distinguer :

I.4.1. Bactéries : 


La majorité des mammites sont d'origine bactérienne. Il est décrit plus de 200 espèces bactériennes différentes provoquant des mammites chez les bovins (Blowey et Edmondson, 2010). 
Généralement une seule espèce bactérienne est responsable de l'infection, très rarement, l'association de deux espèces (Schmitt et al., 2005 et Van de leemput, 2007) (Annexe 02 et 03). On classe les espèces bactériennes responsables d'infections mammaires en deux groupes :
I.4.1.1. Bactéries majeures :

Les bactéries majeures sont les bactéries les plus souvent isolées lors d'examen bactériologique en cas de mammites cliniques et sub-cliniques. Ils regroupent les coques Gram positifs (Streptococcus uberis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus coagulase négatif (SCN)) (Ben hassen et al., 2003 et Bravard et al., 2006), les entérobactéries (Escherichia coli...) et les entérocoques plus rarement (Enterococcus faecalis...) (Debreil, 2008 et Angoujard, 2015).

a. Escherichia coli :

E. coli est un bacille Gram négatif de la famille des entérobactéries, une bactérie peu contagieuse. Les infections mammaires à entérobactéries (E. coli, Klebsiella spp, Enterobacter spp, Citrobacter spp, etc.) ont la même pathogénie. Il est impossible de les différencier cliniquement sans examens complémentaires, c'est pourquoi le terme de « mammite à entérobactéries » est souvent employé à côté du terme de « mammite colibacillaire ». E. coli est isolé plus fréquemment lors de mammite clinique que lors de mammite sub-clinique (Djabri et al., 2002 et Rémy, 2010).


E. coli et certaines entérobactéries peuvent cependant échapper à la réponse immunitaire grâce à leur capsule polyosidique située autour de la paroi bactérienne. Elles sont moins sensibles aux immunoglobulines, aux neutrophiles et au complément (Sérieys et al., 2002).


Le pouvoir pathogène des entérobactéries est en partie associé au lipopolysaccharide (LPS) qui induit la réaction inflammatoire. Le lipide A constituant du LPS et également appelé endotoxine, est à l'origine de l'endotoxémie et du choc correspondant. On parle ainsi également de

« mammite toxique » (Djabri et al., 2002 et Rémy, 2010).


E.coli est un des agents responsables des mammites dites « colibacillaires » où la bactériémie débouche sur une septicémie aboutissant à une forte dégradation de l'état général de l'animal et à une importante mortalité (Dogan et al., 2006 et Passey et al., 2008). Si certaines souches d'E. coli sont capables de persister dans la mamelle, la grande majorité suit le modèle environnemental et provoque des infections transitoires où l'expression clinique est fréquente (Döpfer et al., 1999 et Angoujard, 2015).

b. Staphylococcus aureus :


Staphylococcus aureus est une coque Gram +, hémolytique, présent naturellement sur l'ensemble de la peau, des trayons et des muqueuses des bovins et contagieuse entre ces derniers (Salat, 2008). Des lésions de la peau favorisent sa multiplication. La contamination se fait lors de la traite par la machine à traire, les mains du trayeur ou son matériel (Asperger et Zangerl, 2011).


Après pénétration dans le canal du trayon, Staphylococcus aureus envahit les canaux galactophores. Il colonise les cellules épithéliales dès 24 h après la pénétration dans le canal du trayon. Sa multiplication est plutôt lente dans l'épithélium, le pic étant atteint entre 2 et 11 jours

suivant l'animal (Durel et al., 2004), puis assez rapide dans le parenchyme mammaire. La détection dans le parenchyme mammaire peut se faire dès 4 jours post-inoculation (Salat et al., 2007).


Les infections intramammaires à S. aureus provoquent fréquemment la formation de ces micro-abcès. Elle peut également pénétrer dans les macrophages, les polynucléaires neutrophiles et les cellules épithéliales et s'y multiplier. Devenu intracellulaire, il n'est plus en contact avec les éventuels antibiotiques extracellulaires circulant dans le sang (Eicher et al., 2002 et Blowey et Edmondson, 2010).


Dans certaines circonstances, Staphylococcus aureus provoque des mammites aiguës gangreneuses. Cette forme très grave est provoquée par une baisse d'immunité sévère de la mamelle et ne dépend pas de la souche bactérienne (Angoujard, 2015).

c. Staphylocoques à coagulase négative :

Les SCN (Staphylococcus chromogènes, S. warneri, S. haemolyticus, S. intermedius, S. epidermidis, S. hyicus, S. xylosus…) sont des coques Gram + hémolytiques ou non. Les SCN génèrent majoritairement des mammites sub-cliniques, le plus souvent chroniques (Angoujard, 2015).

Les staphylocoques à coagulase négative ont longtemps été considérés comme des pathogènes mineurs. Suite à la découverte de leur importance sanitaire et économique, ils sont devenus des pathogènes majeurs (Bidaud et al., 2007 et Bidaud et al., 2010).

d. Streptococcus uberis :

Streptococcus uberis est une coque Gram + non hémolytique. C'est une bactérie ubiquitaire. A partir d'un petit inoculum, S. uberis se multiplie intensément dans les litières et les prairies exploitées intensivement qui deviennent des réservoirs (Sérieys, 2003).


Après pénétration dans le canal du trayon, Streptococcus uberis colonise les voies galactophores puis se fixe sur les cellules épithéliales par l'intermédiaire des adhésines. Les bactéries ne peuvent pas être évacuées alors par l'éjection du lait lors de la traite. Puis, elles traversent l'épithélium et se développent dans le parenchyme mammaire où elles sont détectables dès 6 jours post-inoculation (Bosquet et al., 2005). Le quartier infecté peut devenir un réservoir de bactéries et l'infection évolue vers la chronicité.


Streptococcus uberis est responsable en général de mammite clinique plutôt en début de lactation et au moment du tarissement. Les mammites à S. uberis sont en général aiguës provoquant une inflammation du quartier, une hyperthermie et des modifications du lait (Angoujard, 2015).

I.4.1.2. Bactéries mineures :

Les bactéries mineures responsables de mammites sont moins fréquemment rencontrées lors de mammites cliniques et sont plutôt retrouvées lors de mammites sub-cliniques. Parmi ces nombreuses bactéries, les plus fréquentes sont les streptocoques autres que S. uberis (S. dysgalactiae, etc.), les entérobactéries autres qu'E. coli (Klebsiella spp, etc.), Corynebacterium bovis et d'autres bactéries (Bidaud et al., 2007; Debreil, 2008 et Bidaud et al., 2010).

a. Streptocoques autres que S. uberis :

Streptococcus dysgalactiae est une coque Gram positif responsable de mammites sub-cliniques ou cliniques souvent plus sévère que S. uberis. Les réservoirs de cette bactérie sont l'environnement et la peau des trayons crevassés. La transmission peut se faire lors de la traite ou par l'environnement (Blowey et Edmondson, 2010 et Rémy, 2010).

b. Klebsiella spp :

Klebsiella spp est un bacille Gram négatif de la famille des Entérobactéries. Elles représentent 4,7 % des isolats bactériens sur lait de mammite (Zadocks et al., 2001; Bidaud et al., 2007 et Bidaud et al., 2010). La source principale de contamination est la litière des animaux.


Les différences majeures entre les mammites à E. coli et celles à Klebsiella spp sont que ces dernières sont caractérisées par des signes cliniques plus marqués et un pronostic plus réservé, le parenchyme mammaire étant plus enflammé (Zadocks et al., 2001 et Angoujard, 2015).

c. Mycoplasma bovis :

Les mycoplasmes sont des Mollicutes et souvent qualifiés de « bactéries sans paroi ». Mycoplasma bovis est introduite dans les élevages indemnes à la faveur de l’introduction d’un bovin porteur sain asymptomatique. Les principales sources de contamination sont les sécrétions des animaux porteurs (nasales, vaginales, lait, etc.) car les mycoplasmes sont responsables également de pneumonies, d’arthrites, d’otites et de kérato-conjonctivites. La transmission se fait pendant la traite (Rémy, 2010 et Théron et al., 2010).

d. Corynebacterium bovis :

Corynebacterium bovis est un bacille Gram positif commensal de l'extrémité du trayon, il est souvent considéré comme un contaminant à l'occasion d'examens bactériologiques du lait. Il serait toutefois responsable de mammites sub-cliniques avec une forte augmentation des taux cellulaires en association avec d'autres agents pathogènes surtout lors d'une faible ou absence de désinfection du trayon après la traite (Scott et al., 2011).

I.4.1.3. Autres bactéries responsable de mammites (Rarement) :
a. Trueperella pyogenes :


Trueperella pyogenes est une bactérie Gram positif anciennement nommée Arcanobacterium pyogenes responsable de la mammite d'été. Cette mammite est sévère avec une létalité pouvant atteindre 50 %. Elle est caractérisée par du pus crémeux et très nauséabonde s'écoulant du trayon (Rémy, 2010 et Théron et al., 2010).

Les réservoirs de Trueperella pyogenes sont les lésions des trayons, les abcès, les infections génitales et les quartiers déjà infectés. La contamination des trayons se fait par contact avec de la litière ou par un vecteur : une mouche piqueuse comme Hydrotea irritans. Ces mammites entraînant une lyse pyogène du quartier, il est conseillé de le « désinfecter » (Angoujard, 2015).

b. Pseudomonas spp :


Pseudomonas spp sont des bacilles Gram négatif à l'origine de mammites cliniques allant de la mammite endotoxinique suraiguë à des mammites chroniques et récurrentes. Le plus souvent, Pseudomas aeruginosa provoque des mammites cliniques aiguës. La contamination est rare, mais elle peut concerner plus du tiers du troupeau car l’origine de l'infection est l'eau contaminée utilisée pour nettoyer le matériel de traite ou laver les trayons (Blowey et Edmondson, 2010 et Rémy, 2010).

c. Listeria monocytogenes et Salmonella spp :

Listeria monocytogenes est un bacille Gram positif de la famille des Listeriaceae et Salmonella spp est un bacille Gram négatif de la famille des entérobactéries. Ces deux bactéries, importantes en termes de santé publique et en particulier de sécurité sanitaire des aliments, provoquent rarement des mammites, celles-ci sont le plus souvent sub-cliniques (Rémy, 2010).

I.4.3. Autres agents responsables de mammites :
I.4.3.1. Levures, champignons et algues :

Les levures (Candida albicans, Cryptococcus neoformans), les champignons (Aspergillus

fumigatus) et les algues (Prototheca zopfii) responsables de mammites sont des agents pathogènes mineurs (Bidaud et al., 2007 et Bidaud et al., 2010). Les sources de contamination sont souvent des litières humides et/ou moisies, ce qui peut arriver lorsque la paille est stockée à l'extérieur des bâtiments (Blowey et Edmondson, 2010; Rémy, 2010 et Angoujard, 2015).

I.4.3.2. Virus de la leucose et de la fièvre aphteuse :

· La leucose : il n’existe à priori pas de mammite directement imputable au virus de la leucose bovine. Cependant l’élimination du virus par le lait est possible.
· La fièvre aphteuse : cliniquement, on observe l’apparition de taches rouges au niveau desquelles des aphtes apparaissent. Ils se rompent au bout d’une semaine et laissent des érosions plates se réparant après formation de croûtes. La mulsion devient difficile (Hanzen, 2016).
Par ailleurs, en fonction du microbe qui cause l’infection (Annexe 04), on peut classifier les mammites en:

· Les mammites contagieuses : sont surtout causées par Staphylococcus aureus, elle vit dans la mamelle infectée des vaches laitières en production (Angoujard, 2015) et qui se transmet assez facilement d'une vache à l'autre, surtout au moment de la traite. Ce microbe cause souvent des mammites chroniques (Lévesque, 2006).

· Les mammites de l'environnement : sont souvent causées par des coliformes (E. coli) ou par Streptococcus uberis. Ces microbes vivent dans le fumier et dans la litière souillée par des animaux et contaminée par les bouses (Angoujard, 2015). Ils atteignent donc le trayon entre les traites. Ils se développent souvent plus rapidement que les microbes contagieux. Ce type de mammite dure souvent moins longtemps, mais elle est souvent plus sévère (Lévesque, 2006).

I.5. Pathogénie des infections mammaires :


Dans le cadre des mammites, il faut envisager la présence d'un réservoir d'agents pathogènes, le transfert de ce réservoir à la peau du trayon, suivi de la pénétration de ces agents dans le trayon et de la réponse de l'organisme hôte (Figure 01) (Angoujard, 2015).

1. Pénétration d'agents pathogènes dans la mamelle : la contamination se fait principalement par :

· voie galactogène par le canal du trayon ;

· voie hématogène (quelques bactéries pouvant pénétrer à l'exception : les mycoplasmes, les salmonelles, Listeria monocytogenes et Mycobacterium paratuberculosis) (Rémy, 2010) et de se multiplier dans la mamelle  (Le grand et al., 2004; Gedilaghine, 2005 et Taponen et al., 2006).
2. Installation d'une infection : infection du quartier mammaire ;
3. Devenir de l'infection : la guérison, l'extension ou persistance de l'infection (Lafont, 2002 et Bosquet et al., 2005), la fluctuation, l'élimination incomplète des agents pathogènes (Debreil, 2008; Blowey et Edmondson, 2010; Rémy, 2010 et Angoujard, 2015).
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I.6. Traitement des mammites cliniques bovines :

I.6.1. Fluidothérapie :


Lors de déshydratation et surtout de choc, la fluidothérapie est la base du traitement de réanimation. L'état de choc est provoqué lors de mammites par la libération d'endotoxines par les agents pathogènes comme les entérobactéries ou par des exotoxines produites par les staphylocoques, les streptocoques, les clostridies et Trueperella pyogenes.

Les mammites dues à des entérobactéries comme E. coli induisent une hypocalcémie. Une complémentation calcique est à réaliser par voie orale. En effet, le calcium peut se révéler toxique pour le fonctionnement du cœur lorsqu'il est injecté par voie parentérale (Le Page et al., 2014 et Angoujard, 2015).

I.6.2. Anti-inflammatoire (AI) :


Les agents anti-inflammatoires sont fréquemment utilisés chez les vaches atteintes de mammites cliniques aiguës sévères. Ils permettent de contrôler l’enflure, la douleur et la souffrance de la vache infectée. Ils sont souvent utilisés en complément d’une antibiothérapie et pour des raisons d’éthique. Il existe deux classes d’anti-inflammatoires soit les glucocorticoïdes (GC) (anti-inflammatoire stéroïdien) et les anti-inflammatoires non-stéroïdiens (AINS) (Descôteaux, 2004 et Angoujard, 2015).

I.6.2.1. Anti-inflammatoires Stéroïdiens (ou corticoïdes) (AIS) :
· Glucocorticoides (GC) :


Les GC utilisés dans le traitement de la mammite sont la dexaméthasone et l’isoflupredone. Ces deux GC homologués sont peu dispendieux. Malgré les effets bénéfiques potentiels des GC, il existe des effets secondaires. La dexaméthasone amène une diminution d’efficacité du système immunitaire et peut faire avorter les vaches gestantes. L’isoflupredone peut prédisposer à une hypokaliémie (chute du potassium) et causer des paralysies (vache à terre) si l’on répète son administration chez les vaches malades.


En résumé, les études publiées ne supportent pas l’évidence qu’on devrait utiliser les GC chez les vaches atteintes de mammites cliniques aiguës sévères (Descôteaux, 2004 et Angoujard, 2015).

I.6.2.2. Anti-inflammatoires Non Stéroïdiens (AINS) :
· L’aspirine : malgré le fait qu’on puisse l’utiliser chez les bovins, n’est pas approuvée par la direction des médicaments vétérinaires (DMV) pour l’usage dans les cas de mammites cliniques. De plus, à notre connaissance, aucune étude clinique d’efficacité n’a été réalisée pour le traitement de la mammite clinique (Shpigel et al., 1994 et Descôteaux, 2004).

· Le kétoprofen : est la seule molécule AINS approuvée par la DMV lors de mammite clinique aiguë. Dans une étude clinique contrôlée, 228 vaches atteintes de mammites cliniques à coliformes ont été traitées avec des antibiotiques (trimétoprime-sulfa) avec ou sans kétoprofen. Les vaches traitées avec le kétoprofen ont eu 2,6 et 6,0 fois plus de chance de recouvrir une production supérieure ou égale à 75 % par rapport aux vaches traitées respectivement aux antibiotiques seulement ou aux antibiotiques plus placebo (Shpigel et al., 1994 et Descôteaux, 2004).

I.6.3. Traitement à base d'Antibiotiques :


Le plan de traitement proposé par le vétérinaire praticien se base sur le modèle épidémiologique du troupeau établi à partir des documents de l'élevage et d'un sondage bactériologique. Il permet de choisir l'antibiotique à privilégier en première intention, excepté pour les mammites cliniques accompagnées de signes généraux où la gravité de la situation autorise l'utilisation d'antibiothérapie large spectre en première intention quelque soit le modèle épidémiologique du troupeau (Angoujard, 2015).

I.6.3.1. Antibiothérapie des mammites cliniques :

Dans le cas des mammites cliniques accompagnées de signes généraux, le traitement antibiotique se fait par voie diathélique (intramammaire) avec un spectre large Gram – et Gram + et générale pour lutter contre les infections secondaires à la bactériémie (Annexe 05). Les mammites cliniques avec signes généraux nécessitent un traitement de première intention le plus efficace possible afin d'éviter l'évolution vers la septicémie et la mort de l'animal.


Alors que, les mammites cliniques non accompagnées de signes généraux sont souvent des infections récentes et de localisation parenchymateuse superficielle (Bosquet et al., 2013) recommandent l'utilisation de la voie diathélique en première intention. La voie générale est justifiée seulement lors de congestion importante du quartier, qui restreint la bonne diffusion de l'antibiotique intramammaire ou lors de mammite sub-clinique précédemment détectée qui devient clinique (Angoujard, 2015).

· Traitement des mammites colibacillaires :

Lors de mammites colibacillaires, la thérapeutique visera d'avantage à traiter l'inflammation que l'infection. Le choix d'un antibiotique approprié supposera bien souvent la réalisation d'un antibiogramme. Un antibiotique bactéricide est souhaitable compte tenu que les vaches sont souvent immunodéprimées. Néanmoins, l'administration d'antibiotique peut aggraver la situation clinique par la libération d'endotoxines lors de la lyse des bactéries. L'utilisation d'anti-inflammatoires devrait minimiser cette conséquence néfaste.


Les Fluoroquinolones, Céphalosporines et Gentamycine sont les molécules de choix contre les infections aux coliformes. Cependant, ces derniers présentent une résistance aux Tétracyclines (15 à 35 % des souches), à l'Ampicilline (10 à 40 % des souches) et à la Dihydrostreptomycine (10 à 15 % des souches) et ce sont les principales résistances rencontrées en pathologie mammaire (Poutrel, 2010).

· Traitement des mammites cliniques à Staphylococcus Coagulase Negative (SCN) novobiocine sensible : Pénicillines, Pénéthamate, voire les deux, ou Céphalosporines (voie intramammaire ou parentérale) (Levesque, 2006).

· Traitement de mammites à SCN novobiocine résistant : Le traitement n’est pas nécessaire, car on observe des guérisons spontanées (Levesque, 2006).

I.6.4. La résistance aux antibiotiques utilisés dans le traitement des mammites :

I.6.4.1. Résistance d'E. coli :


Pour les souches d’E. coli causant des mammites bovines, une étude en Finlande montre que tous les gènes de virulences évalués, ils ont pu mettre en évidence que seulement iucD (gène code pour l’aérobactine qui est impliqué dans l’acquisition du fer) présentait une corrélation avec la résistance envers la Streptomycine, l’Ampicilline, le Sulfaméthoxazole et le Trimethoprime. (Fairbrother, 2014).


La plupart des E. coli (98,4 %) étaient résistants à l’Ampicilline et plusieurs étaient résistants à la Streptomycine (40,3 %), au Sulfisoxazole (34,1 %) et à la Tétracycline (24,8 %) (Srinivasan et al., 2007).

I.6.4.2. Résistances des streptocoques aux macrolides :

Environ 35 % des souches de Streptococcus uberis sont résistants aux macrolides et 12 % aux lincosamides (Sérieys, 2006). Le plus souvent il s'agit de résistances croisées aux deux familles qui sont apparentées (Van de leemput, 2007). Les résistances aux macrolides et lincosamides des streptocoques sont liées à deux mécanismes principaux (Schmitt et Zadocks, 2005) :

· les streptocoques peuvent modifier la cible de l'antibiotique par une méthylase d'origine ribosomale codée par les gènes erm ;
· l'antibiotique peut être évacue du cytoplasme par des pompes spécifiques membranaires codées par les gènes mef (Debreil, 2008).
I.6.4.3. Résistance des staphylocoques aux pénicillines :

C'est la résistance bactérienne la plus couramment mise en évidence lors de pathologie mammaire. Une souche sur deux est productrice de β-lactamase. Cette enzyme hydrolyse spécifiquement les Pénicillines A et G, et est sans effet sur les Pénicillines M et les Céphalosporines (Debreil, 2008).

I.6.5. Autres traitements :

Beaucoup d’autres traitements sont utilisés lors de mammites cliniques. Le massage du quartier avec ou sans onguent, l’hydrothérapie, les injections de vitamines et les traitements homéopathiques font partie de cette catégorie. Dans la plupart des cas, leur efficacité n’a pas été démontrée par des études cliniques contrôlées et aléatoires. Les traitements homéopathiques sont souvent utilisés sur les fermes biologiques malgré l’absence de données sur l’efficacité de cette pratique. Dernièrement, des études allemandes et irlandaises ont échoué à démontrer l’amélioration de la guérison des vaches atteintes de mammites cliniques en utilisant des traitements homéopathiques (Hillerton et Berry, 2003 et Descôteaux, 2004).

Chapitre II

Le Miel

II.1. Définition de miel :

Le miel est la substance sucrée naturelle produite par les abeilles de l’espèce Apis mellifera à partir du nectar de plantes ou des sécrétions provenant de parties vivantes des plantes ou des excrétions laissées sur celles-ci par des insectes suceurs, qu’elles butinent, transforment en les combinant avec des matières spécifiques propres, déposent, déshydratent, entreposent et laissent mûrir dans les rayons de la ruche (Makhloufi, 2011; Rigal, 2012 et Chouia, 2014).

II.2. Les différents types de miels :

Il existe une innombrable variété de miels, correspondant aux fleurs et aux plantes visitées par les abeilles, ainsi qu’à la source récoltée (nectar ou miellat) (Rigal, 2012).

II.2.1. Selon l'origine florale :

On peut citer :

II.2.1.1. Les miels monofloraux :

Aussi appelés unifloraux « miels de cru » qui proviennent de façon prédominante d’une seule espèce florale. Ils sont élaborés à partir du nectar et/ou du miellat et cela nécessite d’installer les ruches à proximité de la plante recherchée (Rigal, 2012 et Chouia, 2014).

Cette variété de miel se réfère au site principal de butinage des abeilles et prend le nom de la plante sur laquelle elles se sont concentrées. Les types de miels monofloraux courants proviennent du trèfle, de l’acacia, du tilleul et du tournesol (Djaafri et al., 2014).

II.2.1.2. Les miels polyfloraux :

« Miels toutes fleurs » ou « miels mille fleurs » qui résultent de la récolte des abeilles sur plusieurs espèces florales (Rigal, 2012 et Koechler, 2015). 

Certains miels polyfloraux ont acquis une réputation particulière qui est liée à leur origine géographique (Chouia, 2014).

II.2.2. Selon l’origine sécrétoire : 

On peut citer :

II.2.2.1. Le miel de nectar :
C'est le miel qui provient des nectars de plantes (Makhloufi, 2011 et Chouia, 2014). Par ailleurs, le nectar est une solution acide et sucrée, formée à partir de la sève de la plante destinée à attirer les insectes pollinisateurs tels que les abeilles.

Il est Composé essentiellement d’eau (80 %) et de sucres (20 %) à des concentrations pouvant être variables, il peut de ce fait être plus ou moins visqueux. Le type de sucre, dont on retrouve principalement le saccharose (miel de rhododendron), le glucose (miel de lierre) ou le fructose (miel d’acacia), va dépendre de l’origine florale.


En outre, le nectar contient en quantité infime des acides organiques, des protéines, des composés inorganiques, des vitamines et des pigments phénoliques issus des pollens et exprimant un arôme et une couleur propre à chaque espèce végétale. Toutes ces substances attribueront au miel une véritable « carte d’identité » phytosociologique (Koechler, 2015).

II.2.2.2. Le miel de miellat :
C'est le miel qui provient principalement d'excrétions d'insectes butineurs (Hemiptera) laissées sur les parties vivantes des plantes (Makhloufi, 2011et Chouia, 2014). 

Le miellat est un liquide épais, sombre et visqueux composé de sucres plus complexes que le nectar, comme le mélézitose ou l’erlose formés directement dans le tube digestif des insectes. On y retrouve également plus d’acides organiques, de minéraux et d’azote (Koechler, 2015).

II.2.3. Les différents types de miels connus en Algérie :
L’Algérie de part sa superficie, ses différents climats se voit pourvue d’une grande richesse en plante mellifères (nectarifère et pollinifère) et d’une floraison qui peut s’étendre pratiquement tout au long de l’année, qui se traduit par une richesse de variété très estimable et une quantité de miel produite pouvant couvrir les besoins du marché algérien.

Selon ces critères on peut citer :

• Miel d’eucalyptus.               • Miel de carotte sauvage.

• Miel de jujubier.                   • Miel de moutarde sauvage. 

• Miel d’agrume.                     • Miel de carvi. 

• Miel de romarin.                   • Miel de ferule. 

• Miel d’euphorbe.                 •  Miel d’acacia.

• Miel de thym.                      •  Miel de Harmel. 

• Miel de foret.                      • Miel de toutes fleurs. 

• Miel de sain foin.                • Miel de thapsia (Aribi, 2015).

II.3. Processus d’élaboration du miel :

Le miel est une substance naturelle sucrée dont l’élaboration résulte d’un procédé complexe qui comporte les étapes suivantes (Figure 02) :
II.3.1. Le butinage :

L’abeille butineuse plonge dans la fleur afin de puiser son nectar et le conserve dans son jabot, où commence alors la transformation du nectar en miel (Yue Yew, 2015). Le butinage est le travail le plus épuisant d’une colonie. Il permet aux abeilles de récolter les éléments nécessaires à leur survie comme le nectar, le pollen, l’eau ou la propolis  (Koechler, 2015).

II.3.2. Du nectar au miel :
Cette lente conversion va commencer directement dans le jabot de la butineuse lors de son voyage de retour à la ruche (Desmouliere et al., 2013). 

En effet, dès son passage dans le tube digestif, le nectar subit des modifications sous l’action d’enzymes, dont l’invertase qui clive les molécules de saccharose en sucres simples (glucose, fructose et maltose) (Koechler, 2015 et Yue Yew, 2015).

II.3.2.1. Trophallaxie et enrichissement :
Correspond au transfert du nectar « prédigéré » d’une abeille à une autre, de bouche en bouche ou par régurgitations successive (Koechler, 2015 et Yue Yew, 2015). 

Au fil des échanges entre les abeilles, la composition de la miellée évolue: sa teneur en eau s’abaisse tandis que sa concentration en sucres augmente. Elle s’enrichit en substances salivaires, notamment des enzymes (invertase, diastase, glucose-oxydase) (Yue Yew, 2015).

II.3.2.2. Evaporation :
Les abeilles ventileuses vont créer un flux d’air afin de déshumidifier progressivement le futur miel. Lorsqu’il atteint la teneur en eau souhaitée (17 % en moyenne, pour environ 83 % de sucre), les abeilles bouchent les alvéoles par un opercule de cire, afin qu’il soit protégé de l’humidité (Yue Yew, 2015). 
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II.4. Composition chimique du miel :

La composition chimique du miel est très complexe. En effet, elle est influencée par de nombreuses étapes de transformation de celui-ci et par des facteurs très variables, comme la température et la ventilation de la ruche, la nature de la flore visitée et celle du sol sur lequel poussent ces plantes, les conditions météorologiques lors de la miellée, la race des abeilles ou encore l’état physiologique de la colonie (Olaitan et al., 2007; Makhloufi, 2011; Rigal, 2012 et Koechler, 2015).

En extrapolant, on arrive néanmoins à une composition moyenne : eau (17 %), hydrates de carbone (79,5 %) et éléments divers (3,5 %). Mais en réalité, elle se révèle bien plus compliquée (Koechler, 2015). La composition moyenne d’un miel est décrite dans l'Annexe 06.

II.5. Propriétés thérapeutiques du miel :

Outre les vertus nutritionnelles qu’il possède, le miel présente des propriétés antibactériennes et cicatrisantes connues depuis l’Antiquité.

Cette pratique traditionnelle a récemment été « redécouverte » par la profession médicale, en particulier lorsque les agents thérapeutiques modernes conventionnels actuels (antibiotiques et antiseptiques) échouent.

 L’utilisation de traitement à base de miel constitue ainsi actuellement une branche de la médecine alternative, appelée apithérapie (Yue Yew, 2015).

II.5.1. Propriétés antibactériennes :
L’activité antibactérienne du miel a été signalée pour la première fois en 1892 par Van Ketel. Depuis, plusieurs études ont été menées afin d’expliquer les facteurs impliqués dans cette activité (Yue Yew, 2015).

Dans un contexte où un nombre croissant de souches bactériennes sont résistantes aux antibiotiques, le miel est de plus en plus apprécié pour son activité antibactérienne.



Tous les miels n’ont pas la même activité antibactérienne. Cette dernière dépend de la présence combinée de plusieurs facteurs (Rigal, 2012).

II.5.1.1. Les facteurs physiques :
a. L’effet osmotique :
L’effet osmotique du miel est lié à sa forte concentration en sucres. En effet, ces derniers ont une activité antibactérienne par leur pouvoir d’abaissement de l’activité de l’eau. La quantité d’eau libre ou activité de l’eau exprime le degré de disponibilité de l’eau dans un milieu ou un produit donné. On a donc défini un coefficient hydrique « AW » (Water Activity) pour mesurer l’eau libre. Dans le miel, elle est comprise entre 0,562 et 0,62. Entre les sucres du miel et les molécules d'eau, il se produit une forte interaction et par conséquent, il y a très peu d'eau libre disponible pour le développement des microorganismes (Figure 03).
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Le miel agit donc de manière osmotique, en provoquant une forte déshydratation des germes qui n’ont plus alors suffisamment d’eau pour survivre (Olaitan et al., 2007; Rossant, 2011; Rigal, 2012 et Yue Yew, 2015).
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b.  Le pH acide :



Le pH du miel est compris entre 3 et 6, il est donc suffisamment acide pour ralentir ou inhiber le développement de nombreux microorganismes pathogènes (Escherichia coli, Salmonella spp, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus pyogenes, Corynebacterium diphteriae et Bacillus cereus). De ce fait, il renforce les propriétés antibactériennes du miel (Olaitan et al., 2007; Rigal, 2012; Koechler, 2015 et Yue Yew, 2015).
Cette acidité est due principalement à la présence d'acide gluconique, des acides organiques libres ou combinés, des acides fixes tels que les acides citriques, maliques, maléiques, succiniques, oxaliques et en très faible quantité, quelques acides volatiles dont l'acide formiques (Makhloufi, 2011).

c. La viscosité :
La viscosité du miel est conditionnée essentiellement par sa teneur en eau, sa composition chimique et la température à laquelle il est conservé (Chouia, 2014). 

Elle permet de créer une barrière protectrice autour de la zone à traiter (plaie), empêchant ainsi toute surinfection (Rigal, 2012 et Koechler, 2015).

II.5.1.2. les facteurs chimiques :
a. Peroxyde d’hydrogène :
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Le peroxyde d’hydrogène (H202) ou eau oxygénée constitue le principal agent antibactérien retrouvé dans la plupart des miels, formé au cours de la réaction enzymatique entre le glucose (provenant de nectar des plantes) et la gluco-oxydase (secrété par l'abeilles), en présence  d’eau et d’oxygène (Olaitan et al., 2007; Kwakman, 2012; Rigal, 2012  et Yue Yew, 2015).

Avant son identification en 1962 par White, le peroxyde d’hydrogène était appelé inhibine. Il s’agit d’un très bon antiseptique (Rigal, 2012 et Koechler, 2015).

Une étude a prouvé que les propriétés antibactériennes, vis-à-vis des souches de Staphylococcus aureus résistants à la méthicilline et d’Enterococcus faecium résistants à la vancomycine, résultent en fait de la génération de radicaux hydroxyles grâce aux ions ferreux qui réagissent avec l’eau oxygénée lors de la réaction de Fenton. Les radicaux ainsi formés sont de très puissants oxydants cytotoxiques capables de dégrader les brins d’ADN bactériens (Koechler, 2015).

Lors de l’application du miel, la libération d’eau oxygénée se fait de façon lente et prolongée. De ce fait, la catalase n’est que faiblement activée et ne peut donc pas détruire l’activité antibactérienne du miel liée au peroxyde d’hydrogène (Rossant, 2011et Rigal, 2012).

Ce dernier a donc un meilleur potentiel antibactérien quand il est libéré par le miel que lorsqu’il est utilisé seul dans une préparation antiseptique (Rigal, 2012).

b. Les facteurs phytochimiques : 
Parmi les facteurs phytochimiques se retrouve les huiles essentielles des nectars de plus dont le pouvoir antibactérien est déjà connu comme les polyphénols qui sont des substances d'origine végétale (Olaitan et al., 2007; Makhloufi, 2011; Chouia, 2014 et Yue Yew, 2015). 

Ces substances sont  représentées par deux principaux groupes : 

· Les f1avonoïdes : sont des métabolites secondaires produits par les plantes et participent à la défense des plantes contre les invasions microbiennes et les agressions environnementales (Ayad-loucif, 2016). La pinocembrine qui est un flavonoïde a une activité antimicrobienne caractérisée vis-à-vis de Staphyloccocus aureus (Rossant, 2011).

· Les acides phénoliques : constituent une famille de molécules organiques largement présentes dans le règne végétal (Ayad-loucif, 2016). 

  
La composition du miel en composés phénoliques lui confère des propriétés antimicrobiennes. Ces activités sont attribuées à la capacité de ces composés à réduire les radicaux libres tels que les radicaux hydroxyles (HO-) et super-oxyde (O2-) (Chouia, 2014).

c. La Défensine-1 :
Egalement connue sous le nom de Royalisine, est un peptide antibactérien synthétisé par les glandes hypopharyngiennes et mandibulaires des abeilles. Elles jouent un rôle prépondérant dans les pathologies infectieuses  et modulent la réponse immunitaire.

Une étude publiée en 2010 a permis de démontrer que la Défensine-1 a une action puissante sur les bactéries gram positif (Rigal, 2012; Petit, 2012 et libonatti et al., 2014).
Chez l’abeille domestique, elle participe à la résistance des colonies et à la protection du couvain face aux agressions de la plupart des microorganismes présents dans l’environnement de la ruche (Koechler, 2015).
d. Le méthylglyoxal (MGO) :
Certains miels sont doués d'une activité qualifiée de "non peroxydasique", c'est-à-dire qu'ils conservent un fort pouvoir antibactérien même quand leur activité peroxydasique est neutralisée par la catalase ou par chauffage (miel de manuka, mielnéo-zélandais et australien) (Rigal, 2012).

Cette activité est attribuées à une molécule : le méthylglyoxal (MGO) (Rossant, 2011 et Petit, 2012). Le MGO est synthétisé lors du stockage du miel par conversion du dihydroxyacétone.

Néanmoins, une étude a prouvé que la neutralisation du MGO abolissait l’activité contre Staphylococcus aureus résistant à la Méthicilline, réduisait plus ou moins fortement celle contre Bacillus subtilis et Pseudomonas aeruginosa mais n’avait aucun impact sur l’inhibition d’Escherichia Coli (Kwakman, 2012 et Gardenal, 2013). 

Cette action sur des bactéries multirésistantes est extrêmement intéressante dans un contexte de perte d’efficacité des antibiotiques (Petit, 2012).

II.5.1.3. Rôle des bactéries lactiques :
Les chercheurs ont récemment émis une autre hypothèse quant aux propriétés antiseptiques du miel, ils ont pu identifier un groupe unique de 13 souches de bactéries lactiques (LAB) appartenant au genre Lactobacillus et Bifidobacterium. Vivant en parfaite symbiose dans le jabot des abeilles, ces bactéries assurent leur bonne santé gastro-intestinale. Ces LAB se révèlent, par ailleurs, être de puissantes substances antibactériennes puisqu’elles sont destinées à protéger leurs hôtes des agents pathogènes extérieurs et à empêcher leur intrusion dans la ruche.

Elles inhibent la croissance de nombreux germes résistants aux antibiotiques fréquemment rencontrés dans les plaies infectées tels que Staphylococcus aureus résistant à la Méthicilline, Pseudomonas aeruginosa ou encore Enterococcus résistant à la Vancomycine (ERV). Cette activité est réalisée grâce à la production d'une importante quantité de métabolites bioactifs bactéricides (des acides organiques  et des substances volatiles….) (Olofsson et al., 2016).

II.5.2. Propriétés cicatrisantes :
Le miel est de plus en plus employé dans le traitement d’un grand nombre de plaies du fait de sa capacité à stimuler toutes les étapes de la cicatrisation. Il libère, d’une part, de manière progressive et inoffensive du peroxyde d’hydrogène et permet, d’autre part, d’accélérer la réparation tissulaire et de réduire la durée de ce processus (Annexe 07). Le miel assurera, par conséquent, un puissant impact sur l’angiogenèse, la granulation et l’épithélialisation de la plaie, tout en respectant son écosystème bactérien (Koechler, 2015).


Son action cicatrisante est liée aux propriétés qu’il possède :

1. Ses propriétés antibactériennes : empêchent les surinfections et favorisent la cicatrisation, H202 connu pour ses propriétés antiseptiques, joue aussi un rôle dans la détersion (élimination des tissus nécrotiques). Il favorise la prolifération des fibroblastes, des cellules épithéliales et de l’angiogenèse ;

2. Ses propriétés hygroscopiques : (tendance à absorber l’humidité de l’air) maintiennent un état humide de la plaie sans risque de croissance bactérienne. Cela est favorable à la détersion, à la formation de tissus de granulation et à l’épithélialisation ;

3. Ses propriétés physiques :

· Son hyperosmolarité permet de drainer les exsudats et favorise la diminution de l’œdème lésionnel ;

· Son pH acide favorise l’activité fibroblastique ;

· Sa viscosité élevée contribue à fournir une barrière de protection autour de la plaie empêchant toute surinfection et ce d’autant plus qu’il est doté de propriétés antibactériennes.

4. Ses propriétés anti-inflammatoires et immunomodulatrices : sont aussi pertinentes pour la cicatrisation des plaies (Yue Yew, 2015).

II.6. Vieillissement du miel :
Hors de la ruche, le miel ne reste pas ce qu'il est, certains constituants chimiques du miel réagissent les uns sur les autres, en plus de l'action des facteurs physiques (la lumière et la température) et des microorganismes du milieu, notamment les bactéries et les levures, mais les concentrations élevées en sucres et les substances à caractères antibiotiques du miel entravent la prolifération et le développement des microorganismes (Makhloufi, 2011).

II.6.1. La cristallisation :
Le miel est une solution sucrée sursaturée. Lorsqu’il est stocké dans les rayons de la ruche, il est généralement à l’état liquide. Mais c’est un état instable. Sous l’effet de la température et de la présence de germes de cristallisation (poussière, cristaux de glucose et grains de pollen), la cristallisation du miel s’amorce (Rossant, 2011).

La cristallisation n’altère pas les qualités du miel qui peut redevenir liquide par un simple chauffage modéré. Mais elle a des conséquences pour la conservation du miel, car la partie cristallisée a tendance à former un dépôt, tandis que la fraction restée liquide est exposée à une fermentation rapide (Rossant, 2011 et Makhloufi, 2011).

II.6.2. La fermentation :
Tous les miels naturels contiennent des levures responsables des fermentations alcooliques. Une teneur en eau trop importante (à partir de 18 %) et une température excessive leur permettent de se développer, ce qui provoque la fermentation du miel. D’autres micro-organismes présents dans le miel peuvent engendrer différentes fermentations (lactique, butyrique, acétique, etc.). Toutes ces fermentations altèrent fortement les miels qui possèdent alors une acidité supérieure à la normale. Un miel fermenté présente généralement des bulles d’air dans sa masse et devient impropre à la consommation (Rossant, 2011).

II.6.3. Autres modifications liées au vieillissement du miel :
En vieillissant, le miel se transforme lentement en fonction de sa composition et de la température à laquelle il est conservé. On peut ainsi noter :

· une perte des propriétés antibactériennes du miel ;

· une intensification de la coloration et une augmentation de l’acidité ;

· une diminution de la teneur en invertase et en amylase. Plus la température augmente (surtout au-de là de 40 °C), plus elles se dégradent vite. On peut donc mesurer l’activité des enzymes pour vérifier que le miel n’est pas dégradé ;

· une diminution de la concentration en glucose ;

· une augmentation de la teneur en hydroxyméthylfurfural (HMF) plus rapide dans les miels de miellats (plus riches en fructose et plus acides) et dans les miels acides (exemple du miel de ronce) (Rossant, 2011).

Partie
Expérimentale

Chapitre I
Matériels et Méthodes

I.1. Objectif :

Les mammites cliniques sont parmi les pathologies majeures liées à la production laitière bovine qui entrainent une perte de production considérable et  un impact sur la santé humaine.

Par conséquent, l’objectif de ce travail est de déterminer le pouvoir antibactérien de quelques échantillons de miel et de les comparer aux antibiotiques testés sur des bacilles à Gram -, isolés à partir des mammites cliniques bovines, ainsi que la CMI de ses produits naturelles afin de les utilisés comme un nouveau moyen de lutte.

I.2. Matériel  et méthodes :
I.2.1. Matériel :
I.2.1.1. Echantillons du miel :
Chaque prélèvement de miel a porté un numéro (Figure 04) qui est reporté sur un tableau  de renseignements (Tableau 01).
	N° d'échantillon
	Types de Miel
	Région
	Origine florale
	Date de récolte

	Le mode d’extraction
	Couleur (marron)

	M1
	Monofloral
	Tlemcen
	Lavande
	01-2017
	Manuelle
	Claire

	M2
	Multifloral
	Annaba
	Toutes fleurs
	05-2016
	Manuelle
	Foncé

	M3
	Monofloral
	Tébessa
(Hammamet)
	Romarin
	01-2017
	Manuelle
	Très claire

	M4
	Monofloral
	Khenchla (Ain Touila)
	Romarin
	02-2017
	Manuelle
	Foncé

	M5
	Multifloral
	Tébessa
(Tébessa)
	Marar/orang/ citron
	12-2016
	Manuelle
	Très claire

	M6
	Multifloral
	Bordj
	Toutes fleurs
	2016
	Manuelle
	Très foncé

	M7
	Multifloral
	Khenchla
(Ain Mimoun)
	Lebina/ Tanghout
	08-2016
	Manuelle
	Foncé
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I.2.1.2. Souches bactériennes : 


Les souches utilisées (Tableau 02 et Figure 05) ont été fournies par le Laboratoire de recherche de la production animale, de l’école nationale supérieure vétérinaire d’El Harrache-Alger, qui travaille sur les mammites cliniques et sub-cliniques des bovins.
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	Nom de souches
	Nombre

	Escherichia coli (ATCC 25922)
	01

	Escherichia coli
	10

	Klebsiella pneumonie
	01

	Pseudomonas fluorecens
	01

	Serratia marcescens
	01

	Enterobacter cloacae
	01
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I.2.1.3. Antibiotiques :

Les disques d'antibiotiques testés (HIMEDIA ®) sont sélectionnés parmi les molécules actives actuellement sur les entérobactéries et ceux qui sont utilisés le plus couramment par les vétérinaires praticiens dans le traitement des mammites en lactation et/ou hors lactation (Tableau 03).
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	Famille
	Antibiotiques
	Code
	Charge de disque

	β–lactamines
	Pénicillines (Penam)
	Ampicilline
	AMP
	10 µg

	
	
	


Amoxy/clav

(amoxycilline+acide clavulanique)
	AMC
	20 ∕10 µg

	
	Monobactames (Azactam)
	Aztréonam
	ATM
	30 µg

	
	Cephalosporines (Cephem)
	Céphalotine
	CEP
	30 µg

	
	
	Cefotaxime
	CTX
	30 µg

	
	
	Cefoxitine
	CX
	30 µg

	Cyclines
	Tétracycline
	TE
	30 µg

	Polypeptides
	Colistine
	CL
	50 µg

	Quinolones
	Ofloxacine
	OF
	5 µg

	Aminoglycosides
	Netilline (Netilmicine Sulphate)
	NET
	30 µg

	Nitrofuranes
	Nitrofurantoine
	NIT
	100 µg


I.2.1.4. Matériel nécessaire pour la bactériologie :
· Verreries et appareillages : (Annexe 08).
· Milieux de culture : (Annexe 09).
·  Géloses : 

· Gélose biliée au vert brillant et au rouge neutre (VRBL).
· Gélose Mueller-Hinton (MH).
· Gélose nutritive (GN).
· Gélose Plate Court Agar (PCA). 

· Bouillons :
· Bouillon nutritif.

I.2.1.5. Analyse statistique :


Les données obtenues de l'expérimentation ont été soumises à  une  étude statistique qui est consisté en  une analyse de la variance suivie par le test de Newman et Keuls dont le but est de classer les types de miels, leurs dilutions et les différents antibiotiques en groupes homogènes pour permettre une explication des phénomènes mis en jeu. Ces analyses ont été effectuées avec le logiciel STATISTICA 10.
I.2.2. Méthodes :

I.2.2.1. Prélèvement :
L'échantillon du miel récolté est conditionné dans des flacons en verre, stériles, hermétiquement fermés, protégé de la lumière et conservés à 0-5 °C  jusqu’à l’analyse afin de protéger les composés sensibles du produit.
I.2.2.2. Appréciation  de la pollution microbienne du miel :
Cette partie a pour but de sélectionner les miels qui vont être utiles pour notre expérimentation en vérifiant, à l’avance, leurs activités antibactériennes.

De ce fait, cette appréciation consiste à rechercher et à dénombrer la flore mésophile aérobie totale (FMAT) ainsi queles coliformes (puisque la majorité de nos souches sont des coliformes).
· Protocole :

D’abord, les dilutions jusqu’au 10-3 ont été retenues.
a. La flore aérobie mésophile totale (NF 4833-1) :

· Nous avons porté aseptiquement 1ml de chaque dilution décimale (10-1, 10-2, 10-3) au centre de boite de pétri vide.

· Après, nous avons coulé environ 15 ml de la PCA et mélangé soigneusement l’inoculum au milieu de culture en faisant tourner les boites de pétri et en laissant le mélange se solidifie sur une surface fraiche et horizontale. 

· Ensuite, les boites sont incubées à 30 °C pendant 72 heurs. La lecture s’effectue après 24 h, 36 h et 72 h.

· Les colonies des FMAT se présentent sous forme lenticulaire en masse.

b. Les coliformes (Totaux et Thermotolérants) (NF 08-051) :

· Nous avons pris pour chaque dilution choisie deux boites de pétries stériles puis transféré à l’aide d’une pipette stérile 1ml des dilutions appropriées au centre de chaque boite, en utilisant une nouvelle pipette stérile pour inoculer chaque dilution dans ces boites. 

· Ensuite, nous avons versé environ 15 ml du milieu VRBL dans chaque boites de pétri en mélangeant soigneusement l’inoculum au milieu de culture et en laissant le mélange se solidifie en posant les boites de pétries sur une surface horizontale. 

· Après solidification complète, nous avons coulé à la surface de milieu ensemencé environs 4 ml de milieu VRBL puis laissé solidifier.

· L’incubation s’effectue dans l’étuve réglée à 37 °C pendant 24 h pour les coliformes totaux et à 44 °C à 48 h pour les thermotolérants.

· Les coliformes apparaissent en masse sous forme de petites colonies rouges (Lac+) d’un diamètre de 0,5 mm.

I.2.2.3. Contrôle de qualité :
La souche de référence Escherichia coli (ATCC 25922) a été utilisée pour tester l’efficacité des milieux de culture et des antibiotiques.

I.2.2.4. Evaluation de l'activité antibactérienne du miel : 
La méthode des disques est couramment utilisée au laboratoire, elle permet de tester la sensibilité d'une souche bactérienne aux différents miels et aux différents antibiotiques.
a. Principe de l’antibiogramme :

La technique consiste à déposer à la surface de la gélose préalablement ensemencée avec une suspension bactérienne, des disques d'antibiotiques diffuse au sein de la gélose et y détermine des concentrations inversement proportionnelles à la distance du disque.

Apres 24 h d'incubation a 37 ºC, chaque disque est entoure ou non, dune zone d'inhibition de la croissance bactérienne. La multiplication des bactéries s'arrête la ou existe dans la gélose, une concentration d'antibiotiques égale a la CMI.

On détermine une valeur critique inférieure (diamètre minimum) et une valeur critique supérieure (diamètre le plus élevé) permettant de classer les souches en : sensibles (au-dessus de la valeur critique supérieure), résistantes (en dessous de la valeur critiques inférieure) et intermédiaires (entre ces deux valeurs) (Eucast, 2017).

b. Préparation de la gélose : 

· Placer les flacons de milieu gélosé dans un bain marie de manière à faire fondre le milieu. 

· Couler la gélose de MH dans le fond de la boite de Pétri (4 mm d'épaisseur).

· Laisser sécher avant l'emploi.

c. Préparation de l’inoculum :

· A partir d’une culture d'isolats pure de 18 à 24 h sur milieu d’isolement approprié (GN), racler à l’aide d’une anse de platine ou de l’écouvillon quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques.

· Bien décharger l’anse ou l’écouvillon dans 5 à 10 ml d’eau physiologique stérile à 0.9 %. 

· Bien homogénéiser la suspension bactérienne, son opacité doit être équivalente à 0.5 Mac Farland (Figure 06).
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d. Ensemencement : 
· Tremper un écouvillon stérile dans l’inoculum. 

· L’essorer en le pressant fermement (en le tournant) contre la paroi interne du tube, afin de décharger au maximum. 

· Frotter l’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, sèche, de haut en bas, en stries serrées (Figure 07). 

· Répéter l’opération 2 fois, en tournant la boîte de 60° à chaque fois, sans oublier de faire pivoter l’écouvillon sur lui-même. Finir l’ensemencement en passant l’écouvillon sur la périphérie de la gélose.
· Dans le cas où l’on ensemence plusieurs boîtes de Pétri, il faut recharger l’écouvillon à chaque fois.
· Laisser sécher à température ambiante pendant 15 minutes.
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e. Préparation des disques à base du miel :

· Les dilutions de miel utilisées sont : C (100 %), C (75 %), C (50 %), C (25 %) ont été préparées par l'eau distillées stérile.

· Si le miel est consistant, on pourra utiliser un bain marie à 50 °C.

En faite, habituellement les antibiotiques testés sont présentés sous forme des disques de          6  mm de diamètre. Par conséquent, pour préparer les disques du miel, il faut respecter les mêmes conditions :

· Couper papier Wattman (autres papiers filtres) en disques de 6 mm.

·  Stériliser les disques par autoclavage pendant 20 min à 120 °C dans une boite de pétri en verre contenant 10 ml d'eau distillée (Figure 08).
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f. Application des disques :

· A l'aide d'une micropipette on dépose 10 à 15 microlitre du miel sur chaque disque

(On peut faire aussi la méthode d’imprégnation).
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Les disques de papier Wattman sont déposés à l'aide d'une pince stérile sur la gélose préalablement ensemencé pour déterminer l'activité antimicrobienne du miel (Figure 09). 
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· Les boites sont maintenues à 4 °C pendant 2 heures avant d'être incuber dans des conditions optimales pendant 24 heures.

· La lecture se fait en mesurant les diamètres d'inhibition exprimés en millimètre à l'aide d'un pied à coulisse y compris le diamètre du disque.
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[image: image57.jpg]



I.2.2.5. La détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) :

a. Principe de la CMI :

La méthode de dilution est effectuée en milieu liquide. Elle consiste à mettre un inoculum bactérien au contact de concentrations croissantes de miel. L’inoculum bactérien est distribué dans une série de tubes (méthode de macrodilution) contenant le miel. 


Après incubation, la CMI est indiquée par le tube qui contient la plus faible concentration de miel où aucune croissance n'est visible (Djaafri et al, 2014).
b. Protocole : 

· Méthode de dilution en milieu liquide du miel (Ahmed et al, 2014) :

· 10 tubes à essais  stériles sont placés dans un portoir numérotés de 1 à 8 sauf le premier et le dernier tube. 

· le premier tube : témoin - (tube HC)  et le dernier tube : témoin + (tube MN).  

· 1 ml de BN stérile préparé ajouté dans chaque tube sauf le tube 1 (HC).
· 1 ml de miel non dilué (100 %) ajouté dans le tube 1 et le tube HC à l'aide d'une micropipette stérile.

· Une série de double dilution été formée par le transfert de 1 ml de miel non dilué à l'aide d'une nouvelle micropipette stérile vers le tube 2 à partir de tube 1 après homogénéisation par un vortex.

· Après une bonne homogénéisation, 1 ml est transféré par une autre micropipette stérile de tube 2 au tube 3 et ainsi de suite jusqu'au le 8éme tube.

· Par la suite, on prend 1 ml à partir de tube 8 et le jeté.

· 1 ml de la suspension bactérienne, préparée préalablement est ajoutée dans les tubes sauf le tube HC.

· Les tubes sont incubés pendant 24 h à 37 °C

· Après l'incubation, l'inspection de la présence (+) ou l'absence (-) de la croissance se fait à l'œil nue (turbidité).

· Ces étapes sont répétées pour chaque échantillon de miel.
Chapitre II Résultats

II. Résultats :

II.1. Appréciation  de la pollution microbienne du miel :

Les données relatives au dénombrement de la microflore du miel sont mentionnées dans les tableaux suivants.
II.1.1. FMAT :
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	             Miels

Dilutions
	M1
	M2
	M3
	M4
	M5
	M6
	M7

	10-1
	5
	4
	13
	9
	10
	12
	6

	10-2
	1
	2
	3
	2
	5
	3
	2

	10-3
	0
	2
	0
	2
	1
	0
	0
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Le dénombrement de la flore mésophile totale a montré l’absence ou la pauvreté de celle ci dans les différents échantillons de miel.

II.1.2. Les coliformes (Totaux et Thermotolérants) :
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	               Miels

Dilutions
	M1
	M2
	M3
	M4
	M5
	M6
	M7

	10-1
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	10-2
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	10-3
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
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Le dénombrement des coliformes montre l’absence de ces derniers dans tous les échantillons.
II.2. Résultats de test de sensibilité des antibiotiques et des miels :

Au total, 14 souches de Gram - ont été isolées de mammites cliniques, ont fait l’objet d’une évaluation de leur sensibilité, in vitro, aux antibiotiques et aux miels. Elles se répartissent comme suit : 10 souches d'Escherichia coli, une souche d'Enterobacter cloacae, une souche de Klebsiella pneumoniae, une souche de Pseudomonas fluorescens et une souche de Serratia marcescens.

La détermination, in vitro, de l’effet antibactérien des différents miels consiste à la mesure du diamètre (halos) d’inhibition. 

II.2.1. Effet sur Escherichia coli :

Les résultats relatifs au profil de sensibilité des E .coli aux antibiotiques testés sont rapportés dans le tableau 06 et illustré par la figure 11.
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	Antibiotique
	Valeur critique (Intermédiaire)
	Sensible
	Résistant
	Intermédiaire

	
	
	Nombre
	%
	Nombre
	%
	Nombre
	%

	Amoxy/clav (amoxycilline+acide clavulanique)
	14-17
	7
	70
	2
	20
	1
	10

	Ampicilline
	14-16
	0
	0
	7
	70
	3
	30

	Azétreonam
	18-20
	4
	40
	4
	40
	2
	20

	Céphalotine
	15-17
	1
	10
	8
	80
	1
	10

	*Colestine
	15
	10
	100
	0
	0
	0
	0

	Cefotaxime
	23-25
	3
	30
	6
	60
	1
	10

	Cefoxitine
	15-17
	5
	50
	0
	0
	5
	50

	Netilline
	13-14
	3
	30
	5
	50
	2
	20

	Nitrofurantoine
	11
	4
	40
	3
	30
	3
	30

	Ofloxacine
	13-15
	10
	100
	0
	0
	0
	0

	Tétracycline
	12-14
	8
	80
	0
	0
	2
	20
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A partir du tableau 06, la sensibilité globale des E. coli isolées de mammites cliniques montre que 70 % des souches présente une forte résistance à l’Ampicilline, 80 % au Céphalotine et 60 % résiste au Cefotaxime.


La résistance est, également, observée pour la Netilline (50 % des souches), l'Azétreonam (40 %), la Nitrofurantoine (30 %) et l’association Amoxy/clav (20 %).
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Par ailleurs, aucune résistance n’a été notée dans le cas de la Cefoxitine, de Colestine, d'Ofloxacine et de Tétracycline.
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D’après le graphe, l’antibiogramme réalisé sur les souches d’E. coli révèle que 5 antibiotiques sur onze testés ont une efficacité de 50 % et plus et 5 antibiotiques ont un rendement inférieur à 50 %. En revanche, l’Ampicilline ne présente aucune activité inhibitrice contre les E. coli isolées de mammites cliniques.
Remarque : vu le manque du temps pour réaliser l’analyse statistique de toutes les souches d'E. coli, nous avons fait la sélection des souches en choisissant celle qui est la plus résistante, pour tester l’effet des miels.
II.2.1.1. Effet sur E. coli 9 :
· Antibiotiques :

Les résultats de l’effet des antibiotiques testés sur la souche d’E. coli 9, isolée à partir des mammites cliniques, sont présentés dans le tableau 07 et illustrés par la figure 12.
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	Antibiotique
	Diamètre d’inhibition (mm)
	Interprétation

	Amoxy/clav (Amoxycilline+acide clavulanique)
	7.1
	R

	Ampicilline
	7.03
	R

	Azétreonam
	0
	R

	Colestine
	17.11
	S

	Céphalotine
	13.08
	R

	Cefotaxime
	8.16
	R

	Cefoxitine
	15.13
	I

	Netilline
	10.1
	R

	Nitrofurantoine
	10.13
	R

	Oflaxacine
	35.05
	S

	Tétracycline
	12.13
	I
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Le tableau 07 montre qu'E. coli 9, isolées de mammites cliniques,  présente une forte résistance à 7/11 des antibiotiques utilisés. Alors elle est sensible vis-à-vis deux antibiotiques Colestine et Oflaxacine.
· Miels :


L'effet antibactérien des différentes concentrations des miels est présenté dans le tableau suivant et illustré par les figures 13 et 14. 
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	        Miels

[C] %
	M1
	M2
	M3
	M4
	M5
	M6
	M7

	100
	9.1±0.1
	20.17±0.15
	14.13±0.15
	11.17±0.15
	12.15±0.15
	8.1±0.1
	15.17±0.15

	75
	7.13±0.15
	13.1±0.1
	12.1±0.1
	7.17±0.15
	8.17±0.15
	8.17±0.15
	9.17±0.15

	50
	7.17±0.15
	12.17 ±0.15
	7.1±0.1
	6.13±0.15
	7.2±0.17
	7.17±0.15
	7.1±0.1

	25
	7.1±0.1
	10.17±0.15
	0
	6.13±0.15
	7.1±0.17
	7.13±0.15
	7.17±0.15
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L’analyse de la variance, des résultats obtenues dans notre essai, indique un effet miel (F = 6.0903, P < 0.001) et un effet dilution (F = 20.1633, P < 0.001) très hautement significatif sur le diametre d’inhibition.
Par la suite, la comparaison des moyennes a été faite par le test de Newman et Keuls qui classe les miels utilisés en 02 groupes par ordre décroissant, comme suit :

M2 > M7, M5, M3, M4, M6, M1.

Par conséquent, nous constatons que la meilleur inhibition sur E.coli a été enregistrée par le premier groupe composé de M2 avec une inhibition maximale de 20.17 mm ±0.15 alors que la plus faible moyenne (9.1 mm ±0.1) est allouée au miel M1 dans le groupe 02.
En ce qui concerne le facteur dilution, il est clair, que plus le miel utilisé est pur, plus la zone d’inhibition obtenue augmente. En effet, le test de Newman et Keuls indique 03 groupes classés par ordre décroissant, comme suit :

C 100 % > C 75 % > C 50 %, C 25 %.


Donc, la concentration à 100 % s’avère la plus efficace sur cette bactérie.
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· La comparaison entre l’effet du  miel et de l’antibiotique :


La comparaison des antibiotiques a été faite  par rapport au  miel le plus efficace avec ça dose la plus active. Les résultats sont rapportés dans la courbe suivante :


D’après La courbe ci-dessus, elle indique que l’inhibition du miel numéro 02 à lʹétat pur avec sa moyenne maximale 20.17 mm ±0.15 semble être :

· loin de celle de l’OF (35.05 mm)

· très efficace par rapport aux autres antibiotiques.

A l’issu de cette étude comparative des moyennes, Le test de Newman et Keuls classe ces antibiotiques avec l’effet de miel en 10 groupes par ordre décroissant, comme suit :

OF > M2 > CL > CX > CEP > TE > NET, NIT > CTX > AMC, AMP > ATM.
· Détermination de la CMI :


Les résultats relatifs à la concentration minimale inhibitrice des différents prélèvements de miel ont été mentionnés dans le tableau 09 et illustrés par la figure 16.

	Miels
	Dilutions
	CMI (%)

	
	Net
	1/2
	1/4
	1/8
	1/16
	1/32
	1/64
	1/128
	

	M1
	-
	-
	-
	-
	+
	+
	+
	+
	12,5

	M2
	-
	-
	-
	-
	+
	+
	+
	+
	12,5

	M3
	-
	-
	-
	-
	+
	+
	+
	+
	12,5

	M4
	-
	-
	-
	-
	+
	+
	+
	+
	12,5

	M5
	
	-
	-
	-
	+
	+
	+
	+
	12,5

	M6
	-
	-
	-
	-
	+
	+
	+
	+
	12,5

	M7
	-
	-
	-
	-
	+
	+
	+
	+
	12,5
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Il en ressort que tous les miels testés présentent la même CMI pour E. coli 9 avec un pourcentage de 12,5 % malgré qu’ils ont une grande variation en ce qui concerne l’activité  antibactérienne (diamètre d’inhibition).
· Comparaison de la CMI  d’Escherichia coli 9 par rapport aux autres souches :
La comparaison de la CMI d’E. coli 9 a été faite par rapport à K. pneumonie et à E. cloacae sur un seul type de miel M1. Les résultats sont rapportés dans le tableau suivant :


	Miel 1

	Souches
	Dilutions
	CMI (%)

	
	Net
	1/2
	1/4
	1/8
	1/16
	1/32
	1/64
	1/128
	

	E. coli
	-
	-
	-
	-
	+
	+
	+
	+
	12,5

	E. cloacae
	-
	-
	-
	-
	-
	+
	+
	+
	6,25

	K.pneumonie
	-
	-
	-
	-
	+
	+
	+
	+
	12,5




Ces résultats nous ont permis de constater que la CMI est semblable pour E. coli 9 et K. pneumonie avec un pourcentage de 12,5 %. Par contre, celle d’E. cloacae s’avère la plus remarquable avec une valeur de  6,25 %.
II.2.2. Effet sur Enterobacter cloacae :

· Antibiotiques :


Les résultats de l’effet des différents antibiotiques sur Enterobacter cloacae, isolé de mammites cliniques, sont regroupés dans le tableau 11 et illustré par la figure 18.

	Antibiotique
	Diamètre d’inhibition (mm)
	Interprétation

	Amoxy/clav (Amoxycilline+acide clavulanique)
	18.1
	S

	Ampicilline
	0
	R

	Azétreonam
	25.03
	S

	Colestine
	16.1
	S

	Céphalotine
	0
	R

	Cefotaxime
	22.03
	R

	Cefoxitine
	10.03
	R

	Netilline
	15.1
	S

	Nitrofurantoine
	15.1
	S

	Oflaxacine
	37.1
	S

	Tétracycline
	23.03
	S



Ces résultats montrent que la souche d’E. cloacae testée était sensible à l’Amoxy/clav, à l’Azétreonam, à la Colestine, à la Netilline, à la Nitrofurantoine, à l’Oflaxacine et à la Tétracycline. 
Par ailleurs, la résistance a concerné l’Ampicilline, le Cefotaxime, le Cefoxitine et le Céphalotine.

· Miels :

Les résultats de l’effet antibactérien des différents miels et leurs dilutions sont présentés dans le tableau 12.

	       Miels

[C] %
	M1
	M2
	M3
	M4
	M5
	M6
	M7

	100
	9.99±0.006
	7±0
	7.99±0.01
	8.03±0.06
	8.1±0.1
	10.13±0.15
	8.1±0.1

	75
	7.17±0.15
	7.1±0.1
	7.1±0.1
	7.1±0.1
	8.1±0.17
	7.16±0.16
	7.03±0.06

	50
	6.1±0.1
	0
	7.1±0.1
	6.1±0.1
	7.1±0.1
	7.1±0.1
	0

	25
	6.03±0.07
	0
	7.1±0.1
	6.03±0.07
	6.1±0.1
	7.07±0.06
	0



L’analyse de la variance, des résultats obtenus, indique que l’effet  de l’échantillon de miel (F = 7.8204, P < 0.001) ainsi que celui des différentes concentrations (F = 14.892, P < 0.001) sur la zone d’inhibition est très hautement significative.
Par la suite, La comparaison des moyennes, selon le test de Newman et Keuls a mis en évidence, pour les miels utilisés ainsi que leurs dilutions successives, les groupes suivants par ordre décroissant :
· M6, M1, M5, M3, M4 > M7, M2 (2 groupes).

· C 100 %, C 75 % > C 50 %, C 25 % (2 groupes).

De ce fait, nous voyons qu’une excellente inhibition sur Enterobacter cloacae a été enregistrée par le premier groupe de miel composé de M6, M1, M5, M3 et M4 et que la plus haute moyenne (10.13 mm ±0.15) obtenue dans ceci est représenté par le miel 06. En revanche, la plus faible moyenne est allouée au miel 02 dans le groupe 02.

Pour effet concentration, la comparaison des moyenne a montré que le groupe 02, composé de  C 100 %, C 75 %, est celui le plus efficace avec des zones d’inhibition maximale de 10.13 mm ±0.15 et de 8.1 mm ±0.17 respectivement. De même,  la C 100 % vient en tête de ce groupe.





· La comparaison entre l’effet du  miel et de l’antibiotique :

La comparaison des antibiotiques a été faite par rapport au groupe du miel le plus efficace avec sa concentration la plus active. Les résultats sont rapportés dans la courbe suivante :



A partir de cette courbe, nous pouvons conclure que l’inhibition du miel numéro 06 à la concentration pure (10.13 mm ±0.15) semble être :

· très loin de celle de l’OF (37.1 mm), de l’ATM (25.03 mm) et de la TE (23.03 mm) ;
· semblable de celle du CX (10.03 mm) ;
· très efficace par rapport à l’AMP (0 mm) et à la CEP (0 mm).


A l'issu de cette étude comparative des moyennes, le test de Newman et Keuls classe ces antibiotiques et l’effet de miel en  9 groupes par ordre croissant, comme suit :
AMP, CEP < CX, M6 < NET, NIT < CT < AMC < CTX < TE < ATM < OF.
II.2.3. Effet sur Klebsiella pneumoniae :

Suite à la mesure des différents halos qui apparaissent après l’incubation à 37 °C, les différents miels testés ainsi que les divers antibiotiques ont présenté une inhibition d'K. pneumoniae qui se traduit par le diamètre, mesurés en millimètre, autour des disques.

· Antibiotiques :


Les résultats de l’antibiogramme d'K. pneumoniae vis-à-vis des antibiotiques utilisés sont regroupés dans le tableau 13 et illustrés par la figure 22.

	Antibiotique
	Diamètre d’inhibition (mm)
	Interprétation

	Amoxy/clav (amoxycilline+acide clavulanique)
	20.03
	S

	Ampicilline
	13.1
	R

	Azétreonam
	20.03
	I

	Colestine
	16.1
	S

	Céphalotine
	0
	R

	Cefotaxime
	19.1
	R

	Cefoxitine
	11.03
	R

	Netilline
	14.03
	I

	Nitrofurantoine
	12.1
	S

	Oflaxacine
	30.03
	S

	Tétracycline
	27.1
	S



D’après les résultats obtenus, la souche d'K. pneumoniae a montré une sensibilité à la Colestine, à l’Amoxycilline/Acide clavulanique, à la Nitrofurantoine, à l’Oflaxacine et à la Tétracycline.

Cependant, la résistance est, en particulier, observée pour l’Ampicilline, le Cefotaxime, le Cefoxitine et Céphalotine.
· Miels :


L'effet d’inhibition des miels et ses différentes concentrations sur K. pneumoniae, isolé de mammites cliniques, est traduit dans le tableau 14.


	      Miels

[C] %
	M1
	M2
	M3
	M4
	M5
	M6
	M7

	100
	19.13±0.15
	7.1±0.1
	9.03±0.06
	17.1±0.1
	9.1±0.1
	9.1±0.1
	10.1±0.1

	75
	8.1±0.1
	7.03±0.06
	7.03±0.06
	8.1±0.1
	7.1±0.1
	7.1±0.1
	7.03±0.06

	50
	7.1±0.1
	6.1±0.1
	7.2±0.1
	0
	7.03±0.06
	6.17±0.15
	7.1±0.1

	25
	7.07±0.11
	6.03±0.06
	7.1±0.1
	0
	7.1±0.1
	6.03±0.06
	7.03±0.06



L’analyse de la variance, des moyennes obtenues, montre que l’effet miel (F = 1.6871, P > 0.05) est non significative. Ce résultat trouve sa confirmation dans le test de Newman et keuls qui révèle la même chose pour cette variable. 

Par conséquent, ce test classe tous les miels utilisés dans un seul groupe (M1, M7, M3, M5, M6, M2 et M4) et la plus haute moyenne (19.13 mm ±0.15) est allouée au M1.

Par ailleurs, l’analyse statistique de l’effet concentration (F = 19.4639, P < 0.001) est très hautement significative sur le diamètre d’inhibition. De même, la comparaison des moyennes de ce dernier, selon le test de Newman et Keuls, a mis en évidence les groupes suivants par ordre croissant : C 25 %, C 50 %, C 75 % < C 100 %. Par conséquent, cette bactérie est plus sensible à l’état pur du miel.



· La comparaison entre l’effet du  miel et de l’antibiotique :


La comparaison des antibiotiques a été faite par rapport au groupe du miel le plus efficace avec ça dose la plus puissante. Les résultats sont rapportés dans la courbe suivante :

D’après la courbe, nous avons constaté que l’inhibition du miel numéro 01 à la concentration pure (19.13 mm ±0.15) semble être :

· efficace par rapport de celle de l’AMP (13.1 mm), de la CT (16.1 mm), du CX (11.03 mm), de la NET (14.03 mm), de la NIT (12.1 mm) et de la CEP (0 mm) ;

· proche de celle d'AMC (20.03 mm) et d'ATM (20.03 mm) ;

· semblable de celle du CTX (19.1 mm) ;

· loin de celle des autres antibiotiques, l'OF (30.03 mm) et la TE (27.1 mm).


A l'issu de cette étude comparative des moyennes, le test de Newman et Keuls organise, avec un ordre décroissante, ces antibiotiques et l’effet de miel en 09 groupes, comme suit :

OF > TE > ATM, AMC > M1, CTX > NET > AMP > NIT > CT, CX > CEP.
II.2.4. Effet sur Pseudomonas fluorescens :

· Antibiotiques :

Le résultat de l'effet d’Azétreonam sur la souche de P. fluorescens est représenté dans le tableau 15 et illustré par la figure 26.

	Antibiotique
	Diamètre d’inhibition (mm)
	Interprétation

	Azétreonam
	18.03
	I




· Miels :

L’activité antibactérienne des différents miels sur P. fluorescens sont représentés dans le tableau suivant.


	        Miels

[C] %
	M1
	M2
	M3
	M4
	M5
	M6
	M7

	100
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	75
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	50
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	25
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0



D’après les résultats du tableau 16, les  miels utilisés n'ont aucune action inhibitrice sur P. fluorescens.
II.2.5. Effet sur Serratia marcescens :

· Antibiotiques :
Les résultats de l'antibiogramme des antibiotiques réalisés sur la souche de S. marcescens sont regroupés dans le tableau 17 et illustrés par la figure 27.

	Antibiotique
	Diamètre d’inhibition (mm)
	Interprétation

	Amoxy/clav
(amoxycilline+acide clavulanique)
	9.1
	R

	Ampicilline
	7.06
	R

	Azétreonam
	17.1
	R

	Colestine
	11.03
	R

	Céphalotine
	13.03
	R

	Cefotaxime
	12.1
	R

	Cefoxitine
	18.1
	S

	Netilline
	15.03
	S

	Nitrofurantoine
	11.1
	I

	Oflaxacine
	37.06
	S

	Tétracycline
	13.03
	I



Nous constatons, dans les résultats rapportés dans le tableau ci-dessus, qu’une résistance est observée vis-à-vis de six antibiotiques : Amoxy/clav, Ampicilline, Azétreonam, Colestine, Cefotaxime et Céphalotine.
En revanche, aucune résistance n’a été observée vis-à-vis des autres antibiotiques, à savoir : le Cefoxitine, le Netilline et  l’Oflaxacine.
· Miels :


Le pouvoir antibactérien des différents miels sur S. marcescens est présenté dans le tableau suivant.

	       Miels

[C] %
	M1
	M2
	M3
	M4
	M5
	M6
	M7

	100
	7.1±0.1
	8.1±0.1
	7.03±0.06
	7.03±0.06
	7.07±0.06
	8.1±0.1
	7.1±0.1

	75
	7.03±0.06
	7.03±0.06
	7.2±0.26
	7.1±0.1
	7.1±0.1
	0
	7.07±0.12

	50
	7.1±0.1
	7.1±0.1
	7.1±0.1
	7.03±0.06
	7.03±0.06
	0
	7.1±0.1

	25
	7.03±0.06
	7.03±0.06
	7.03±0.06
	7.08±0.1
	7.1±0.1
	0
	7.17±0.15



L’analyse de la variance, des moyennes obtenues, montre que l’effet de l’échantillon de miel (F = 22.773, P < 0.001) sur la zone d’inhibition est très hautement significative. Par contre, celui de dilution (F = 1.7932, P > 0.05) est non significative.

A l’issu de cette analyse, le test de Newman et Keuls classe les moyennes obtenues, pour les miels utilisés ainsi que leurs dilutions successives, selon les groupes suivants par ordre décroissant :
· M2, M7, M3, M5, M1, M4 > M6.
· C 100 %, C 75 %, C 50 %, C 25 %.

Par conséquent, on remarque que la meilleure inhibition sur S. marcescens a été enregistrée par le premier groupe de miel composé de M2, M7, M3, M5, M1 et M4 avec une zone d’inhibition maximale de 8.1 mm ±0.1 observé avec le miel 2.


Pour le facteur dilution, toutes les concentrations présentent des  activités antibactériennes très proches avec une plus haute moyenne (8.1 mm ±0.1) obtenue avec la C 100 %.


· La comparaison entre l’effet du  miel et de l’antibiotique :


La comparaison des antibiotiques a été faite par rapport au groupe du miel le plus efficace avec ça dose la plus active. Les résultats sont rapportés dans la courbe suivante :
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D’après la courbe, l’inhibition du miel numéro 02 à la concentration pure (8.1 mm ±0.1) semble être :

· efficace par rapport à l’AMP (7.06 mm) ;
· proche de celle d'AMC (9.1 mm) ;
· loin de celle des autres antibiotiques.


Le test de Newman et Keuls, à l'issu de cette étude comparative des moyennes, classe ces antibiotiques et l’effet de miel en 10 groupes, comme suit :
OF > CX > ATM > NET > CEP, TE > CTX > NIT, CT > AMC > M2 > AMP.
Chapitre III Discussion

III. Discussion :
La mammite est considérée comme l’une des pathologies les plus importantes, les plus fréquentes et les plus coûteuses affectant les vaches laitières. Elle fait l'objet d'une consommation importante d'antibiotiques pour leur traitement mais aussi pour leur prévention (Angoujard, 2015).
Afin de réduire ces quantités utilisées et de limiter l'antibiorésistance (Angoujard, 2015), la recherche de nouvelles molécules plus efficaces s’impose et on s’oriente vers de nouvelles sources comme les produits naturels (Nedji, 2015). Le miel peut être un atout grâce à ses activités thérapeutiques et surtout antibactériennes (Djaafri et al., 2014).

 Pour cela, la connaissance des germes responsables et l’effet du miel ainsi que celui des antibiotiques sur ces derniers  présentent un intérêt pour la définition de la stratégie de lutte.

Les  résultats de la présente étude seront discutés par partie :
· Antibiotiques :

E. coli a acquis des résistances à de nombreuses molécules, en particulier à l'Ampicilline, au Céphalotine et au Cefotaxime. La résistance est, également, observée pour la Netilline, l'Azétreonam, la Nitrofurantoine et l’association Amoxicilline/acide clavulanique.

Les résultats de ce dernier sont supérieurs à ceux obtenus par Botrel et al., (2010) qui rapportent une fréquence de résistance de 9.7 % à l'association Amoxicilline+acide clavulanique. Par contre, ils sont inferieurs par rapport à ceux rapportés par Nam et al., (2009) qui obtiennent des taux de résistances de 40 %.

Le fort pourcentage de résistance, obtenu dans notre étude, vis-à-vis de l’Ampicilline, est dû à l'utilisation abusive et anarchique de ces molécules par les vétérinaires et à leur large disponibilité sur le marché algérien, avec des prix abordables (Sedrati, 2014). 

Par ailleurs, aucune résistance n’a été notée (100 % de sensibilité) vis-à-vis de la Céfoxitine, de la Colestine, de l’Ofloxacine et de la Tétracycline.
Les résultat de l’Ofloxacine et de la Colestine sont semblables à ceux obtenus par Ohnishi et al., (2011). Cette sensibilité, selon Sedrati en 2014, est liée à la rareté de leurs utilisations dans le traitement des pathologies animales vu leur cherté et le recours aux autres antibiotiques vue leur disponibilité et leur prix plus bas.

Par ailleurs, les résultats de la Tétracycline sont différents par rapport à ceux obtenus par Nam et al., (2009) qui ont enregistré des taux de résistances de 100 %.
L’analyse de la sensibilité de germe aux antibiotiques a montré une excellente réponse d'Enterobacter cloacae face à l’Amoxicilline /acide clavulanique, à l’Azétreonam, à la Colestine, à la Netilline, à la Nitrofurantoine, à l’Oflaxacine et à la Tétracycline.

Une résistance très élevée des Enterobacter cloacae a été observée pour l’Ampicilline, le Cefotaxime, le Cefoxitine et la Céphalotine.

Les résultats avec l’Ampicilline sur Enterobacter cloacae sont semblables à ceux rapportés  par Nam et al., (2009) et ils les ont expliqués par sa résistance naturelle.

Les résultats avec la Tétracycline sont différents par rapport à ceux rapportés par Sedrati en 2014 qui a trouvé 100 % de résistance. Cette dernière est justifiée par l’utilisation large de cet antibiotique dans le traitement des mammites sans qu’il y ait une analyse bactériologique et un antibiogramme préalable afin d’avoir une idée sur le germe en cause et son profil de sensibilité.

Klebsiella pneumoniae a montré une excellente sensibilité à la Colestine, à l'Amoxycilline/Acide clavulanique, à la Nitrofurantoine, à l’Oflaxacine et à la Tétracycline.

Les résultats de la Colestine, de l’Amoxycilline/Acide clavulanique et de l’Oflaxacine sont en accord avec ceux trouvés par Saini et al., (2012). Cependant, ils sont complètement différents  avec la Tétracycline qui a révélé une résistance de 18.3 %.

Cependant, les résistances de cette bactérie ont concerné l'Ampicilline, le Céfotaxime, le Céfoxitine et la Céphalotine.

Selon l’avis de Sedrati en 2014, l’utilisation abusive des antibiotiques (doses insuffisantes, non-respect de la durée de traitement, etc.) est le plus souvent à la base des phénomènes de résistance.

Par ailleurs, l’Ampicilline est inefficace sur Klebsiella pneumoniae à cause de sa résistance naturelle (Sedrati, 2014 et CASFM, 2015).

L’étude de la sensibilité aux antibiotiques a fait ressortir des résistances chez Serratia marcescens vis-à-vis de six antibiotiques : Amoxicilline/acide clavulanique, Ampicilline, Azétreonam, Colestine, Cefotaxime et Céphalotine.

Les résistances de cette bactérie à l’Ampicilline et à l’association Amoxicilline+Acide clavulanique auront pour explication une capacité d’hyperproduction des Béta-lactamases par ces bactéries (Sedrati, 2014).

En revanche, aucune résistance n’a été observée vis-à-vis des autres antibiotiques, à savoir : le Cefoxitine, la Netilline et  l’Oflaxacine.
Les résultats de la Colestine et  l’Oflaxacine sont semblables à ceux obtenus par Ohnishi et al., (2009).
Les résultats de la sensibilité aux antibiotiques ont montré en générale :

· l’efficacité des Polypeptides (la Colistine) contre les entérobactéries. Celle-ci pourrait être due à leur spectre d’activité étroit. La Colistine n’est active que contre quelques bactéries à gram négatif ;

· un haut niveau de résistance vis-à-vis des pénicillines, ce niveau de résistance est une conséquence de l’acquisition des facteurs de résistance aux antibiotiques qui est généralement secondaire à l’utilisation anarchique et abusive de ces antibiotiques, sans recours à l’antibiogramme. 

· Miel :

D’après les résultats de l’évaluation de l’activité antibactérienne, nous pouvons constater ce qui suit :
D’une façon générale, l’effet antibactérien du miel est plus important avec les échantillons non dilué. Il diminue avec les dilutions successives dans la plupart des échantillons. Nos résultats sont semblables par rapport à ceux rapportés par Merah et al., (2010) qui ont enregistré les mêmes constatations. Cela peut être expliqué, selon Ahmed et al., (2014), par le fait qu’un miel pur, plus il est dilué, plus il perd de son effet osmotique qui joue un important rôle dans son activité antibactérienne.

Par ailleurs, nos résultats sont différents  avec ceux révélés par Belhaj et al., (2016) qui disent « bien qu’ils soient dilués, les miels restent actifs face aux bactéries ». Ceci est dû à la production de peroxyde d’hydrogène en présence d’eau grâce à l’activation d’une enzyme ; la glucose-oxydase.

Cette enzyme n’est pas active dans le miel pur, par contre, elle le devient dans le miel dilué, générant ainsi plus d'H2O2.
Les échantillons de miel ont montré une activité antibactérienne contre 4/5 des bactéries testées avec des variations enregistrées en fonction de la souche utilisée et le miel en lui-même.

Les résultats d'Escherichia coli, qui s’avèrent les plus sensibles (selon le diamètre d'inhibition), montrent que tous les miels présentent une bonne activité antibactérienne avec une inhibition remarquable pour le miel 02.

Par ailleurs, les résultats de Klebsiella pneumoniae indiquent que les 07 miels ont des activités antibactériennes très proches avec une plus haute moyenne d’inhibition enregistrée pour le miel 01.

En fait, les résultats d'Enterobacter cloaceae révèlent que le groupe composé de M6, M1, M5, M3, M4 est le plus efficace ; avec une plus haute moyenne d’inhibition enregistrée pour le miel 06 ; par rapport au groupe 02 contenant M7 et M2.
En ce qui concerne Serratia marcescens, cette dernière est peu sensible aux différents types de miels. Elle a démontré aussi que l’inhibition la plus faible est allouée au miel 06 alors que les autres échantillons s’avèrent les plus actifs, surtout avec le miel 02.

Les  résultats relatifs à l’activité antibactérienne du miel vis-à-vis d'Escherichia coli et de Serratia marcescens sont comparables à ceux rapportés par Merah et al., (2010) qui ont travaillé sur des miels algériens et à ceux présentés par Ahmed et al., (2014)  qui ont trouvé qu'E. coli est parmi les souches les plus sensibles à l’effet des échantillons de miel alors qu’il est relativement faible sur S. marcescens.
Au vu de tout ça, les variations antibactériennes observées dans nos échantillons de miel sont probablement en relation avec la composition de miel qui dépend à son tour de nombreux facteurs tels que : la source florale, la race des abeilles, les conditions géographiques et climatiques (Deb Mandal et Mandal, 2011).

Ces mêmes variations sont aussi incriminées avec le comportement de la souche bactérienne  vis-à-vis de l’échantillon de miel. Celles-ci sont bien présentées par P. fluorecens qui a montré une résistance à l’activité des différents miels utilisés. Selon certains auteur, ce phénomène est probablement liée à la faible perméabilité de sa paroi cellulaire (Ahmed et al., 2014).

Par ailleurs, nos résultats sont différents par rapport à ceux rapportés par AL-Waili et al., (2013) et Ahmed et al., (2014) qui ont trouvé que Pseudomonas est parmi les souches les plus sensibles à l’activité du miel.
· Comparaison entre l’effet de miel et l’ATB :
Dans cette partie nous avons, comparé l’effet du miel ; le plus actif sur la souche bactérienne avec sa concentration pure ; par rapport au divers antibiotiques testés. Les résultats d’Escherichia coli montrent que le miel 02 est très efficace par rapport à plusieurs antibiotiques qui sont l’Azétreonam, la Colistine, le Cefotaxime, le Cefoxitine, la Céphalotine, la Netilline, la Nitrofurantoine, la Tétracycline, l’Ampicilline et l'Amoxycilline/acide clavulanique ;

Ceux de Klebsiella pneumoniae indiquent la même chose avec le miel 01 par rapport à la Netilline, à l’Ampicilline, à la Nitrofurantoine, à la Colestine, au Céfoxitine et à la Céphalotine.
Par ailleurs, les résultats de Serratia marcescens ainsi que ceux d'Entérobacter cloaceae ; avec le miel 02 et le miel 06 respectivement ; présentent une efficacité à un nombre réduit d’antibiotique (l’Ampicilline pour M2 et l’Ampicilline et la Céphalotine pour M6).

De ce fait, l'haut niveau de résistance vis-à-vis des pénicillines peut être traité, d’après nos résultats, par l’utilisation du miel.

En fait, cette efficacité des miels par rapport aux antibiotiques est probablement liée aux mécanismes qui sont impliqués dans les propriétés antibactériennes du miel et qui agissent en synergie, notamment l'osmolarité, l'acidité, la production du peroxyde d'hydrogène, la présence de composés phénoliques, de la MGO (Belhaj et al., 2016), la présence des facteurs phytochimiques (Libonatti et al., 2014) et la défensine-1 secrétée par les abeilles (Kwakman et Zaat, 2012).
Par conséquent, cette interprétation  explique, justement, la pauvreté de miel en FMAT.

De même, les résultats obtenus de dénombrement de FMAT sont conformes selon la norme française ECOC0300092V., 2003 qui dit que la concentration de celle-ci doit être inférieure à 1000 UFC/ml dans le miel (Aribi, 2015).
Le dénombrement des coliformes  indiquent l’absence de ces derniers dans tous les échantillons. Nos résultats sont comparables par rapport à ceux rapportés par Noureddine Adjlane et ses collaborateurs en 2015 (Aribi, 2015).
· CMI :
Les résultats de la CMI pour Escherichia coli ont montré que tous les miels testés présentent le même pourcentage avec une valeur de 12,5 % malgré qu’ils ont une grande variation en ce qui concerne l’activité antibactérienne (diamètre d’inhibition). Par ailleurs, nos résultats sont comparables par rapport à ceux rapportés par Ahmed et al., en 2014 qui ont enregistré la même valeur avec cette souche.


Nous avons constaté aussi que la CMI du miel 01 est semblable pour E. coli et K. pneumonie. Par contre, celle d’E. cloaceae s’avère la plus remarquable avec une valeur de 6,25 %.

Cette différence est en  relation, à notre avis, avec la perméabilité de la paroi.
Conclusion
Et perspectives

Face à la grande problématique actuelle qui est l’émergence accrue de bactéries résistantes et multi-résistantes aux divers antibiotiques, il est indispensable que l’antibiothérapie des mammites bovines soit raisonnée et bien conduite (Gedilaghine, 2005). Le développement de nouveaux agents thérapeutiques s’avère indispensable pour lutter contre les phénomènes de la résistance bactérienne (Djaafri et al., 2014).

La présente étude étant la première contribution à l’évaluation de l’activité antibactérienne du miel algérien vis-à-vis des souches isolées à partir de mammites cliniques bovines et de la comparer par rapport aux antibiotiques testés.
En fait, l’étude de la sensibilité, in vitro, des Escherichia coli ,d’Enterobacter cloacae,  de  Klebsiella pneumoniae et de Serratia marcescens ; isolées à partir de cette pathologie mammaire ; vis-à-vis des antibiotiques a révélé une bonne sensibilité des germes par rapport aux polypeptides, aux cyclines et aux quinolones avec  une variabilité enregistrée pour les autres familles, à savoir, les aminoglycosides, les monobactames et les nitrofuranes. A l’opposé, une résistance remarquable a été notée pour les pénicillines et les céphalosporines.

Par ailleurs, cette étude a pu fournir des données récentes sur le miel qui est doté d’un large spectre d’activité inhibitrice sur les souches d’entérobactéries. Cet effet inhibiteur a été constaté pour la plupart des échantillons testés avec une certaine variabilité, d’un échantillon  à un autre et d’une souche à une autre ; Sauf pour Pseudomonas fluorescens qui s’est avéré complètement inefficace.

De même, l’excellente activité du miel par rapport aux pénicillines et aux céphalosporines ; avec des variations pour les autres familles ;  indique son utilité dans la pratique clinique contre les infections bactériennes.

De ce fait, ces résultats demeurent prometteurs et pourraient servir de base pour des études cliniques ultérieures afin de confirmer l’efficacité antibactérienne de ce produit naturel et de proposer leur utilisation en tant qu’agent antibactérien alternatif effectif, palliant aux effets secondaires des antibiotiques et aux résistances bactériennes accrues.

En perspective, nos résultats obtenus restent préliminaires et méritent d’être exploiter et compléter. Pour cela, on compte faire :

· une étude statistique plus approfondie qui traite toutes les interactions possibles entre les différents facteurs étudies ;
· une étude sur l’activité antibactérienne de miel sur toutes  les souches d’Escherichia coli et de travailler sur la plus résistante ;
· étude comparative des miels en fonction de leurs compositions chimiques pour faire l’extraction des molécules les plus actives sur les isolats cliniques ; 

· un essai sur des cas cliniques afin d’évaluer l’efficacité réelle de ces agents antibactériens d’origine naturelle.

Résumé

Le présent travail est une contribution à l’évaluation de l’effet antibactérien de 07 miels récoltés en Algérie (Annaba, Bordj bouarreridj, Khenchela, Tébessa et Telemcen) vis à vis d’Escherichia coli, de Klebsiella pneumoniae, d’Entérobacter cloaceae, de Serratia marcescens et de Pseudomonas fluorescens, isolés de lait de mammites cliniques bovines, et de tester leurs efficacités par rapport aux antibiotiques.

Afin de réaliser cette étude, différentes concentrations de miel (100 %,75 %, 50 % et 25 %) ont été étudiées, in vitro, en utilisant les isolats cliniques précédemment cités. De même, leurs comparaisons par rapport aux antibiotiques standard tel que : l’Ampicilline, l’Amoxicilline/acide clavulanique, l’Azétreonam, la Colestine, la Céphalotine, le Cefotaxime, le Cefoxitine, la Netilline, la Nitrofurantoine, l’Oflaxacine et la Tétracycline ont été déterminées par la méthode de diffusion en gélose. Par ailleurs, l’évaluation quantitative du miel a été faite principalement avec Escherichia coli pour déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI) en appliquant la technique d’inhibition en milieu liquide.

De ce fait, les résultats obtenus montrent clairement l’impact du miel naturel sur les bactéries. Son diamètre d’inhibition sur les souches varie : de (0-20,17 mm) pour E .coli, de (0-10,13 mm) pour Enterobacter cloacae, de (0-19,13 mm) pour Klebsiella pneumoniae, de (0-8,1 mm) pour Serratia marcescens et de 0 pour Pseudomonas fluorescens.

Ainsi, l’antibiorésistance de ces germes isolés révèle l’existence de résistances non négligeables à l’action des pénicillines et des céphalosporines. Néanmoins, l’effet inhibiteur de miel par rapport à ces familles s’est avéré le plus puissant.

D’un autre côté, la CMI d’E.coli (12,5 %) est semblable avec tous les échantillons de miel. Cependant, elle présente une différence non négligeable en la comparant avec Enterobacter cloaceae (6,25 %).
Enfin, nous pouvons conclure que l’excellente activité antibactérienne du miel contre les isolats bactérienne indique son utilité dans la pratique clinique contre les infections bactériennes.
Mots clés : Miels, mammites cliniques, activité antibactérienne, concentration minimale inhibitrice (CMI).
Abstract 


The present work is a contribution to the evaluation of the antibacterial effect of 07 honey harvested in Algeria (Annaba, Bordj bouarreridj, Khenchela, Tebessa and Telemcen) with respect to Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloaceae, Serratia marcescens and Pseudomonas fluorescens, isolated from milk from clinical bovine mastitis, and to test their efficacy against antibiotics.


In order to carry out this study, different concentrations of honey (100 %, 75 %, 50 % and 25 %) were studied, in vitro, using the clinical isolates mentioned above. Similarly, their comparisons with respect to standard antibiotics such as : Ampicillin, Amoxicillin/clavulanic acid, Azetreonam, Colestin, Cephalotin, Cefotaxime, Cefotoxin, Netilin, Nitrofurantoin, Oflaxacin and Tetracycline were determined by the agar diffusion method. Moreover, the quantitative evaluation of honey was done mainly with Escherichia coli to determine the minimum inhibitory concentration (MIC) by applying the technique of inhibition in liquid medium.


As a result, the results clearly show the impact of natural honey on bacterial. Its diameter of inhibition on the strains varied from : (0-20.17 mm) for E. coli, (0.10.13 mm) for Enterobacter cloacae, (0-19.13 mm) for Klebsiella pneumoniae, (0-8.1 mm) for Serratia marcescens and 0 for Pseudomonas fluorescens.


Thus, the antibiotic resistance of these isolated germs reveals the existence of non-negligible resistance to the action of penicillins and cephalosporins. Nevertheless, the inhibitory effect of honey in relation to these families proved to be the most powerful.


On the other hand, the E. coli MIC (12.5 %) is similar to all honey samples. However, it has a significant difference when compared with Enterobacter cloaceae (6.25 %).


Finally, we can conclude that the excellent antibacterial activity of honey against bacterial isolates indicates its usefulness in clinical practice against bacterial infections.

Key words : Honeys, clinical mastitis, antibacterial activity, minimal inhibitory concentration (MIC)

ملخص 

يتناول هذا العمل تأثير العسل المضاد للبكتيريا وذلك لسبعة عينات من العسل الطبيعي تم جمعها من خمسة مناطق من التراب الجزائري (تلمسان, عنابة, خنشلة, برج بوعريريج و تبسة) ضد كل منEscherichia coli ,Klebsiella pneumoniae, Entérobacter cloaceae, Serratia marcescens وPseudomonas fluorescens, مستخلصة من حليب أبقار مصابة بالتهاب الضرع الحاد, و اختبار مدى فعاليتها مقارنة بالمضادات الحيوية.

حتى نتمكن من القيام بهذه الدراسة, تراكيز مختلفة من العسل (100 %, 75 %, 50 %, 25 %), تمت دراستها باستخدام البكتيريا المذكورة سابقا و مقارنتها بمضادات حيوية نموذجية مثل الأومبيسلين, الأموكسيكلاف, الأزيترونام, الكولستين, السيفالوتين, السيفوتكسيم, السيفوكسيتين, النتيلين, النتروفورانتوان, اللأوفلكساسين و التيتراسيكلين و ذلك إعتمادا على طريقة الإنتشار في الأجار.
الدراسة الكمية للعمل التثبيطي للعسل تم بشكل خاص مع E. coli من أجل تعيين التركيز التثبيطي الأصغري بتقنية التثبيط في وسط مائي.

النتائج المتحصل عليها تظهر بشكل واضح التأثير الحاسم للعسل الطبيعي على البكتيريا, القطر التثبيطي المسجل يختلف من ( 0-20.17 مم) لأجل E .coli, من 0-10.13 مم لأجل Enterobacter cloacae, من 0-19.13 مم لأجلKlebsiella pneumoniae, من 0-8.1 مم لأجل  Serratia marcescensو 0 مم في حالة Pseudomonas fluorescens.
أظهرت هذه البكتيريا مقاومة معتبرة للمضادات الحيوية في حالة كل من البينيسلين و السيفالوسبورين, إلا أن الأثر التثبيطي للعسل مقارنة بها يعد أكثر فعالية.

من جهة أخرى, التركيز التثبيطي الأصغري ل  E. coli(12.5 %) مشابه لكل عينات العسل, في حين يظهراختلافا مع نظيره المسجل في حالة Enterobacter cloaceae (6.25 %).

في النهاية, يمكننا استخلاص أن التأثير الجيد للعسل ضد البكتيريا يدعم استخدامه في المجال الطبي  ضد الإلبهابات البكتيرية.

الكلمات المفتاحية:  العسل, التهاب الضرع الحاد, تأثير مضاد للبكتيريا, التركيز التثبيطي الأصغري.
Annexes
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Annexe 02 : Tableau récapitulatif des principales caractéristiques des bactéries pathogènes 
responsables de mammites (Angoujard, 2015).
	Type d'agent pathogène
	Coloration de Gram
	Genres
	Bactérie (s) majeure (s)/ mineure (s)
	Distribution des bactéries isolées sur des prélèvements de lait selon :
	Modèle épidémiologique principal
	Profil-type de mammites

	
	
	
	
	En France
	En Italie
	
	

	Bactéries
	Gram +


	Staphylococcus aureus
	Majeure
	13 %
	12 %
	Contagieux
	Mammites subcliniques Chroniques

	
	
	Staphylocoques à coagulase négative
	Majeures
	14 %
	40,2 %
	Contagieux
	Mammites subcliniques Chroniques

	
	
	Streptococcus uberis
	Majeure
	25 %
	29,2 %
	Mixte
	Mammites cliniques

	
	
	Streptocoques autres que S. uberis
	Mineures
	4 %
	
	Environnemental
	Mammites cliniques

	
	
	Corynebacterium bovis
	Mineure
	4 %
	3 %
	Contagieux
	Mammites subcliniques

	
	
	Trueperella pyogenes
	Mineure
	/
	/
	Vectoriel (vecteur passif) et environnemental
	Mammites cliniques aiguës avec atteinte sévère de l'état général

	
	Gram -
	Escherichia coli
	Majeure
	18 %
	1,3 %
	Environnemental
	Mammites cliniques aiguës avec atteinte de l'état général

	
	
	Klebsiella spp
	Mineure
	4,7 %
	0,6 %
	Environnemental
	Mammites cliniques aiguës avec atteinte de l'état général

	
	
	Pseudomonas spp
	Mineure
	/
	/
	Environnemental
	Mammites cliniques aiguës

	
	Mollicutes
	Mycoplasma bovis
	Mineure
	0 %
	0 %
	Contagieux
	Mammites cliniques avec atteinte de l'état général

	Type d'agent pathogène
	Coloration de Gram
	Genre
	Taux de guérison spontanée
	Antibiorésistances possibles

	Bactéries
	Gram +
	Staphylococcus aureus
	10%
	-Ansamycine: toutes (rifaximine).
-Aminosides: gentamicine, Kanamycine, néomycine, streptomycine, spectinomycine.

-B-lactamines: ampicilline, amoxilline seule, céphalosporines de 1ére génération (céfalexine, céfalonium,  céfazoline) et de 4éme génération (cefquinome).

pénicilline G, pénicilline M et leurs dérivés.

-Cyclines: tétracycline.

-Macrolides: tous (spiramycine, etc…).

	
	
	Staphylocoques à coagulase négative
	10%
	

	
	
	Streptococcus uberis
	30 - 40%
	-Ansamycine: toutes (rifaximine).

-B-lactamines: toutes.

- Cyclines: tétracycline.

- Macrolides: tous

-Quinolones: 3éme génération (baisse de sensibilité).

	
	
	Streptocoques autre que S.uberis
	30 - 40%
	

	
	
	Corynebacterium bovis
	/
	-Ansamycine: toutes (rifaximine).

-B-lactamines: pénicilline G et ses dérivés, ampicilline, amoxilline seule.

- Macrolides: tous

	
	
	Trueperella pyogenes
	/
	- Macrolides: tous

	
	Gram -
	Escherichia coli
	70 – 75 %
	-Aminosides: apramycine, gentamicine, Kanamycine, néomycine, streptomycine, spectinomycine.

-B-lactamines: ampicilline, amoxilline seule, Céphalosporines de 1ére, 2éme, 3éme (ceftiofur) et 4éme générations (cefquinome).
- Cyclines: tétracycline.

-Polypeptides: colistine, polymyxine B.

-Quinolones: 3éme génération (danofloxacine, enrofloxacine, marbofloxacine).

-Sulfamides: sulfamides-triméthoprime.

	
	
	Klebsiella spp
	35 %
	- Aminosides: gentamicine, Kanamycine, néomycine.

- B-lactamines: céphalosporines de 1ére, 2éme, 3éme générations.

- Cyclines: tétracycline.

-Polypeptides: colistine, polymyxine B.

-Quinolones: 3éme génération (danofloxacine, enrofloxacine).



	
	
	Pseudomonas spp
	/
	Non renseigné

	
	Mollicutes
	Mycoplasma bovis
	/
	-Aminosides: spectinomycine.

-Cyclines: tétracycline.

-Macrolides: tilmicosine.




	Modèle
	Facteurs de risque spécifiques

	Contagieux
	*Traite favorisant la contagion (mains, lavettes, manchons)

*Défaut de trempage des trayons après la traite

*Trayons crevassés

*Défaut de dépistage des mammites cliniques

*Traitements curatifs (lactation, tarissement) mal conduits

*Réformes insuffisantes

	Environnemental
	*Durée de stabulation longue

*Défaut d'hygiène du logement (surface, ventilation, pentes, …)

*Aires de couchages contaminées (température, humidité, circulation, …)

*Défaut de lavage et essuyage des trayons avant la traite

*Période sèche longue

*Traitement préventif au tarissement insuffisant

*Défaut d'hygiène des parturientes, vaches couchées

*Défaut d'hygiène des traitements intra-mammaires





	
	Voie Intra-mammaire
	Voie Générale

	Avantages (+)
	*Administré directement in situ

*Petite quantité d'antibiotique (mg)
*Facile à réaliser par l'éleveur
*Traitement bref et bon marché

*Essais cliniques nombreux et validés
	*Moins de risques inhibiteurs
*Meilleure diffusion dans le parenchyme
*Lutte contre bactérienne

	Inconvénients (-)
	*Obstacles à la diffusion (œdème, caillots…)
*Risques de contaminations/ traumatismes (canal du trayon)
*Risque inhibiteur
	*Franchissement de plusieurs barrières avant d'arriver sur le site de l'infection (exigences pharmacocinétiques)
*Beaucoup d'antibiotiques (g)

*Injections parfois plus difficiles à réaliser
*Traitement long et cher
*Risques d'émergences d'antibiorésistances
*Marque de données techniques





	Composition
	Pourcentage total
	Type de composés
	Principaux composants

	Hydrates de carbone
	75 à 80 %
	Monosaccharides
	Fructose (38 %), glucose (31%)

	
	
	Disaccharides
	Maltose (7,3 %), isomaltose, saccharose (1,3 %)

	
	
	Polysaccharides (1,5 à 8 %)

	Erlose, raffinose, (mélézitose, kojibiose, dextrantriose, mélibiose)…

	Eau
	15 à 20 % (moyenne 17 %)

	Substances diverses
	1 à 5 %

(Moyenne 3,5 %)
	Acides organiques

(0,1 à 0,5 %)
	Gluconique (0,1 à 4 %), (maléique), (succinique), (oxalique), (glutamique),

(pyroglutamique), (citrique), (glucuronique), formique (0,01 à 0,05 %)…

	
	
	Protéines, peptides

et acides aminés

(0,2 à 2 %)
	Matières albuminoïdes, matières azotées, la défensine-1, (proline, tyrosine, leucine, histidine, alanine, glycine, méthionine, acide aspartique)…

	
	
	Vitamines
	B1, B2, B3 ou PP, B5, B6, B8 ou H, B9, C

	
	
	Enzymes provenant des glandes

Hypopharyngiennes
	Amylases α et β, gluco-invertase, glucose-oxydase

	
	
	Enzymes provenant du nectar
	(Catalase, amylases, phosphatases acides)

	
	
	Minéraux
	K, Ca, Na, Mg, Mn, Fe, Cu, Se, S, Cl, Zn (Co, B, Si, Cr, Ni, Au, Ag, Ba, P, Cs)

	
	
	(Acétylcholine)
	

	Arômes
	
	Esters
	Méthylantranylate, acétates,

méthyléthylcétone…

	
	
	Aldéhydes et acétones
	Formaldéhyde, acétaldéhyde…

	
	
	Alcools
	Méthanol, éthanol, isobutanol, 2- phényléthanol…

	Pigments
	
	Caroténoïdes et flavonoïdes
	Flavanol, catéchine, quercétine, pinocembrine,

pinobanksine, lutéoline, chrysine, galangine, kaempférol, isorhamnétine, méthylflavonol

	Lipides
	Traces
	Acides gras
	(acide palmitique, butyrique, caprique, caproïque, valérique, oléique, linoléique)

	Les substances indiquées entre parenthèses sont à l’état de traces; les pourcentages sont donnés par rapport au poids total du miel.



	Effets observés sur la cicatrisation
	Propriétés du miel et mode d’action

	Débridement
	· Action osmotique :
· Maintien d’un milieu humide favorable à la détersion autolytique.

· Mouvements permanents de fluides à la surface de la plaie.

	Résorption de l’œdème
	· Action osmotique : afflux de fluides en provenance des tissus sous-jacents et périphériques

· Propriétés anti-inflammatoires : réduction de l’extravasation de fluides en provenance des vaisseaux sanguins

	Réduction de la

douleur et de

l’exsudation
	· Propriétés anti-inflammatoires

·  Action osmotique : formation d’une interface de miel dilué entre le lit de la plaie et le pansement retraits         des pansements indolores

	Elimination des

mauvaises odeurs
	· Propriétés nutritionnelles : apport de glucose métabolisé par les bactéries à la place des acides aminés (dont la métabolisation engendre la libération de composés malodorants)

· Propriétés antibactériennes : inhibition de la prolifération bactérienne

	Accélération de la

phase inflammatoire
	· Action osmotique : maintien d’un milieu humide favorable à la détersion

· Acidité : stimulation de l’activité des macrophages

· Propriétés immunomodulatrices : libération de cytokines modulant l’activité des phagocytes

· Propriétés nutritionnelles : apport d’énergie pour le métabolisme des cellules de l’inflammation

	Accélération de la phase de réparation
	· Propriétés nutritionnelles :

· Apport d’énergie pour le métabolisme des fibroblastes et des kératinocytes

· Apport de vitamines, minéraux et acides aminés favorisant la synthèse et la maturation du collagène

· Action osmotique : amélioration de l’oxygénation de la plaie et apport de nutriments supplémentaires, maintien d’un milieu humide favorable à la phase de réparation

· Propriétés immunomodulatrices : libération de cytokines favorisant l’activité des fibroblastes et des kératinocytes

· pH acide et libération d’H2O2 : stimulation de l’angiogenèse

	Elimination de

l’infection
	· Propriétés antibactériennes

· Propriétés immunomodulatrices



1. Appareillages

· Agitateur électrique. 

· Autoclave.
· Bain marie.
· Balance électrique.
· Bec benzène.
· Densitomètre.
· Etuves microbiologiques.
· Plaque chauffante.
· Réfrigérateur.
· Vortex. 
2. Verrerie

· Béchers (25 ml, 50 ml, 250 ml, 500 ml, 1000 ml).
· Boites de pétri en verre.
· Flacons en verre de 250 ml.
· Tubes à essai stérile.
· Tubes secs.

3. Outils

· Anse de platine.
· Boites de pétri.
· Ecouvillons.
· Gants chirurgicaux.
· Micropipettes.
· Papier filtre.
· Papier Wattman.
· Pied à coulisse.
· Pinces.
· Pipettes graduées.
· Pipettes pasteur.
· Portoirs.
· Spatule.

· Gélose nutritive (GN) ;
Composition (gramme/ litre d'eau distillée) :
· Extrait de viande : 1,0 g.
· Extrait de levure : 2,5 g.
· Peptone : 5,0 g.
· Chlorure de sodium : 5,0 g.
· Agar : 15,0 g.
pH final : 7,0.

· Gélose bilié au vert brillant et au rouge neutre (VRBL) ;
Composition (gramme/ litre d'eau distillée) :
· Peptone pepsique de viande : 7,0 g.
· Extrait de levure : 3,0 g.
· Lactose : 10,0 g.
· Sels biliaires : 1,5 g.
· Chlorure de sodium : 5,0 g.
· Rouge neutre : 30,0 mg.
· Cristal violet : 2,0 mg.
· Agar : 12,0 g.
pH final : 7,4 ±0,2.
· Gélose Plate Court Agar (PCA) ;

Composition (gramme/ litre d'eau distillée) :
· Tryptone : 5.0 g.
· Extrait de levure : 2.5 g.
· Glucose : 1.0 g.
· Agar : 15.0 g.
pH = 7.
· Gélose de Mueller-Hinton (MH) ;
Composition (gramme/ litre d'eau distillée) :
· Infusion de viande de bœuf : 300,0 g.
· Hydrolysat de caséine : 17,5 g.
· Amidon de maïs : 1,5 g.
· Agar : 17,0 g.
pH final : 7,3 ±0,1.

· Bouillon nutritif (BN) (bouillon trypticase soja) ;
Composition (gramme/ litre d'eau distillée) :

· Peptone de caséine (bovin) : 17 g.
· Peptone de soja : 3 g.
· Chlorure de sodium : 5 g.
· Phosphate : 2,5 g.
· Glucose : 2,5 g.
· Eau purifiée : 1 L.
· Eau physiologique
Composition (gramme/ litre d'eau distillée) :
· Chlorure : 9,0 g.
· Eau distillée : 1000 ml.
pH final : 7.


· Escherichia coli 09 :

Variance :
· Effet miel :
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· Effet  concentration :
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Test de Newman-Keuls :
· Classement des miels :


· Classement des dilutions :
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· Enterobacter cloaceae :
Variance :
· Effet concentration :
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· Effet miel :
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Test de Newman-Keuls :
· Classement des miels :
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· Classement des concentrations :
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· K. pneumoniae :

Variance :
· Effet de miel :


[image: image11.wmf]Univariate Tests of Significance for Diametre (KLEBSIELLA m)

Sigma-restricted parameterization

Effective hypothesis decomposition

Effect

SS

Degr. of

Freedom

MS

F

p

Intercept

Type

Error

4872,991

1

4872,991

387,9263

0,000000

127,155

6

21,192

1,6871

0,135465

967,246

77

12,562


· Effet de concentration :
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Test de Newman-Keuls :
· Classement des miels :
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· Classement des dilutions :
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· S. marcescens :
Variance :
· Effet de miel :
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· Effet concentration :
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Test de Newman-Keuls :
· Classement des miels :
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· Classement des dilutions :
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Figure 01 : L'infections intramammaires et la réaction de la vache à l'infection              (Lévesque, 2006).





Figure 02 : Différentes étapes de la fabrication naturelle du miel 


(Rigal, 2012 et Tourneret, 2015).








Figure 03 : Effet osmotique et action des molécules de sucres sur la croissance microbienne (Lay-flurrie, 2008).








Figure 04 : Les unités des différents miels utilisés.





Tableau 01: Renseignements des différents miels utilisés.





Tableau 02 : Souches bactériennes.





Figure 05 : Souches conservées sur gélose nutritive inclinée.





Tableau 03 : Liste des antibiotiques et leurs charges respectives.





Figure 06 : Préparation de l’inoculum bactérien.








Figure 07 : L'ensemencement de l'inoculum.





Figure 08 : Préparation des disques.





Figure 09 : Application des disques à base du miel.





Figure 10 : Application des disques d'antibiotiques.





*Les chiffres représentent les moyennes des diamètres de la zone d’inhibition en mm ± écart type.





E. coli 9





E. cloacae





K. pneumoniae





*Eucast, 2013


Autres valeurs : HIMEDIA, 2015.





Annexe 11 : Antibiogramme comparative de Miel 1 et des antibiotiques utilisés.





Tableau 04 : Dénombrement de FMAT dans les différents échantillons de miels.





*Les résultats sont exprimés en UFC/ ml





Tableau 05 : Dénombrement des coliformes dans les différents échantillons de miels.








*Les résultats sont exprimés en UFC/ ml





Tableau 06 : Pourcentage de sensibilité des E. coli isolées à partir des mammites cliniques vis à vis de 11 antibiotiques.


.





Figure 11 : Pourcentage de sensibilité et de résistance des E. coli aux antibiotiques.





Tableau 07 : Effet des antibiotiques sur Escherichia coli 9.





Figure 12 : Pourcentage de sensibilité et de résistance d'E. coli 9 aux antibiotiques.





Tableau 08 : Effet du miel sur E. coli 9 isolée à partir des mammites cliniques.





*Les chiffres représentent les moyennes des diamètres de la zone d’inhibition en mm ± écart type.





Figure 13 : Diamètre d’inhibition en fonction de l’échantillon de miel.





Figure 14 : Effet de la dilution sur la zone d’inhibition.





Figure 15 : Comparaison de l'effet de miel par rapport aux antibiotiques utilisés.





Tableau 09 : Détermination de la CMI des miels pour Escherichia coli 9.





Evaluation de l'activité antibactérienne du miel récolté en Algérie vis-à-vis des souches isolées à partir de mammites cliniques bovines





Tableau 11 : Effet des antibiotiques sur Enterobacter cloacae.





Figure 18 : Effet inhibiteur de différents antibiotiques sur E. cloacae.





Tableau 12 : Effet du miel sur Enterobacter cloacae.





*Les chiffres représentent les moyennes des diamètres de la zone d’inhibition en mm ± écart type.





Figure 19 : Diamètre d'inhibition en fonction de l'échantillon de miel.





Figure 20 : Effet de la dilution sur la zone d'inhibition.





Figure 21 : Comparaison de l'effet de miel par rapport aux antibiotiques utilisés.





Tableau 13 : Effet des antibiotiques sur Klebsiella pneumoniae.





Figure 22 : Effet inhibiteur de différents antibiotiques sur K. pneumonie.





Tableau 14 : Effet du miel sur Klebsiella pneumoniae.





*Les chiffres représentent les moyennes des diamètres de la zone d’inhibition en mm ± écart type.





Figure 23 : Diamètre d’inhibition en fonction de l’échantillon de miel.





Figure 24 : Effet de la dilution sur la zone d’inhibition.





Figure 25 : Comparaison de l'effet de miel par rapport aux antibiotiques utilisés.





Tableau 15 : Effet d'Azétreonam sur Pseudomonas fluorescens.





Figure 26 : Effet inhibiteur d'Azétreonam sur P. fluorescens.





Tableau 16 : Effet du miel sur Pseudomonas fluorescens.





*Les chiffres représentent les diamètres da la zone d’inhibition en mm.








Tableau  17 : Effet des antibiotiques sur Serratia marcescens.





Figure 27 : Effet inhibiteur de différents antibiotiques sur S. marcescens.





Tableau 18 : Effet du miel sur Serratia marcescens.





Figure 28 : Diamètre d’inhibition en fonction de l’échantillon de miel.





Figure 28 : Diamètre d’inhibition en fonction de l’échantillon de miel.





Figure 29 : Effet de la dilution sur la zone d’inhibition.





Figure 30 : Comparaison de l'effet de miel par rapport aux antibiotiques utilisés.





Tableau 10 : La CMI de miel 1 pour E. coli 9, K. pneumonie et E. cloacae.





*1ier tube : miel sans inoculum, le dernier tube : bouillon nutritif + inoculum/sans miel.





Figure 16 : CMI de miel 4 pour E. coli 9.





Chapitre I : Les mammites cliniques








Chapitre II : Le Miel








Partie expérimentale





Chapitre II : Résultats





Evaluation de l'activité antibactérienne du miel récolté en Algérie vis-à-vis des souches isolées à partir de mammites cliniques bovines





Annexe 09 : Milieux de culture utilisés.








Annexe 08 : Matériels utilisés au laboratoire (Appareillages et Verrerie).





Annexe 07 : Mode d'action de miel et les effets observés sur la cicatrisation (Marie, 2012).





Annexe 06 : Liste non exhaustive de tous les composants déjà rencontrés dans le miel (Irlande, 2010 et Marie, 2012).








Annexe 05 : Avantages / Inconvénients des voies de traitement locales (intra-mammaire) versus générale (Durel, 2003 et Gedilaghine, 2005).








Annexe 04 : Facteurs de risque spécifiques du modèle contagieux et du modèle environnemental (Bosquet et al., 2013 et Angoujard, 2015).








Annexe 03 : Taux de guérison spontanée des mammites bactériennes et les principales antibiorésistances habituellement rencontrées (Angoujard, 2015).
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Annexe 01 : a : L'anatomie de la mamelle (MAMAN MPAKA SANTE, 2014). b : Conformation et structure du trayon chez la vache (Angoujard, 2015).
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Annexe 10 : Analyses  statistiques (variance et test de Newman et Keuls) des différentes souches.








Figure 17 : La CMI du miel 1  pour E. coli 9, K. pneumoniae et E. cloacae.
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Figure 01 : L'infections intramammaires et la réaction de la vache à l'infection              (Lévesque, 2006).
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