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E. coli : Escherichia coli.

EEPA : Extrait éthanolique de la propolis algérienne.
EHEC :EntérohémorragiqueEscherichia coli.
EIEC :EntéroinvasifEscherichia coli.

ENR :Enrofloxacine.

EPEC :Entéropathol ogeneEscherichia coli.

ETEC :EntérotoxinogeneEscherichia coli.

F1:E. coliprélevé apartir dufoi de poule.

G : Conductance de la solution (mS/cm).



H% :Humidité.

IN : Interprétation.

K :Kanamycine.

Kcl: Chlorure de potassium.

M :Prise d essais en gramme.

M : Masse du miel en gramme.

M1 : Masse delacapsule + matiere fraiche apres |’ é&uvage.
m1l: Masse delacapsule vide.

M2 : Masse de |’ ensemble avant I’ é&uvage.
m2 : Masse de la capsule aprés incinération.
MC : Mi€ dejujubier /cédre.

ML : Miel d euphorbe/ loubaina.

Mm : Matiére minérale.

MS: Matiére seche du miel.

N :Normalité de NaOH.

NA : Acide naidixique.

NaOH : Hydroxyde de sodium.

P : Pollen.

P10 : Propoalis 10.

P6 :Propolist.

R1: E. coli prélevé apartir de larate de poule.
R16 :E. coli prélevé apartir de larate de poule.

R4 :E. coli prélevé a partir de larate de poule.



TE : Tétracyclines.

V : Volume en millilitres d’hydroxyde de sodium versé pour atteindre le pH du point

équivalent E lors de la neutralisation du miel.
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Introduction

Apres un demi-siecle d' utilisation d’ antibiotiques, I’ émergence et la dissémination de
la résistance bactérienne a cette classe thérapeutique posent un probléme de santé publique
important et préoccupent les spécialistes en médecine humaine et vétérinaire (Athmani et
al.,2018). De cette optique les Escherichia coli aviaires, bien qu'ils soient considérés par
beaucoup comme pathogene secondaires, elles affectent tous les systémes de production et

engendrent de lourdes pertes économiques dans | e secteur avicole (Barnes et al., 2008).

Le développement de nouveaux agents thérapeutiques et le retour a la médecine naturelle
Savere trés nécessaire pour lutter contre les phénomenes de la résistance bactérienne
(Goldmann etHuskins, 1997). En effet, les produits de la ruche (miel, propolis, pollen)
sinscrivent dans cette tendance, grace a leurs activités thérapeutiques et surtout

antibactériennes (Foudil, 2017).

Le miel est I'un des aliments les plus complexes de la ruche (Codex Alimentarius, 2001). Il
possede des caractéristiques physico-chimiques trés variables dues aux conditions climatiques
et environnementales et a la diversité des origines des plantes a partir desquelles elles sont

récoltées (Cimpoiu., et al, 2012).

La propolis est la substance aseptisante de la ruche gréce a ces mécanismes
antimicrobiens a large spectre, Elle est pourvue d’ une trés forte activité antibactérienne étant
riche en flavonoide et en acides phénolique (Mickaél, 2010).

Le pollen renferme de fagon trés compl éte tous les éléments indispensables alavie des
organismes du regne animal et végétal, comme étant un éément protecteur S opposant au
développement de certaines variétés microbiennes, et agissant en harmonie naturel et en
synergie (Dextreit R, 1963).

L’ étude scientifique des produits de la ruche, utilisés a des fins médicales ne s est
développée que récemment. Le Pr. Descottes, pionnier de I'utilisation du miel dans les
pansements, a permis de crédibiliser les produits du rucher aux yeux de la communauté
scientifique. Médecine naturelle ne veut pas dire médecine approximative, sans bases ni

fondements ; et les produits de la ruche, sources illimitées de remedes, méritent toute notre

attention. (Assie, 2004).



Nous aborderons tout d’abord une approche géenérale des produits de la ruche ; miel,
propolis et pollen. Ainsi que des généadlités sur E-Coli.Par la suite, une éude plus
approfondie nous menera a découvrir la composition du miel; analyse physicochimique (la
teneur en eau, la conductivité éectrique, le pH, I’ acidité libre, et lateneur en cendres) d une
part, et I’évaluation des niveaux de résistance de cette bactérie aux antibiotiques selon les
normes CLSI d'autre part. Enfin, une troisiéme et derniére partiequi S articule autour de
I’ estimation de I’ effet antibactérien des produits de la ruche ; miel, propolis et pollen récoltés

de quelques régions de notre pays sur E-coli aviaire les plus résistantes (N=4).

L’ exploitation de ces produits est une piste prometteuse pour remédier au phénomene
de I’antibio-résistance et |’ élaboration des perspectives d un traitement alternatif vis-a-vis E-

Coli Aviaire pathogene.
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1.1. Définition

Le mot propolis est d'origine grecque ("pro” - devant et "polis' - cité), en référence
aux observations des apiculteurs qui avaient mis en évidence cette résine al'entrée de la ruche
(Cayet, 2007)

La propolis est une substance généralement brune mais qui peut étre également de
couleur rouge, verte, voir méme jaune. Elle est de saveur pimentée et brdlante. Elle est
produite par les abeilles a partir de la récupération de résine de végétaux, principalement des
coniféres mais aussi sur les bourgeons des peupliers, des saules et des aulnes. Les ouvrieres
recueillent ces résines avec leurs mandibules puis la transportent dans les corbeilles de leurs
pattes arriere (sacs a pollens). Ces pelotes de propolis sont immédiatement retravaillées par

les magonnes qui y apportent de lacire et leurs sécrétions salivaires.
Au sein delaruche, lapropolis a un double intérét, architectural et sanitaire :

a. unintérét architectural : lesabeilles|'utilisent comme un véritable mortier qui permet le
colmatage des fissures ou interstices et donc I'éanchéité. Par ailleurs il est aussi utilisé
pour le renforcement des rayons ou parties endommagées de la ruche ce qui permet
d'assurer |a protection de la colonie en réduisant les possibilités d'entrée dans laruche ;

b. un intérét sanitaire: la propolis est la substance aseptisante de la ruche de par ses
propriétés anti-infectieuses (antibactérienne et antifongique). Une fine couche y est
déposée dans les avéoles ou les reines pondent les ceufs afin d'éviter la prolifération de
bactéries telle que le paenibacillusarvae (loque américaine). Elle sert également a
momifier les animaux intrus morts (souris par exemple), trop imposants pour étre évacués
de la ruche par les abeilles elles-mémes, ce qui évite leur décomposition (Donadieu,
2008).

1.2.L aRécolte
L’ apiculteur possede deux moyens principaux de récolter la propolis, par raclage et

grattage ou par des grilles (Waring et Waring, 2012)

- Laméthode par raclage et grattage des cadres et paroisde la ruche est réalisee al’aide d’un
couteau. Si cette méthode est utilisée, elle se passe la plupart du temps I” hiver. En effet ¢’ est
la saison idéale pour cette mission car la propolis est plus dure et plus friable et de ce fait se
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décollera plus facilement de ses supports. L’inconvénient de cette méthode est qu'il y a
beaucoup d'impuretés telles que des débris de bois, des petits clous, des fragments d’ abeilles
et autres qui devront étre éliminés aprés la récolte. De ce fait cette méthode n’est pas tres

utilisée;

- La seconde méthode consiste a placer des grilles en plastique souple au-dessus des cadres.
Etant donné que les abeilles ne supportent pas les trous, elles s empressent de les boucher
avec de la propolis. L’ avantage de cette méthode est la récolte de propolis avec trés peu
d impuretés. Les grilles sont ensuite mises au congélateur afin que la résine soit cassante et

donc plusfacile arécolter.

Figure N°01 : Grille en plastique souple ou serarécoltée la propolis

Saurce hitp:/An. aloemagazine com/propalis-abeille/ (r‘nnq I1téle 16/03/20] Q)

1.3. Composition moyenne dela propolis

Les composés sont répartis de la maniére suivante :

- 50% de résine et de baumes

- 30% de cire végétale ou d'abeille

- 10% d'huiles essentielles

- 5% de pollen

- 5% de substances organique et minérale (Xu et al., 2009 ).

Les composés aromatiques sont les composés les plus représentés dans la propolis, de
par leur nombre mais aussi par leurs qualités biochimiques. Parmi ces composesil y a:I’acide
benzoique le benzaldéhyde et ses dérivés, I'acide et I'acool cinnamique et leurs dérivés, les
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flavonoides des composés terpéniques, d'acides aminés dacides gras les
vitamines(Car dinault et al., 2012).
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1.4. Lesdifférents chémotypes de propolis
Selon la région ou la propolis est récoltée, elle n’aura pas la méme couleur ni tout a
fait les mémes concentrations en composes. Les différentes propolis qui existent sont les

propolis verte, rouge et brune :
- La propolis brune ou européenne est issue la plupart du temps des peupliers.
- lapropolisverte, vient du Brésil et est issue de Baccharisdracunculifolia.

- La propolis rouge, provient essentiellement de Cuba, du Mexique, du Brésil et est issue de
Dallergiaecastophyllum.

1.5. Lespropriétésthérapeutiques dela propolis
La propolis est surtout reconnue pour ses propriétés antivirales, antibactériennes,

antifongiques, antioxydantes et antiparasitaires.

1.5.1. Propriétés antibactériennes
Les propriétés antibactériennes de la propolis sont les plus connues et les plus
documentées. Ainsi les Egyptiens I’ utilisaient pour embaumer les morts et ains éviter la

putréfaction.

Les principaux agents antibactériens identifiés dans la propolis sont les flavonoides
avec la quercetine, la galangine et la pinocembrine. D’autres agents ont également été
identifiés comme I'acide caféique, |I'acide benzoique, I'acide cinnamique. Ces derniers
agiraient plutét sur la membrane cellulaire ce qui expliquerait que I’ activité bactéricide a é&té
démontrée avec une plus grande efficacité sur les bactéries Gram+ que sur les Gram-, et laisse

fortement supposer une action directe sur le peptidoglycane.

Le spectre antibactérien de la propolis est large avec une activité antibactérienne
démontrée sur de nombreux germes : Saphylococcus aureus et mutans, Streptococcus
sanguinis et mutans, BacillusCreus et subtilis, Proteusvulgaris et mirabilis, Pseudomonas,
Listeria, Salmonelles, Clostridium, Escherichia Coli et faecalis et Helicobacterpylori (liste
non exhaustive) (Banskota, 2006 ;Choi, 2006 ; Baltaset al., 2016).
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Les mécanismes antibactériens de la propolis sont multifactoriels : blocage de la
division cellulaire, désorganisation du cytoplasme, inhibition de la synthese protéique ou

encore inhibition du processus d adhésion de la bactérie (Scazzocchio et al., 2006).

1.5.2. Propriéésantivirales
I"inhibition par la propolis du virus de la mosaique du concombre, du virus des taches
du tabac (Nolkemper et al., 2010 ; Schnitzler et al., 2010).

1.5.3. Propriétés anti-inflammatoir es

Deux mécanismes anti-inflammatoires de la propolis ont éé identifiés :
- Le premier mécanisme consiste en une inhibition de I’ interleukine 6 (I1L-6).

- Le second mécanisme implique le CAPE, qui intervient comme un puissant modulateur du
meétabolisme de | acide arachidonique(Rossi et al., 2002).

1.5.4. Propriétés antifongiques

Les propriétés antifongiques de la propolis sont fortement suspectées par le fait qu'il
ne soit pas retrouvé de moisissures sur les cadavres de petits animaux dans la ruche(Ozcan,
2004).

1.5.5. Propriétés antiparasitaires

Une action antiparasitaire a éé démontrée in vitro sur de nombreux parasites :
Trypanosoma, Leishmanias, Giardia lamblia, Giardiaintestinalis, Ascaris lumbricoides,
Enterobiusvermicularis, Trichocephalusdispar, Trichomonas vaginalis (liste non exhaustive)
(Abd el-Fattah et Nada, 2007).

1.5.6. Propriétés antioxydantes
Les propriétés antioxydantes de la propolis sont dues aux tres nombreux flavonoides
gu’ elle contient (Shigenori et al., 2004).

1.5.7. Propriétés cicatrisantes
La propolis est utilisée pour favoriser les processus de cicatrisation notamment lors de

brllure.
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2.1. Définition

Le miel est une substance alimentaire naturelle. La directive européenne 2001/110/CE
et le Décret n°2003-587 du 30 juin 2003 le définissent comme suit :« Le miel est la substance
sucrée naturelle produite par les abeilles de I’espece Apis mellifera a partir du nectar de
plantes ou des sécrétions provenant de parties vivantes des plantes ou des excrétions |aissées
sur celles-ci par des insectes suceurs, qu’elles butinent, transforment en les combinant avec
des matieres spécifiques propres, déposent, déshydratent, entreposent et laissent marir dans

les rayons de laruche. (Donadieu, 1978).

2.2. Originedu mid
Jean -Prost (1987) affirme que le miel peut étre soit d'origine florae (nectar des
fleurs), soit d’ origine animale (excrétions d’ insectes).

2.2.1. Lemiellat

Un terme générique définissant les rejets métaboliques des homopteres, déposés sur
les feuilles et au pied de la plante hote. Cette excrétion contient des sucres, 90 a 95 % de la
matiere seche (Wackers, 2000 ; Yao et Akimoto., 2001), des minéraux, des vitamines, des
lipides, des acides aminés libres et des acides organiques (Way, 1963 ; Buckley, 1987a;
1987b).

2.2.2. Lenectar

C’est une solution diluée de sucres variés, il constitue la matiere premiére de la mgjorité
des miels. Le nectar est recueilli dans les fleurs au niveau des petites glandes végétales dites
les nectaires. Sa production dépend de I'ége, de la taille, de la position de la fleur, de
I"humidité relative de I’ air, de ladurée de la floraison, du sexe des fleurs, de |’ espéce (Sanz et
al., 2005).

4+ Selon Sanz et al., (2005), les miels a base de nectar sont divisés en deux groupes:
2.2.2.1 Miels mono floraux

Ce sont des miels provenant d’ une plante déterminée et présentent une dominance d’ une

seule variété de pollen (L ouveaux, 1980 ; Hamadane, 1988).



2.2.2.2 Miels multi floraux
Ce sont des miels produits par plusieurs especes végétales et présentent une grande variété de

pollen sans dominance.

2.3. Récolte et conservation

2.3.1. Récolte

La récolte de miel s effectue lorsque les cadres de la ruche sont remplis et que la
floraison est terminée. Apres avoir chassé les abeilles par enfumage, |’ apiculteur retire les
cadres de miel situés en hauteur, puisil les transporte dans la miellerie et enléve les opercules
a l’aide d' un couteau a désoperculer. Les cadres sont ensuite placés dans un extracteur qui
permet, grace a laforce centrifuge, de faire couler le miel dans la cuve. Le produit obtenu est
ensuite filtré pour @iminer lesimpuretés ou les restes de cire (Cuvillier, 2015).

2.3.2. Conservation
Le mid doit étre conservé a 15°C, al’abri de lalumiére, de lI'air et de I’humidité et doit

étre préférentiellement consommé dans I’ année qui suit sarécolte (Clément, 2004).

2.4. Composition

Lemiel contient :

e Un certain pourcentage d'eau qui varie en moyenne de 16 a 20% (Bogdanov et
al., 2006) ;

e Desglucides (sucres) qui représentent de 75 a plus de 79% (Delphine, 2010)

e Desprotides (moins de 1 %)(Domerego et al., 2009) ;

e Desacides organiques et des lactones pour 0,3 % ;

e Des substances minérales et des oligo-éléments (0,2 environ) (Domerego et
al., 2009) ;

e Des vitamines: (Vitamine B1, B2, B3, B5, B6, B8, B9) (Domerego et al.,
2009) ;

e Desenzymes: (lasaccharase et |’ amylase) (Domerego et al., 2009) ;



D’ autres substances diversestelles que :

Des substances aromatiques, un principe cholinergique proche de I’ acétylcholine, un
principe cestrogene, des grains de pollen, des colloides (proténes, pigments, etc.) et Plusieurs
facteurs antibiotiques (Donadieu, 1978).

2.5. Effet antibactérien

Le miel inhibe la croissance d un grand nombre de bactérie, y compris les bactéries
pathogénes (Bogdanov, 1997), |’ activité est la plus importante quand le miel est administré de
facon topique, directement sur les zones contaminées. Le miel est bactériostatique et
bactéricide. L’ activité antibactérienne est due a plusieurs facteurs :

o L’effet osmotique: le mie est une solution sursaturée de sucre (hypertonique).
L’ hypertonicité provoque la lyse des bactéries par déshydratation et inhibe la
croissance des bactéries avant d’induire leurs morts.

e Leph faible: un pH acide est un milieu défavorable au développement de la plupart
des germes.

e Le peroxyde d’hydrogene H202: L’activité antimicrobienne de certains miels

dépend de leur contenu en peroxyde d’ hydrogene endogene (Brudzynski, 2006).

L’enzyme glucose-oxydase (sécrétée par les glandes hypo pharyngiennes de I’ abeille)
forme |le peroxyde d’ hydrogene H202 (aux propriétés antiseptiques) par oxydation de glucose
et la catalase scinde le peroxyde en eau et dioxygéne comme suit (Bogdanov et Blumer,
2001).

Glucose—oxidase
Glucose + H20 ——— — acide gluconique +H202

catalase
2H202 —— 02+ 2H20

e Lesfacteurs non peroxydes: On trouve le méthylglyoxal, la bee-defesin, composés

polyphénoliques, des flavonoides.
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3.1. Définition

Le terme pollen dérive du grec : «palé», qui désignait alafoislafarine et la poussiere
pollinique. 1l constitue chez les végétaux supérieurs I'éément mobile méle des plantes a
fleurs que I’ on peut définir d’ une maniére imagée comme une sorte de « sperme veégétal ». Le
grain de pollen produit les gamétes méles : ¢’ est donc le gamétophyte méale des plantes a
graines. Il représente une multitude de corpuscules microscopiques contenus dans les sacs
polliniques de I’ anthére a I’ extrémité des é&amines delafleur (Donadieu, 1982 ; Jeans-Prost
et Medori, 2005). Le pollen se présente sous forme de « pelote » ; une pelote pése de 20 a
25mg ; elle contient de 3 a 4 millions de grains de pollen. 1a couleur, I’ apparence, I’ odeur le
gout et la composition du pollen varient fortement selon |’ origine florale (Bogdanov et al.,
2004). Le pollen est I'adiment prépondérant de la colonie, la régularité et I'ampleur de ses
apports conditionnent la ponte de la reine et donc la vitalité de la ruche (Clément, 2014), et
pour cette raison les apiculteurs |’ appellent communément « pain d abeille » (Vaissier e, 2002
; Leblanc et al., 2009).

3.2. Structure et forme du pollen
e « Autant de fleurs différentes,autant de pollens différents»c’ est-a-dire que selon
I’ origine botanique, il existe pour chaque pollen des différences sur le plan d’ aspect
ains que la couleur. En général,Un grain de pollen mesure de 2,5 a 220 microns
(Donadieu, 1982), I'examen microscopique permet d’identifier sa famille, son genre,
son espéce végétal (Agromisa Fondation, 2005)et le fait apparaitre sous une forme
sphérique ou ovoide enrobé, La couleur du pollen est variable d’ une plante a une

autre. Elle peut aller du jaune trés péle jusgu’ au noir en passant par le marron.

Il est constitué d’ une membrane ou sporoderme composée d’ une envel oppe complexe

formée de deux couches:

e une couche extérieure ou |’exine est une enveloppe dure qui protége parfaitement
I” élément fécondant ;

e Une couche intermédiaire entre la cellule et I’exine .c’est pourquoi €elle a été appelée
intine, qui offrent une protection mécanique contre |’ écrasement (les pollens apicoles)
(Richard etal., 2012) ;

10
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e la cdlule possede deux noyaux, le végétatif et le reproducteur (Robert Andrean,
2017).
3.3. Origine et pollinisation
3.3.1. Origine

Le pistil et les étamines sont les organes reproducteurs des fleurs. Les éamines

représentant les organes males situées autour du pistil, composeées par le filet et |’anthere.
C'est I’anthére, portion terminale renflée de I’ &amine, qui renferme dans les sacs polliniques
le pollen, de grosseur et de forme variable (Donadieu, 1982).

3.3.2. Lapallinisation

Au moment de la floraison, |’anthére s ouvre et laisse s enfuir le pollen de ses loges,
gui devra atteindre le stigmate du pistil afin de féconder les ovules qui se transforment en
graines (Chauvin, 1968).

e Sile pollen tombe sur le pistil de la méme fleur, il sagit dela pollinisation directe,
qui entraine |” autof écondation.

e Sl est transporté sur le pistil d autres fleurs ¢’ est la pollinisation indirecte, qui assure
la fécondation croisée. Le pollen transporté par les insectes (pollen entomophile) et
celui transporté par le vent (pollen anémophile).

3.4. LaReécolte
3.4.1. Par I'abeille

Le pollen est récolté par les abeilles au cours du butinage principalement alafin de
I'hiver et au printemps. En effet, les butineuses sont parfaitement équipées, pour recueillir

cette fine poudre (Jean-prost, 1987).

Les abeilles agglomeérent les grains microscopiques, faconnant ainsi par addition de
secrétions salivaires et d’ une certaines quantités de nectar, d’ environ 7 a 8 mg de pelotes. Une
paire de pelote pese 20 mg, et une ruche a besoin de 20 a 60 kg de pollen par an. Ce dernier
est entrepose dans les alvéoles qui se trouvent autour du couvain, Il est tasse par les ouvrieres

et subit une fermentation lactique pour qu’il se conserve mieux (Frankckh-kosmos, 2003).

3.4.2. Par I’homme
La récolte se fait par un appareil nommé : Trappe a pollen ,c’ est une grille qui retient

les pelotes accrochées aux pattes des abeilles lorsque celles-ci rentrent a la ruche, et puis ces

11
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pelotes sont recueillis dans des tiroirs placés sous les trappes et cela journellement, ou au

maximum tous les 2 ou 3 jours selon les conditions climatiques locales , les tiroirs sont
ensuite vidés dans une boite rigide ou dans un sac de plastique , nettoyés sommairement et
remis en place (Donadieu, 1982 ; Jean-prost, 1987 ; MariekeM utsaers, 2005 ).

3.5. Conservation
Pour assurer une bonne conservation du pollen, il faut procéder a plusieurs opérations

SUCCESSIVES :

3.5.1. Leséchage
Les pelotes du pollen doivent étre séchées tout de suite apres la récolte, on procéde a

un séchage artificiel avec un séchoir ou |’ opération dure plusieurs heures a40° C.

3.5.2. Letriage
Afin d'édiminer les petites impuretés susceptibles de se trouver dans le pollen (ailes,
pattes, ou parties d'abeilles). Le triage de petits lots se pratique a la main, avec une
pincette, en revanche les spécialistes emploient des appareillages trés éaborés (du
type Tarare) permettant de traiter de plus grandes quantités alafois.

3.5.3. Lestockage
Il convient de conserver le pollen dans un endroit sombre et sec, afin de lui garder
toute ces vertus et le stock dans des récipients divers (fts, seaux, sacs en matiere
plastique neutre, etc.) parfaitement clos et éanches pour éviter toute reprise
d'humidité.

3.6. Composition
Stimulant, tonifiant, Le pollen renferme de fagon tres complete tous les ééments
indispensables ala vie des organismes du regne animal et végétal, éément agissant en

harmonie naturel et en synergie.

e Lateneur en eau est en moyenne de 10 a 12% pour le pollen frais et de 4%

pour le pollen asseché (Donadieu, 1983) ;
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e Les glucides représentent environ 35% du poids total du pollen (Donadieu,

1983) ;

e Lafraction lipidique du pollen varie en quantité (del a20 % du poids a sec) ;

e Les protidesreprésentent 20% dont une grande partie se repéere sous forme
d acides aminés qui sont soit a |’ état libre (en majorit€), soit al’éat combiné
(Donadieu, 1982) ;

e Vitamines et minéraux : vitamines du groupe B, ains que la vitamine C.il
contient aussi un large éventail de substances minérales et oligo-é éments.

e Substances divers: telle que la rutine, certaines substances antibiotique,
bactériostatique, des hormones de croissances (gibbérellines). On y trouve
auss des flavonoides, des pigments, des ardmes et des huiles volatiles
(Donadieu, 1982 ; Domer ego, 2006).

3.7. Propriétés thérapeutiques

3.7.1. Action antibactérienne du pollen

Le pollen serait un éément protecteur, s opposant au développement de certaines
variétés microbiennes (Dextreit, 1963), ce qui a été montré selon certaines études que les
extraits d’ éthanol de pollen ont une activité antibiotiques assez forte et efficace sur I’ agent
pathogéne des bactéries grams positives humaines (comme les staphylococcus aureus et les
bactéries gram négatives (notamment Escherichia coli,Pseudomonasaeurgionsa), cette
activité est due au flavonoide et acide phénolique que contient le pollen I'activité
antibactérienne du pollen est comme celle du miel ,liée a sateneur en glucose oxydase ( Jean-
prost, 1987).

3.7.2. Action tonifiante, stimulante et métabolique du pollen

Le pollen renferme des effets régulateurs agissant a différents niveaux et possedant
une triple action au plan : de la croissance, de I’équilibre organique et de I’ énergie vitae
(Andreani, 2017).

3.7.3. Action dépurative et anti-oxydante
Le pollen possede des intéréts majeurs dans la prévention des maadies due a sa

richesse en composés qui sont essentiellement |es polyphénols.
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3.7.4. Action digestive et anti-inflammatoire du pollen

Permet |a régulation des fonctions intestinales, Le pollen joue aternativement un réle
dans le réveil d'un transit paresseux et dans le traitement de la diarrhée gréce a ces propriétés

antibiotiques (Jean-prost, 1987 ; DomeregoRoch, 2006).

3.7.5. Action cardio-vasculaire du pollen

Le pollen participe a I’ établissement d'un équilibre et d’'un bien étre, cardiague et
vasculaire. 1l contribuerait a la régénération du sang, notamment en augmentant le taux
d’ hémoglobine (Dextreit, 1963).

3.7.6. Action sur le systéme neuropsychique
Le pollen possede une propriété qui aide a la réalisation de I'équilibre nerveux
(Dextreit, 1963).

3.7.7. Action sur L’appareil génito-urinaire
Traitement des troubles de la prostate, de la cystite a colibacilles (Donnadieu, 1982).
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4.1. Définition
Escherichia coli, aussi mentionnée comme E. coli; c'est une bactérie qui a éé

Chapitre IV .GENERALITES SUR E COLI

découverte en 1885 par Théodore Escherich, son nom actuel a été proposé en 1919 pour
reclasser une espéce préalablement connue sous les noms de « Bacterium coli commune », de

« Bacillus coli » ou de « Bacterium coli » (Grimont, 1987).

Le genre Escherichia regroupe cing espéeces : E. blattae, E. coli, E. fergusonii, E.
hermanii et E.wulneris. Chague espéce d Escherichia possede des caractéristiques

biochimiques spécifiques, permettant de les différencier(M ontet, 2009).

4.2. Classification

L’espece Escherichia coli appartient au genre Escherichia de la famille
desEnterobacteriaceae qui a son tour fait partie de I’ ordre des Enterobacteriales, du regne des
bactéries (bacteria) (Bergy et Holt, 1994).

4.3. Morphologie

E. coli est un bacille, de forme cylindrique (batonnets) ou Cocco bacillaire, gram négatif
uniformément coloré, de 2um a 4um de long sur 0.4 a 0,6pum de large, non sporulé€, isolé ou
groupé en diplocogue (diplobacilles), tres rarement ils sont rencontrés en amas. Ills sont

mobiles avec une structure flagellaire péritriche(Payne, 1988).

4.4, Structure antigénique

Les principaux antigenes des Escherichia coli sont :

e Lesantigénes O : L’antigene O est déterminé par amplification de groupes de
genes rfb (replicationforkbarrier).

e Lesantigenes H : les techniques reposent sur I’amplification et la restriction
du génefliC (C flagellin).

e LesantigénesK : il Sagit des antigénes K qui sont désignés par les lettres L,
A et B (Alain et Bernard)

4.5. Habitat
La bactérie E. coli est considérée comme un héte normal non pathogéene c est-a-dire,
commensal de la microflore digestive de I’homme et de la plupart des animaux a sang chaud

(carnivores, omnivores, herbivores et oiseaux)(Gordon et Cowling, 2003).
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4.6. Caracteres culturaux et biochimiques

E. coli est aérobies anaérobies facultatifs, capable de croitre sur des milieux ordinaires
en 24h a une température optimale de 37°C, et auss elle pousse sur des milieux sélectifs tels
gue Mac-conkey et Hektoen(Catherine, 2007).

Selon Guechi (2002) environ 70% des souches mobiles donnent les caractéres suivants :

e Gaz en glucose positif en général.

e Production d'indole positif.

e Lactose, mannitol, sorbitol positif.

e B-galactosidase (ONPG) positive.

e Phénylalanine-désaminase, uréase, oxydase, gélatinase, malonate, inositol, H2S,
citrate de Simmons négatifs.

e Rouge de méthyle positif.

e Vogues Proskauer (VP) négative.

4.7. Pouvoir pathogene

Certaines bactéries d'E. Coli peuvent acquérir des facteurs de virulence particuliers et
donner soit des pathologies extra-intestinales (méningites, infections urinaires) soit des
pathologies intestinales. (Tenaillonet al., 2010).

Parmi les E. coli intestinaux, 6 pathovars intestinaux ont été décrits selon la base des signes
cliniques oObservés e des facteurs de pathogénicité exprimés : E. coli
entéropathogenes(EPEC), E. coli entéroinvasifs(EIEC), E. coli entéroagrégatifs (EAgg ou
EAEC), E. coli entérotoxinogenes(ETEC), E. coli a adhésion diffuse (DAEC) et E. coli
enterohémorragiques (EHEC) (Baylis et al., 2006 ; Catherine B, 2007).

4.8. Facteursdevirulence
Les E. coli du groupe APEC (avianPathogenicE. coli), responsables des colibacilloses
aviaires, possedent des facteurs de virulence parmi lesquels on peut citer :

e Une capsule qui soppose ala phagocytose.
e Des protéines de la membrane externe et le LPS donnant aux bactéries la capacité
d'échapper a l'activité bactéricide du serum de I'h6te en sopposant a la fixation du

complément.
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e Des systemes de captation du fer (les sidéro_phores), fournissant aux bactéries le fer

indispensable aleur multiplication.

e Desadhésines, qui conferent aux souches qui les possedent la propriété de se fixer aux
cellules épithdliales.

e Des toxines (I'endotoxine, les entérotoxines, les cytotoxines, I’ hémolysine) (Baylis et

al., 2006).

4.9. Résistance aux antibiotiques

Les E. coli pathogénes aviaires (APEC) provoquent de nombreuses pertes économiques
suite aux mortalités embryonnaires et du jeune poussin. Aucun vaccin efficace n’est
disponible pour I'instant et I’antibiothérapie ciblée est le seul moyen de lutte contre les
colibacilloses aviaires malgré I’ incidence croissante des rési stances comme | es rési stances aux
B lactamine (Chao et al., 2006).
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1.1. Matériel et méthodes

Chapitre | .MATERIEL ET METHODES

1.1.1. Lieu et périodedetravail :

Notre travail aeu lieu
e Au laboratoire de microbiologie de I'institut des sciences vétérinaires de

Tiaret.
e Au laboratoire de technologie alimentaire de la faculté des sciences de la
nature et de lavie, université Ibn Khaldoun Tiaret. .

Il S est étalé sur une période de quatre mois (février - Mai 2019).

1.1.2. Matériel

1.1.2.1. L’ échantillonnage
Le matériel végétal qui a servi pour les différentes analyses et techniques était
constitue :
e Deux échantillons du mid; le MC (miel de jujubier/cédre);
provenant de la région Ain deheb -Tiaret. Le ML (mid
d euphorbe/loubaina) originaire de lawilaya d’ el Bayad.
e Un échantillon de pollen (P) (frais) originaire de lawilaya de Blida. Il
a été stocké dans un récipient en plastique parfaitement clos et étanche
pour éviter toute reprise d'humidité et conservé au réfrigérateur.
e Propolis: deux échantillons ont été obtenu; la P6 auprés d'un
apiculteur de la wilaya de Tiaret et la P10 provient du sud algérien.les
échantillons sont stockées dans de petits flacons hermétiquement

fermés, et al’abri delalumiére.

1.1.2.2. Matérid biologique

L’ activité antibactérienne du midl, de la propolis et du pollen a porté sur quatre isolats
notées R1, R4, R16 et F1 de la souche bactérienne, E. coli aviaire. Ces quatre isolats
appartiennent a la collection du Laboratoire de pathologie aviaire de I'ingtitut vétérinaire de
Tiaret. Elles ont été isolées a partir des poul ets atteintes de la colibacillose provenant de deux

régions Tiaret et Tissemsilt.
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1.1.2.3. Matériel et consommables delaboratoire

La verrerie, |’ appareillage et les produits utilisés dans notre étude pour les différentes

méthodes sont illustrés dans le tableau N°01

Tableau N°01 : Matériel et consommables utilisés pour les différentes méthodes des anal yses

physi cochimiques, la confirmation des souches et I’ activité antibactérienne.

Appareillage Consommables, verreries | Solutions, milieux et réactifs
et autres

-Spectrophotomeétre (Shimadzu). - Boites de pétrie (60mm). -Eau distillé stérile.
- Ecouvillons. -Mueller-Hinton (Annexe N°05)

- Incubateur (Memmert).

- Balance analytique (OHAUS).
- Microonde (LG).

- Agitateur (vortex).

- Autoclave.

-Minuteur.

-Agitateuré ectromagnétique.

Balance analytique- (KERN) pas
+120g

-Etuve (310/MAX)
-PH-métre (SCHOTTERATE
CG6822)

-Conductivimeétre

-Four a moufle
(HERAEUSInstrumnt)

-Microscope optique.

- Seringues de 5ml et 1ml.
- Tubesa S.

- Flacons en verre de 180 ml.
- Pipettes pasteur.

- Béchers de 1000m;
-Verre de montre.
-Capsule de pesée.
-Compte —g.

-Pissettes.

-Spatule.

- Bain marie (GFL).

- Bec bunsen.
-Dessiccateur
-Fiolejaugée

-Burette de 25 ml
-Entonnoir

-Barreau magnétique

- Lames.

-Solution tampons

-Hydroxyde sodium (0.05N)
NaOH
- Phénophtal é ne(CZOH 1404)

- Chlorure depotassium (Kcl)
-Mac Conkey.

-Violet de gentiane.

-Fuchsine de ziehl.

-Lugol.

-Huile aémersion.

-Alcool 70°.

-Eau distill ée.

-Eau physiologique 0.9 %.
-Disques d’ oxydase.

-Réactif Kovac,(bio Mérieux ;
France)

-Réactif TDA,( bio Mérieux ;
France)
-Réactif  VP1,
pasteur d’ Algérie).
-Galerie Api 20 E.

VP2 (ingtitut
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1.2. Méthodes

1.2.1 Protocol expérimental

Analyses effectuées sur chague

échantillon du miel

|

3 I
Qnalyses physiques > <Ana|ysas chimiques >

- |
v ! v ! Y
PH Conductivité é ectrique Aciditélibre Taux Taux de
d humidité
cendres.

l

Caractérisation
physicochimique des miels.

Figure N°02 : Les différentes anal yses physicochimiques du miel.

20




fa

1.3. Analyses physicochimiques
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1.3.1. Taux d’humidité (AOAC,2000)
L’humidité est mesurée en déterminant la perte de poids de |’ échantillon aprés son
séchage dans I’ é&uve a une température déterminée.

- Sécher des capsules vides al’ éuve durant 15 min a105°C ;
- Tarer les capsules aprés refroidissement dans un dessiccateur ;

- Peser dans une capsule 5g de chague échantillon, € les placer dans I’ é&uve a 105°C
pendant 3heures;;

- Retirer lescapsulesdel’ étuve, leslaisser refroidir dans le dessiccateur, puis les peser.

Figure N°03 : Détermination de lateneur en eau (photo personnelle

2010\

1.3.2. Taux de cendres (CODEX, 1977)
Cette méthode a pour objet de déterminer la teneur en cendres, qui sont les résidus de

la destruction de la matiére organique apres incinération.

» Modeopératoire

- Peser 3g de chague variétés du miel dans des capsules en porcelaine calcinées et
tarées;

- Pour éviter la production de la mousse, carboniser les échantillons a I’aide d’un bec
bunsen ;

- Placer les échantillons dans un four a moufle a 550°C pendant 3 heures, jusqu’a
I’ obtention d’ une couleur grise, claire ou blanchétre ;

- Retirer les capsules du four et les mettre arefroidir dans le dessiccateur, puis les peser.
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Figure N°04 : Détermination de lateneur en matiéere minérale(photo
Personnelle 2019).

1.3.3. Conductivité électrique
conductivité électrique est mesurée a 20°C d’une solution & 20% de matiére seche et
effectuée al’aide d’ un conductimeétre avec électrodes.

La détermination a éé effectuée selon le Journal Officiel de la République
Francaise, 1977.

» Modeopératoire
- Verser lemiel dans un bécher;
- Etalonner |’ appareil avec la solution de chlorure de potassium (Kcl 0.1N) ;
- Plonger les électrodes dans la solution ;

- Fairelalecturelorsque latempérature est a 20°C.

1.3.4. Dé&ermination du pH

C’est la mesure du potentiel hydrogéne d’ une solution a 10% al’aide d’un pH- métre.
le PH métre est étalonné avant son utilisation. La détermination a été effectué selon la norme
du CODEX n°77-79 (CODEX, 1977).

» Modeopératoire
- Verser lasolution dans un bécher ;
- Etdonner |’ appareil avec deux solutions tampons (pH=07 et pH=04) ;
- Plonger I’ dectrode dans le bécher, la valeur du pH s affiche au potentiométre.
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1.3.5. L aciditélibre
L’ acidité libre est obtenue par la neutralisation de 25 ml de cette solution avec NaOH
(Amrietal.,2007).

» Mode opératoire

- Remplir la burette avec une solution d'hydroxyde de sodium NaOH a 0.05N.

- Placer le bécher contenant les 25,0 ml de solution de miel en dessous de la burette et
mettre en marche |'agitateur magnétique en versant 3 a4 gouttes de I’indicateur coloré
phénophtaléine.

- Titrée cette solution avec de |I’hydroxyde de sodium (NaOH) et noter le volume

d’ hydroxyde de sodium versé pour atteindre le virage de la couleur.
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1.4. Analyses microbiologiques

Observation microscopique

Coloration de gram

Test d’Oxydase

Identification biochimique | » Galerie Api 20E

10 Antibiotiques ::> Antibiogramme
Figure N°05 :

Protocol expérimentale de la confirmation des isolats et antibiogramme.
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Afin d évauer in vitro I'activité antibactérienne des différents échantillons (miel,
pollen et propolis) vis-a-visles bactéries d E. coli aviaire pathogénes ; quatre isolats (R1, R4,

R16, et F1) de la méme souche bactérienne sont utilisés a cette fin (tableau n°02)

Tableau N°02 : Les quatre isolats étudiés

Code Prélevement Groupe bactériens Souches
bactériennes

F1 Foi Gram- Escherichia coli,
Isolat F1 CH

R16 Rate Gram- Escherichia coli,
Isolat R7pcl6

R1 Rate Gram- Escherichia  coli,
Isolats R7 pcl

R4 Rate Gram- Escherichia  coli,
Isolat : R7 pc4

1.4.1. Confirmation des souches
1.4.1.1. Observation microscopique (coloration de Gram)

Lacoloration de Gram a été effectuée selon |e protocol e décrit par Prescott et al (2003)

> Modeopératoire

» Rédiser unfrottiset le fixer alaflamme

» Couvrir lefrottis avec du cristal violet et laisser en contact 1 minute; Laver |*exceés du
colorant avec de | eau distillée.

> recouvrir lefrottis de Lugol et laisser agir pendant 30 secondes ; Laver al‘eau distillée
pendant 5 secondes.

» Rincer immédiatement le frottis a I'alcool jusqu‘a disparition compléete de la
coloration violette ; Laver al‘eau distillée pendant 5 secondes.

» Recouvrir la préparation de Fushine, laisser agir environ 3 min. lavez abondamment.

puis sécher entre deux feuilles de papier essuie-tout.
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> Déposer une goutte d'huile a immersion sur le frottis et observer au microscope
Optique a un fort grossissement (a |’ objectif X 100). Lecture : bactéries Gram négatif

(coloration rouge), bactéries Gram positif (coloration violet).

1.4.1.2. Test d’ Oxydase (Joffin et Leyral, 2005)
» Letest doxydase est ala base de I’identification des bactéries Gram -. |l consiste &
mettre en évidence la capacité de la bactérie testée, a oxyder la forme réduite incolore
de dérivés N-méthylé du paraphényléne diamine, en leurs formes oxydées semi-

guinoniques rose-viol acées.

1.4.1.2.1. Technique
= Sur une lame de verre, déposer un disque imprégné de N-diméthyl-p-phényléne
diamine et I’ humidifier avec quelques gouttes d’ eau distillée stérile.
= A I'aide d'une pipette pasteur boutonnée, fixer sur le disque une fraction de colonie
(culture de 18-24 heures).

14.1.2.2. Lecture
= Une réaction positive se traduit par un virage rapide (10 a 15 secondes) du réactif de

I'incolore au rose-violacées. Si lacoloniereste incolore, le test est négatif.

1.4.1.3. Identification biochimique par galerie Api 20 E
= Les cultures présentant des coccobacilles a Gram négatif, oxydase négative ont éé
identifiées a I'aide de la Galerie APl 20 E. c'est une gaerie de 20 microtubes
permettant de réaliser 23 tests biochimiques.

1.4.1.3.1. Préparation dela Galerie APl 20 E
= Réunir fond et couvercle d'une boite d'incubation et répartir environ 5ml d'eau distillée
ou déminéralisé dans les avéoles pour créer une atmosphére humide.
= Inscrire laréférence de la souche sur languette latérale de la boite.
= Sortir lagaerie de son emballage et |a placer dans |a boite d'incubation.
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1.4.1.3.2. Préparation del’inoculum (Annexe n°06)

1.4.1.3.3. Inoculation dela Galerie
> Introduire la suspension bactérienne dans chaque tube a I’ aide d'une pipette Pasteur
stérile, pointe appuyée al’intérieur et sur le coté pour éviter laformation de bulles
» Remplir de suspension le tube et la cupule des tests: CIT, VP et GEL
» Remplir uniquement les tubes et non les cupules des autres tests.
» Créer une anaérobiose dans les tests : ADH, LDC, ODC, URE, H2S en remplissant
leur cupule d’huile de paraffine. Refermer |a boite d’incubation et la placer a 37°C

pendant 18 a 24 Heures.

1.4.1.3.4. Lecturedela Galerie
> Lesréactions produites pendant la période d'incubation (18h-24h & 37C°) se traduisent
par des virages colorés spontanés ou révélés par |'addition de réactifs.

1.4.1.4. Antibiogramme (CL SI, 2008)

L’ éude des profils de la sensibilité aux antibiotiques des souches isolées a été
effectuée par |’ éablissement d antibiogramme par diffusion en milieu gélosé (méthode des
disques),sur gélose Mueller-Hinton selon la méthode recommandée par I'OMS et répondant
aux criteres définis par le Clinical and Laboratory Standards Institut et standardisées depuis

1999 en médecine vétérinaire en Algérie.
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Les antibiotiques utilisés figurent dans le tableau suivant :

Tableau N°03 : Antibiotiques utilisés.

Famille Antibiotiques Code Charge (ug)

Bétalactamines Amoxicilline +Acide clavulanique AMC 30
Ampicilline AMP 10

Aminosides Gentamicine CN 10
Kanamycine K 30

Sulfamides et associés | Triméthoprime+ Sulfaméthoxazole CcoT 25

Tétracyclines Tétracyclines TE 30
Quinolones Acide nalidixique NA 30
Enrofloxacine ENR 5
Polypeptides Coalistine CT 10
Phénicolés Chloramphénicol C 30

1.4.1.4.1. Technique

La gélose Mueller Hinton est fondue au bain marie puis coulée dans des boites de
pétrie de90 mm de diamétre jusqu’a une épaisseur de 4 mm et séchées avant I’emploi, apres
desséchement Les boites de pétrie sont ensuite ensemencées avec I’inoculum bactérien
(Annexe n°06) par étalement a I'aide d’'un écouvillon stérile .En suite les disgues
d’ antibiotiques sont déposés a I'aide d’une pince stérile a la surface de la gélose avec une
|égére pression sur chaque disque. Les boites de pétri sont mises en incubation dans un éuve
a 37°C pendant 24 heures.
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Apres cette période d’incubation, Les diamétres des zones d’inhibition ont é&té mesurés

al’aide d’'uneregle, al’ extérieur de laboite fermeée.
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1.5. Activité antibactérienne

< Prépar ation des échantillons >

Propolis
Deux variétésde Deux variétésdu Pollen pur /pollen
la propolis mid additionnéau
miel

| Caractérisation physicochimique |
< Confirmations desisolats >

A

< Réactivation desisolats >

Préparation del’inoculum
bactérien

< M éthode des puits >

A

L’ estimation del’activité antibactérienne dela propolis, miel et

pollen sur E. coli aviaire pathogene (N=04)

Figure N° 06 : Schéma du Protocol expérimental.
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1.5.1. Préparation des échantillons
1.5.1.1. Préparation des concentrations du miel

Pour tester |’ activité antibactérienne sur les quatre isolats, quatre concentrations ont
été préparées: 25%, 50%,75%, 100% (Nair, 2014).,la préparation de ces concentrations est
présentée dans le tableau N°04 et lafigure N°07

Tableau N°04 : Préparation des concentrations du miel.

Dilution % 25% 50% 75% 100%
Lemie (g) 1.75 25 3.25 5
L’'eau distillée stérile 3.25 2.5 175 0
(ml)

Figure N°07 : Concentration du miel (ML, MC) (photo
per sonnelle 2019).

1.5.1.2. Préparation des concentrations dela propolis
La propolis (P6, P10) a été incluse dans le milieu de culture aux concentrations
suivantes :5%, 10%, 20%, 30% (Boudraet al., 2019).

Tableau N°05 : Préparation des concentrations de la propolis.

Dilution % 5% 10% 20% 30%
L’ extrait 0.5 1 2 3
éthanolique(g)

DM SO (ml) 9.5 9 8 7
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Figure N°08 : Concentration de la propolis
(P10) (photo personnelle 2019).

1.5.1.3. Préparation du pollen
> A I’aide d'une spatule, une petite quantité de pollen a été écrasé jusqu’a I’ obtention
d’une poudretresfine.
» Dans une boite de pétri un mélange pollen-miel (MC-ML) a éé préparé avec des
guantités similaires (1g de pollen et 1 g de miel) pour tester leur effet combiné, Le

mélange est laissé en contact a 37° pendant 15 minutes afin d assurer I” homogénéité
des deux extraits.

e —

-
2

Figure N°09 : Préparation du pollen seul et additionné au miel
(photo personnelle 2019).
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1.5.1.4. Réactivation des isolats

Les quatre isolats (R1, R4, R16,F1) sont repiquées a partir du milieu de conservation
sur milieu de culture solide, sdlectif (Mac Conkey) : La Gélose Mac Conkey est fondue dans
un Microonde puis coulée dans des boites de pétri. Les boites sont ensemencées ensuite
refroidies et séchées pendant 20 minutes, puis incubées a |’ étuve a 37°C pendant 18 a 24
heures.

Figure N°10 : Réactivation desisolats (photo
personnelle 2019).

33



Chapitre | .MATERIEL ET METHODES
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Figure N°11 : Détermination de |'effet antibactérien du miel pollen et propolis
(photo personnelle 2019).

1.5.2. Larecherchedel’effet antibactérien du mid pollen et propolis
» Méthode des puits

Cette méthode est réalisée en adoptant le protocole deEla et al.,( 1996) pour estimer
I’ effet inhibiteur des trois extraits(miel, propolis, pollen) sur les quatre isolats dans le milieu
Mueller-Hinton, qui une fois coulé dans des boites de Pétri, est ensemencé avec I'inoculum
bactérien(Annexe n°06) a I'aide d’un écouvillon stérile. L’ensemencement se fait par des
stries serrées de haut en bas en répétant I’ opération trois fois. Les boites sont ensuite laissées a
37°C pendant 15 minutes, afin de permettre une diffusion des germes. Des puits de 6 mm de
diamétre sont perforés dans la gélose a |’ aide de la partie supérieure d’ une pipette Pasteur et

sont remplis par un volume de 50ul de chaque produit a différentes concentrations:

0 Lesconcentrations de (25% ,50% ,75%, 100% ) du miel sont introduites
dans chague puits, ainsi que une solution d’eau distillée qui nous servira
de témoin.

0 Ceélles de la propalis, les puits sont remplis par des concentrations de
(5% ,10%,20% ,30%) et un puits recevra 50ul de DMSO
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0 Une petite quantité du pollen pur (écrasé) est déposée a l’intérieur du
premier puits, le deuxiéme et le troisiéme sont remplis par le mélange
pollen-MC, pollen-ML respectivement et le quatrieme par de I'eau
distillée.

Aprés une pré-diffusion de 20 minutes a température ambiante sous |” héte, les souches

sont incubées a 37°C pendant 24 heures.

La lecture des résultats s effectue en mesurant les auréoles d’ inhibition al’aide d’ une
regle.

Un extrait est considéré actif, si le diamétre de la zone d'inhibition est égale ou

supérieur a 8 mm (Duraffourd et al., 1990)
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Le 1¢ volet : Confirmation des isolats et Antibiogramme

2.1. Confirmation desisolats

Les résultats des tests de la pré-identification et la vérification des quatre isolats

bactériennes utilisée sont récapitulés dans le tableau N°06 : Ces résultats confirment que les

isolats F1 R16 R4 et R1 appartiennent al’ espece bactérienne E. coli.

Tableau N°06 : la confirmation des isolats.

Testsdepré | Revivification | Coloration de | Oxydase Galerieapi 20 E
identification Gram
Résultat Apparition des | Observation Oxydase- | Les principaux caracteres

colonies rondes, | microscopique | (Pas de | biochimiques sont :
brillantes et | (coccobacilles virage de | -absence de production d’ oxydase
rosétres sur | de couleur rose: | couleur) | -absence d’uréase
milieu Mac | Gram-) -fermentation de lactose
Conkey -production d'indole

-absence de croissance sur le citrate
-absence de production d’ acétoine
-absence de production d’ H2S
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2.2. Antibiogramme

T ANTIBIOGRAMME
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Du graphique découle, que les quatre isolats étudiés a savoir (F1, R16, R1, R4)
enregistrent des diamétres d'inhibition  tres différents et permettent de classer les

antibiotiques en 3 groupes.

0 Le premier groupe (lI)Les antibiotiques avec un taux de résistance de 100%
(résistance tres éevée). L'’Amoxicilline + Acide clavulanique, I’Ampicilline,
kanamycine, Triméthoprime + Sulfaméthoxazole, Tétracyclines, I’ Acide nalidixique
dont le diamétre d’'inhibition est égale a6 mm sur les quatre isolats étudiés.

o Ledeuxiéme groupe (I1) comprend Les antibiotiques avec un taux de résistance de 50%
notamment enrofloxacine (résistance moyenne ou intermédiaire)

o Le troisiéme groupe (I11) contient Les antibiotiques avec un taux de (0%,21%,25% )
notamment la colistine, la gentamycine, et le Chloramphénicol respectivement. (resistance tres
faible) .

Les pourcentages de résistance a L’ Amoxicilline + Acide clavulanique, I’Ampicilline,

kanamycine, Triméthoprime + Sulfaméthoxazole, Tétracyclines, et I’ Acide nalidixique, se
rapprochent a ceux signalés par Boulbair (2016) et Benameur et al (2016) mais largement

supérieurs a ceux rapportés par Aggad et al (2010).
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Latendance de la résistance d’ E.coli a ces antibiotiques est en augmentation qui serait
probablement la conséguence de leur utilisation de fagon massive et anarchique en élevage
avicole, ainsi que leur grande disponibilité sur le marché algérien surtout les génériques a des
prix raisonnable, etl'absence de restrictions légidatives sur leur emploi a des fins

thérapeutiques, et prophylactiques.

La fréguence de résistance a |'enrofloxacine est similaires a celle obtenue par
Boulbair (2016) mais inférieur a celle rapporté par Zoubairhafed et al (2014) : 76.38%.

Cependant, la résistance a la gentamycine est restée faible de 25%, ces résultats sont
en accord avec ceux d’'Oukala et al (2014), 24%, ce qui témoigne de I’ utilisation peu
fréguente de ces antibiotiques dans I’ élevage des volailles en Algérie comme a été mentionné
parAggad et al (2016).

Aucune résistance n’'a été observée pour la colistine, ces résultats concordent avec
ceux obtenue par Boublbair (2016) et Benameur et al (2016). Mais inférieur a celui signalé
par Aggad et al (2016),13%. Ce faible taux de résistance refléte |'utilisation modérée de cette
molécule en élevage avicole. Elle ne franchit pas la barriére intestinale et est donc inactif
peros, sur les colibacilles systémiques (Zoubairhafed et al,2014 ; Boulbair, 2016).

Enfin, Le chloramphénicol connait un taux de résistance de 21%, il a éé de I’ ordre
de 6% pour Resapath France (2010) .Ceci est expliqué par I'interdiction d utiliser ce

meédicament en thérapie vétérinaire (en Algérie).

38



Chapitre Il : RESULTATS ET DISCUSSIONS

Le 1¢ wolet : Confirmation des isolats et Antibiogramme

39



2éme volet :

les paramétres physicochimiques du

miel



&=
/‘-—«-w'
Chapitre Il : RESULTATS ET DISCUSSIONS

Le 2™ wolet : Les paramétres physicochimiques du miel

Tableau N°07 : Résultats des paramétres physico-chimiques des miels (ML,MC)

Echantillon Echantillon Codex
MC ML Alimentarius

Taux 11.07 9.45 <21
d’humidité(%)
Conductivité 0.053 0.0313 <0,8
électrique (ms/cm)
Taux de cendres 0.118 0.19 <0,6
(%)
Aciditélibre 15 28 <50
(meg/kg)
PH 5 4.05 Acide

2.3.1. Taux d’humidité (Lateneur en eau)
Le taux d’humidité nous renseigne sur les variations de teneur en eau de chaque
variété de miel collecté (tableau n°07). En effet, il oscille entre : 11.07%-9.45%

L'analyse des résultats obtenus montre que le miedd MC enregistre une teneur en
humidité plus élevé que celle du miel ML 11.07 %, 9.45% respectivement. Cet intervalle est
dans les normes internationales préconisees par Codex Alimentaire (2001), indiquant ainsi

un bon degré de maturité et la bonne conservation.

La teneur en eau du mid est I'un des critéres primordiaux de la détermination de la
qualité du miel. Un miel trop sec montre une viscosité élevée et peut poser des problemes lors
de la crigtalisation (Moniruzzamanet al., 2014) ; un miel trop humide risque de se
fermenter. Par conséquent, I'humidité conditionne la conservation du miel (Hummel et
Feltin, 2014).

La variation en humidité est due aux différents facteurs suivants : la teneur en eau du

nectar, l'origine florde des différents miels, la saison de la récolte et le degré de la

maturitéatteint dans laruche (Fallicoet al., 2004 ; Finolaet al., 2007).
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2.3.2. Laconductivité électrique

La conductivité des deux miels examinés ML, MC (tableau N°07) varie
de0.0313ms/cma 0.053ms/cm respectivement. Nos résultats possédent des valeurs inferieurs a

0.80 mS/cm, ce qui suggere que les miels analysés sont de nectar.

Il est & souligner que cette mesure permet de séparer les miels de nectar des miels de
miellat. Les miels ayant une CE inférieure &4 0,8 mS/cm sont des miels issus de nectar, tandis
gue ceux qui sont issus de miellats ont des valeurs supérieures a 0,8 mS/cm (Codex
alimentaire, 2001)

La conductivité électrique (CE) apporte une indication précieuse sur |’ origine botanique des
miels et elle est désignée aujourd’hui lors de contréles de routine (M alika et al., 2005).

La composition chimique, la variabilité de I'origine botanique, ainsi que les
conditions climatiques de la région de récolte sont a I'origine de la variabilité de la
Conductivité éectrique des miels analysés (Piazza et al., 1997).

2.3.3. Lateneur en cendres

Les valeurs de la matiere minérale obtenue des deux échantillons du miel MC,
ML(Tableau N°07) sont dans la gamme0.118% et 0.19% respectivement, cela confirme
gueles miels clairs sont moins riches en cendres que les miels foncés (L ouveaux, 1996).

Selon les normes du Codex alimentaire(1998), les miels issus des nectars ont une
teneur en matieres minérales qui ne dépasse pas 0.6%, tandis que celle des miels de miellats
est comprise entre 0.6% et 1.2%, comparativement a ces normes, nos échantillons sont des

miels du nectar.

La Teneur en cendres est un critere de qualité qui détermine I’ origine botanique et
géographique du miel (Belayet al.,2013)

2.3.4. L aciditélibre
Les teneurs en acide libre des miels (Tableau N°07) obtenues, se situent entre 15
meg/Kg et 28 meg/Kg, avec une moyenne de 21.5% ; sont dans la limite autorisée par le

Codex alimentaire (2001) indiquant I’ absence de fermentation indésirable.
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Le miel MC représente une acidité plus faible (15 meg/Kg) que celle du miel ML (28
meg/Kg), ceci témoigne la richesse du nectar en acides organiques et d autres sécrétions de
I"abellle qui enrichissent le miel au fur et a mesure de saformation.

D'aprés Bogdanov (1999), I'acidité est un critére de qualité important, elle donne des
indications importantes de I'état du miel, une acidité forte de milieu favorise la dégradation

des hexoses en HMF qui déprécie laqualité du miel.

Horn et lullman (1992) rapportent qu’ils existent quel ques sortes de miels qui ont une teneur

naturelle en acide plus élevées.

2.3.5. Détermination du pH
Les valeurs du pH des miels analysés (Tableau N°07) varient entre 4.05 a 5 avec une
moyenne de 4.5 Elles sont en accord avec les recommandations du Codex alimentaire

(2001), confirmant ainsi le caractere acide de ces échantillons.
Par ailleurs, il existe une différence nette entre les deux échantillons des miels
recueillis, dont le pH du miel MC égale a 5,qui peut étre issu d’'unmélange de nectar et de

miellat ; ainsi qu’un pH faible de 4.05 du miel ML qui correspond a des miels de nectar.

Bogdanov et al (1997) affirment que les mielsissus du nectar ont un pH compris entre

3,5et4,5; et ceux provenant des miellats se situent entre 5 et 5,5.

Un pH faible pour un miel, prédétermine un produit fragile pour la conservation, par
contre un miel apH 5 ou 5,5 se conserve mieux et pluslongtemps (Terrab et al., 2004).
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2.4. L’ effet antibactérien du miel (MC-ML)
2.4.1. L’ effet antibactérien du miel (MC-ML) sur F1

Les résultats de zones d'inhibitions produites par nos échantillons du miel sont
illustrés danslesfiguresN°13 et N°14:

Figure N°13 :Méthode de puits (technique de diffusion)(photo
nersnnndale 2010)

Diamétre d’inhibition du miel (MC et ML) sur I'isolat F1 CH ( en mm)
S
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Figure N°14 : Diamétre d'inhibitiondu miel (MC et ML) sur I'isolat F1 CH (en mm).

Les résultats d'inhibition sur I'isolat F1 CH exprimés dans le graphique ci-dessus
montrent qu’ilest résistant a la concentration 25% du miel (ML-MC) ains a 50% du mid
(ML) et sensible pour les concentrations 50% du miel MC, 75% et 100% du miel (MC-ML).
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2.4.2. L effet antibactérien du miel (MC-ML) sur R16
Les résultats de zones d'inhibitions produites par nos échantillons du miel sont
illustrés
danslesfiguresN°15 et N°16:

Figure N°15 :Méthode de puits (technique de diffusion) (photo
per sonnelle 2019).

Diametre d’inhibition du miel (MC et ML) sur
I'isolat R7pcl6
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Figure N°16 : Diamétre d'inhibition du miel (MC et ML) sur sur I'isolat R7pcl6.

Les résultats d’'inhibition sur I'isolat R7pcl6 exprimés dans le graphique ci-dessus
montrent qu’ilest résistant a la concentration 25% du miel (ML-MC) ainsi a 50% du mid
(ML) et sensible pour les concentrations 50% du miel MC, 75% et 100% du miel (MC-ML).
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2.4.3. L effet antibactérien du miel (MC-ML) sur R1
Les résultats de zones d'inhibitions produites par nos échantillons du miel sont
illustrés danslesfigures N°17 et N°18:

Figure N°17 :Méthode de puits (technique de diffusion) (photo
personnelle 2019).

Diametre d’inhibition du miel (MC et ML) sur l'isolat R7 pcl
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Figure N°18 : Diamétre d'inhibition du miel (MC et ML) sur I'isolat R7 pcl.

D’ aprés les résultats d'inhibition sur I’isolat R7pcl exprimés dans le graphique ci-
dessus on constate qu'il est résistant a la concentration 25% du miel (ML-MC)et sensible
pour les concentrations 50%, 75% et 100% du miel (MC- ML).
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2.4.4. L’ effet antibactérien du miel (MC-ML) sur R4
Les résultats de zones d'inhibitions produites par nos échantillons du miel sont
illustrés dans les figures N°19 et N°20:

Figure N°19 :Méthode de puits (technique de diffusion) (photo
personnelle 2019).
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Figure N°20 : Diametre d'inhibition du miel (MC et ML) sur I'isolat R7 pca4.
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" Les résultas dinhibition sur I'isolat R7 pod exprimés dans le graphique Gi-dessus
montrent qu’il est résistant a la concentration 25% du miel (MC) et sensible pour les
concentrations 25% miel (ML) et 50%, 75% ,100% du miel (ML-MC)

Nos résultats montrent que les quatre isolats a savoir : F1, R16, R1, R4 sont sensibles

al’ action antibactérienne des deux échantillons de miel naturel (ML, MC).

L’ effet inhibiteur des deux miels est plus prononcé avec les échantillons concentrés
(notamment avec la dilution de 100% ), mais il a nettement diminué dans le cas des dilutions
successives(75%, 50%, 25%).

Nous observons gqu’ a plus faible concentration (25%), tous les isolats (F1, R16, R1,
R4)
ont poussé en présence du miel. Cela pourrait étre lié a une dilution des ingrédients actifs

impliqués dans I’ action antibactérienne, le rendant ains inefficace (Nassar et al., 2012).

Le diamétre d’inhibition du MC sur les isolats F1, R16, R4 est supérieur a celui du
ML (miel d’euphorbe) par ailleurs!’isolat R1 s est révélée plus sensibleau ML.

Dans une étude antérieure, le miel d euphorbe a montré une puissante action
inhibitrice sur la croissance d' E.coli avec une moyenne de diametre d inhibition de 31,5 mm
(Belhgj et al., 2016).

D’apres Couquet et al (2013), tous les miels n'ont pas la méme activité

antibactérienne ; il existe des différences selon le type de miel employé.

De méme la variation de I’ activité antibactérienne du miel dépend de lasaison et dela
source botanique butinée par |’ abeille, de son origine géographique mais aussi des traitements
gu’il a subit et des conditions de stockage et de la conservation, qui peuvent atérer son

activité antibactérienne (Molan et Cooper, 2000).

Adeleke et al (2006), ont indiqué que I|'effet antibactérien du miel révéé
particulierement efficace a fortes doses et varie selon sa concentration et la nature de la
bactérie atester.

L’ éude effectuée par Al-Naama (2009), a prouvé que le miel avait un effet inhibiteur
plus important sur les bactéries Gram-négatives y compris E. coli.
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Selon Merahet al(2010), Le miel posséde deux types d’ effets sur les bactéries a Gram
négatif (E. colinotamment esisolats F1, R16, R1) : un effet bactéricide sur les zones les plus
proches des puits remplis par du miel et un effet bactériostatique sur les zones relativement
loin des puits. Dans le premier cas, la croissance est inhibée définitivement puisque les
microbessont tués, alors que dans le deuxieme cas, un tapis bactérien réapparait apres

I"inhibition puisque les microbes ne sont pas tués.

En effet, Taormina et al (2001) ont expliqué I'effet du miel sur les bactéries Gram
négatives, |'attribuant a la présence de peroxyde d'hydrogéene et d'antioxydants puissants, ainsi
gu'aun pH bas, et ala présence de composés phénoliques.

Nos résultats sont proches de ceux obtenus par Athmani et al (2018) qui ont trouvé
gue I'’E. Coli était sensible pour les concentrations 50%, 75% et 100 % avec des zones
d'inhibitions allant de 8 & 23mm.

Moussa et al (2012) ont testé I’ activité antibactérienne de quatre échantillons du miel
algériensvis-avis|I'E. Coli et Pseudomonas aeruginosa aux concentrations (10, 30, 50, 70 et
100%), ils ont repéré des zones d’inhibitions allant de 8mm a 38 mm pour I'E. coli qui sont

supérieurs anos résultats.

Dans une éude marocaine, les auteurs ont travaillé sur huit échantillons de miel
d’ origine Marocaine aux concentrations de 100, 75, 50 et 25% sur trois souches bactériennes
d’ Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Salmonella, ils ont déterminé des diametres
d’inhibition de I’ ordre de 10 a44 mm pour E. coli (Belhaj et al.,2016).

Le mode d’ action du miel comme agent antibactérien n’est pas bien éclairci. En effet,
plusieurs mécanismes sont impliqués et agissent de maniére singuliére ou synergique
(DebMandal et Mandal, 2011), notamment |’osmolarité, le pH acide, le systéme peroxyde
d’ hydrogene (inhibine) (Efem, 1988) et des substances non peroxydes comme methylglyoxal
(MGO) (Weston, 2000) ainsi qu’'a la présence de composés phénoliques (White et Subers,
1963), et la présence de substances phytochimiques(Molan et Russel, 1988).

D’aprés Deb Mandal et Mandal (2011), Le miel posséde généralement un pH acide
non favorable a la multiplication des germes pathogénes. Cependant, certains miels a pH

élevé compris entre 5 et 6 sont aussi capables d’ exercer une activité antibactérienne.
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De son tour Molan (1992), aindiqué gu’ une osmolarité élevée liée alaforte teneur en
sucre, présente un effet bactéricide et donc le miel agit de maniere osmotique, en provoquant
une forte déshydratation des germes mettant en jeu leur survie.

En outre, le peroxyde d hydrogene est le facteur antibactérien majeur du midl. |l
résulte de la réaction enzymatique entre le glucose et la glucose-oxydase, en présence d’ eau et
d’ oxygene. L’ acide gluconique formé accroit I’ acidité du miel et le rend ainsi peu favorable
au développement de colonies bactériennes, de plus la différence de concentration de ce
composant dans différents miels contribue a la variabilité de I’ effet antimicrobien du miel
(Kerkvliet, 1996).

Selon Weston et al (2000), La plus part des types de miels générent le peroxyde
d’ hydrogene quand ils sont dilués.

Lors de I’ application de miel, la libération de peroxyde d’ hydrogene sopere de fagon

lente et prolongée, permettant ainsi une action local e efficace (Couquet, 2013).

D’autres inhibines dites non peroxydes tels que des lysozymes, flavonoides, acides
aromatiques et autres substances non identifiées possedent également cette
propriétéantibactérienne (Brudzynski, 2006).
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2.5. L’ effet antibactérien dela propolis (p6 et p10)
2.5.1. L’ effet antibactérien dela propolis (p10)

L'isolat R7 pel L'isolat R7 pc4

Figure N°21 : Evaluation de I’ effet antibactérien de la propolis (p10)
(photo personnelle 2019).
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Diametre d’inhibition de |la propolis P10 sur l'isolat F1
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Figure N°22 : Diamétre d'inhibition de lapropolis P10 sur I'isolat F1 CH.

Selon les résultats d’inhibition de la propolis P10 sur I'isolat F1 CH exprimés dans le
graphique : I’isolat testé sur la propolis P10 arésisté ala concentration 5%, 10% et 20%et a
été inhibé a30%.

Diametre d’inhibition de |la propolis P10 sur l'isolat
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Figure N°23 : Diamétre d'inhibition de la propolis P10 sur |’isolat R7pcl6.

Les résultats d’'inhibition de la propolis P10 sur I'isolat R7pc4 exprimés dans le

graphique ci-dessus montrent que |’ isolat testé résiste atoutes les concentrations.

50



Chapitre Il : RESULTATS ET DISCUSSIONS

Le 3™ volet : L'effet antibactérien de la propolis, du miel et du pollen

Diametre d’inhibition de la propolis P10 sur I'isolat
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Figure N°24 : Diamétre d'inhibition de la propolis P10 sur I'isolat R7 pcl.

Les résultats des zones d’inhibition de la propolis P10 sur I'isolat R7pc4 exprimés
dans le graphique ci-dessus montrent que I’isolat testé arésisté ala concentration 5% et a été
inhibé a10% ,20% et 30 %. Le diamétre de la zone d'inhibition est corrélé positivement avec

la concentration de la propolis.

Diametre d’inhibition de la propolis P10 sur I'isolat R7
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Figure N°25 : Diamétre d’inhibition de la propolis P10 sur |'isolat R7 pc4.

Les résultats d’inhibition de la propolis P10 sur I’isolat R7pc4 exprimés dans lafigure
N°25 montrent que I’isolat testé n'est pas sensible ala concentration 5%et il est sensible aux
concentrations 10% ,20% et 30 %.La zone d'inhibition est corrélée positivement avec la

concentration de la propolis.
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2.5.2. L'Effet antibactérien dela propolis p6

Figure N°26 : Evaluation de I’ effet antibactérien de la propolis (P6) sur
les quatreisolats (photo personnelle 2019).

Tableau N°08: Diametre d inhibition de la propolis P6 sur les quatre isolats utilises.

Concentration Diamétre dela zone d’inhibition (mm)

R7 pcl

(%)
F1CH R7 pc4 R7pcl6
5 - - -

10 - i -

20 - i -

30 - i -

Témoin - - -

(-) : Absence dela zone d’inhibition

Selon letableau N°08 : Tous les isolats testés sont résistants a la propolis P6.
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L’ effet antibactérien de la propolis a été rapporté et prouve par de nombreux auteurs
(Grange et Davey, 1990 ; Oliveira et al.,2006 ; Astani et al., 2013).

L es résultats obtenus montrent des effets antibactériens variables des EEPA des deux
échantillons de la propolis (P6 et P10) sur les quatre isolats testés.

Pour la propolis P6 Aucune activité n'a éé constatée sur tous les isolats,
contrairement aux résultats de la P10 qui a été actifs sur les trois isolats F1, R4, R1 et inactif

vis-a-visdu R16.

Cette différence de résultats reviendrait ala composition de la propolis qui varie selon
la localisation geographique, les conditions climatiques, |a période de récolte et la race de
I’abellle productrice, ce qui pourrait affecter ses propriétés biologiques notamment
antibactériennes (Hegazi, 2001).

On constate que I'EEPA (P10) a différentes concentrations (5%, 10%, 20% et
30%)donne des zones d’'inhibitions alant de 8 mm a 16 mm pour les isolats R4 etR1, alors
gue le F1 n'a été inhibé qu'a la concentration de 30%. Les zones d'inhibitions obtenues sont
proportionnelles aux concentrations des extraits utilisés. Ces resultats sont en désaccord avec

I’ étude de Bouda et al (2018) qui ne signale aucune action de la propolis sur ce germe.

Foudil (2017) a éudié I’ effet antibactérien de la propolis algérienne (de la région de
Tiaret) par la technique d'incorporation en milieu liquide sans utiliser |’ extraction acoolique
et il aobtenu une CMI de 20 mg/ml pour E.coli .

Dans un autre travail algérien, en utilisant la technique de diffusion sur disgques
(aromatogrammes), les auteurs ont rapporté que I’ E.coli était sensible a I’ effet de la propolis
pour les concentrations 50%, 75% et 95% avec des zones d’inhibitions qui varient de 6 a

16mm Athmani et al., (2018), ce qui concorde avec nos résultats.

D’apres Silici et Kutluca (2005) etNedji (2015), les extraits éthanoliques de propolis
présentaient une activité antibactérienne élevée contre les cocci a Gram positif, mais montrant
une activité limitée ou parfois inefficace contre les bactéries a Gram négatif notamment E.

coli .

En outre, la propolis contient beaucoup de substances phytochimiques issues des
plantes qui sont généralement plus actives contre les bactéries a Gram positif que les bactéries
a Gram négatif (Rahman et al., 2010).
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Dans cette méme optique, certains auteurs pensent que les bactéries gram négatifs sont
faiblement sensibles a I’ effet de la propolis a cause de la présence de pompes a efflux au
niveau de la membrane bactérienne qui empéche la pénétration des constituants actifs de la
propolis ou assure leurs expulsion a I'extérieur de la cellule bactérienne (Garedew et
al.,2004).

Selon Bosio et al (2000), L'activité antibactérienne de la propolis peut étre liée a la

présence de flavonoides .

L'effet antimicrobien de la propolis est di & ses composants qui sont majoritairement
de nature phénolique, principalement les flavonoides, les acides phénoliques et leurs esters
qui constituent des agents antimicrobiens actifs (Bankova et al., 1996; Boukraa et
Sulaiman, 2009).

Malgre la variation des effets de la propolis qui dépends de son origine , sadose, le
solvant et la nature de la souche utilisée (Ugur et Arslan, 2004), son mode d’ action directe
sur les bactéries reste moins connu, Takaisi-Kikuni et Schilcher (1994) suggérent que les
mécanismes impliqués peuvent étre lié a La désorganisation du cytoplasme, |’ attaque de la
membrane cytoplasmique, I'inhibition de la division cellulaire, I'inhibition des enzymes

bactériens et de la synthése des protéines, et I’inhibition de I’ ARN polymérase bactérien.

54



]

Le 3™ volet : L'effet antibactérien de la propolis, du miel et du pollen
2.6. L’ effet antibactérien du pollen

Chapitre Il : RESULTATS ET DISCUSSIONS

Figure N°27 : Evauation de I’ effet antibactérien du pollenseul et
additionné au miel sur les quatre isolats (photo per sonnelle 2019).

Tableau N°09: Diamétre d'inhibition du pollen seul et additionné au miel

isolats utilisés.

sur les quatre

Quantité

(©)

Diamétre de la zone d’inhibition (mm)

F1CH

1g pollen pur

R7 pcd

R7pcl6

R7 pcl

1gP+1Gmc

1gP+1gML

Témoin

(-) : Absence dela zone d’inhibition

Selon letableau N°09 : Tous les isolats testés sont résistants au pollen.
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L’ évaluation de I’ activité antibactérienne du pollen pur et additionné au miel par la
méthode des puits, n’a pas donné un résultat. Aucun halo d'inhibition n’est obtenu avec les
guatre isolats (F1, R16, R1, R4) ce qui est probablement lié a une faible diffusion de ces

produits en milieu solide.

De nombreux chercheurs ont signalé que le pollen aurait, des activités
bactériostatiques et bactéricides et inhiberait la croissance des souches d' Escherichia coli, de

Staphylococcus aureus, de Pseudomonas aeruginosa(Pascoal et al., 2014).

Selon Jean-Prost (1987), I’ activité antibactérienne du pollen est comme celle du mid,

liée a sateneur en glucose oxydase.

Nos résultats sont similaires a ceux obtenus par Bouda et Bounab (2018), en
adoptant la méme méthode (méthode des puits) sauf qu’ils ont testé I’ extrait éthanolique du

pollen et non pas le pollen pur.

Contrairement a Lavie (1960) qui a rapporté que I’extrait éthanolique du pollen

possede une activité sur E. coli.

D’apres Percie du Sert (2009),I’ effet antibactérien du pollen varie beaucoup en
fonction de son origine florale ainsi a son utilisation par les abeilles ce qui lui confere une,

plus ou moins, grande activité antibactérienne.

L’action du pollen sur les microorganismes dépend, d’une part de la nature de la
cellule cible, et d’ autre part de la composition du pollen lui-méme. La composition du pollen
elle-méme dépend a son tour de nombreux facteurs, tels que les espéces végétales, le climat,

larégion géographique, |a période de récolte ou encore la nature du sol Clément (2006).
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2.7. Comparaison entrel’ effet du miel, dela propolis et des antibiotiques
La Gentamicine, la Colistine et e Chloramphénicol se sont révélé les antibiotiques les
plus actifs sur lesisolats (F1, R16, R1 et R4).

L’ activité inhibitrice des miels MC et ML pour la concentration 100% et de la
propolis P10 pour la concentration 30% sur F1 est supérieur a celle des antibiotiques les plus

actifs (Gentamicine et la Colistine) mais inférieur a celle du Chloramphénicol.

L’ effet inhibiteur des miels MC et ML sur R16 est proche a celle de la Colistine mais
inferieur par rapport aux deux antibiotiques le Chloramphénicol, et la Gentamicine. Alors que
lapropolis P10 n’asignal é aucun effet sur R16.

L’ effet des miels MC et ML sur R1 est relativement faible on le comparant a celle des
trois antibiotiques (Gentamicine, Colistine et Chloramphénicol), Par contre |'effet de la
propolis P10 est plus active a celle du Colistine et du Chloramphénicol mais inférieur a la

Gentamicine.

Les trois extraits (MC, ML, P10) ont montré une meilleure activité vis-a-vis R4 avec
des diametres (16, 14, 16mm) successivement qui dépassent celle de la Colistine et le
Chloramphénicol (13, 14mm) mais proche de la Gentamicine (17mm).
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+» Conclusion

La propolis, le miel et le pollen sont des produits de la ruche caractérisés par différentes
propriétés thérapeutiques, constitues un défi aux chercheurs qui multiplient leurs efforts pour
les utiliser comme des solutions pour remédier au phénomeéne de |I'émergence des souches

multi-antibio-résistantes, qui menace la santé humaine et animale.
Cetravail apermis de dégager les conclusions suivantes :

L’analyse des paramétres physicochimiques du miel révéle que ces deux produits
naturels ML et MC, répondent aux normespréconisées par le Codex Alimentarius et se
caractérisent par des propriétés importantesimpliquées dans le pouvoir antibactérien tels que

I’ acidité, lafaible teneur en eau et le PH bas.

Sous un autre angle, nous avons étudié la résistance de ces isolats bactériens a dix
antibiotiques. Nos résultats ont montré que tous les isolats étudiés présentent une résistance a

au moins sept antibiotiques testés qui témoigne leur multi-antibio-résistances.

L’évaluation de I'activité antibactérienne, par la méthode des puits a montré que la
propolis P10 est le produit le plus actif sur lesisolats (F1, R4, R1) aves des zones d inhibition
alant jusgu’a 16mm ala concentration 30%, suivie par les deux échantillons du miel MC et
ML qui affectent diversement la croissance de ces quatre isolats. Aux concentrations de
100% et 75%, ils ont tout montré une activité antibactérienne acceptable. Cependant, & 25%,
leur pouvoir inhibiteur était trées minime voir nul. Par contre, les deux extraits pollen et

propolis P6 ne présentent aucun effet antibactérien sur tous les isolats testés.

En effet, |’ étude de la synergie entre les deux extraits (pollen et miel) ne montre pas une

augmentation significative dans I’ action contre les isolats étudiés.

Les résultats de cette éude ouvrent la voie a la compréhension de la qualité des
produits de la ruche (miel) et leur implication dans la médecine vétérinaire. 1ls nous ont
permis également de constater que ces produits pourraient constituer une alternative pour
substituer des agents chimiques a effet indésirables ou des traitements conventionnels ayant

montré leurs limites.

» |l serait possible d envisager des études complémentaires afin de parachever le

présent travail, a savoir :La réalisation des tests in vivo dans le but d’'évaluer les
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différents effets thérapeutique des produits de laruche , ainsi que la préparation d’un
produit alternatif comme antistress a effet antibactérien a la mise en place du poussin
d'un jour afin de diminuer I'impact des infections & E. coli responsables des
omphalites au cours de la premiere semaine d &ge.
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ANNEXES



Annexe N°01

Tableau N°01 : Les différentes variétés du miel et leurs provenances.

Miel Code Origine Couleur Texture
geéogr aphique
Miel du jujubier MC Ain dheb-Tiaret Jaune foncé Liquide
(doré)
Miel d’ euphorbe ML Wilayad' e Marron foncé Cristallisé
Bayad (ambré)




Annexes N° 02 : paramétres physicochimiques.

1. Expression desrésultatsdel humidité

H%=(M2-M1/Mo) 100

Soit :

H% : Humidité

M1 : Masse delacapsule + matiere fraiche apres |’ éuvage ;
M2 : Masse del’ensemble avant I’ é&uvage ;

Mo : Massedelaprise d’ essai (Q).

2. Expression desrésultats des cendres

Mm = (m2-m1/mo) 100

Soit :

mo : Masseinitiale du miel.

m1 : Masse delacapsule vide.

m2 : Masse de la capsule apres incinération.

Mm : Matiére minérde.

3. Expression desrésultats conductivité

o Détermination de la constante de lacellule

k=11,691* 1/g




Soit :
K : constante delacellule
g : laconductance de lasolution KCL (mS/cm)

0 Lamassedemiel est pesée selon lamaniére suivante :

M =5*100/M S
Soit :
MS: Matiére seche du miel.
M : Masse du miel en g.
CE=K*G

Soit :

CE : conductivité éectrique du miel exprimée (mS.cm-1)
K : constante dela cellule

G : conductance de la solution (mS/cm)

4. Expression desrésultatsdel’aciditélibre (Rebai et Saidisief, 2017)

Acidité libre (meg/kg) = (1000.V.N)/M

Soit :

V :volume en millilitres d’hydroxyde de sodium versé pour atteindre le pH du point
équivalent E lors de la neutralisation du miel.
N :normalité de NaOH.

M :prise d’ essais en grammes.



Annexe N° 03 : Résultats des paramétr esphysicochimiques des miels(Teneur en cendres,

teneur en eau).

Tableau N°01 : Les vaeurs de lateneur en cendres des échantillons du miel.

ML MC
P1 28.5239 14.4179
P2 28.5301 14.4217
PO 3.2518 3.2054
(P2-P1/P0)100 0.19 0.118

Tableau N° 02 : Lesvaleurs de lateneur en eau des échantillons du miel.

ML MC

Testl Test2 Testl Test2
M1 45.4721 45.5098 36.3517 43.7125
M2 45.9526 45.9798 36.9213 44.2625
MO 5.0152 5.0324 5.0933 5.0213
(M1-M2/M0) 9.5808 9.3394 11.1833 10.9632
100
L ensemble 9.45 11.07




Annexe N° 04:

colonies d Escherichia coli sur gélose Mac Conkey aprés 24H

d’incubation a 37°, les colonies sont rondes, brillantes et rosétre (lactoset).




Annexe N°05: Milieux utilisés.

1. Géose Mac Conkey

>

Composition

Pour un litre de milieu

-Peptone pepsiquedeviande ..........coov v 1.59

TIYPtONE ..o
Peptone pancréatique de gélatine
SAISHIIAINES ..ot

Rougeneutre..........c.covivviiiiinnnnn.
Chlorurede Sodium... ..o e e e e,
Cristal VIOIEt ...,

Agar agar bactériologique...........ccooeviiiiiiiiiii e,

pH du milieu prét a’ emploi

2. Gélose Mudler-Hinton

>

Composition

Pour un litre de milieu

Hydrolysat acide de caséine

Amidonsoluble..........cocooiiiii L
Extraitdeviande ..........cooi i
Agar agar bactériologique..........ccvveiiiiieieann

pH du milieu prét al’emploi................cceeenei

............................ 1.59

ceeeenn....13.59

oo 17.0g

.25°C: 7.3+0.2.



Annexe N° 06: Préparation del’inoculum standard desisolats

A partir d' une culture pure de 24H sur milieu d’isolement raclé a |’ aide d une pipette
pasteur boutonnée, quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques. Décharger la
pipete pasteur dans trois a dix ml d’eau distillée stérile. La suspension est soigneusement
homogeénéisée, son opacité doit étre équivalente a 0.5Mc Farland ou a une densité optique de
0.08 a0.13 lue au spectrophotometre a 625nm. L’ ensemencement doit se faire dans les 15min

qui suivent la préparation de I’inoculum (Soussy et al., 2010).



Annexe N°07 : Résultats d’ antibiogramme.

F1 R16 R1 R4

Antibiotique DI IN DI IN DI IN DI IN

(mm) (mm) (mm) (mm)
Amoxicilline
+Acide clavulanique 06 R 06 R 06 R 06 R
Ampicilline 06 R 06 R 06 R 06 R
Gentamicine 06 R 17 S 17 S 17 S
Kanamycine 12 R 06 R 06 R 06 R
Triméthoprime+ 06 R 06 R 06 R 06 R
Sulfaméthoxazole
Tétracyclines 06 R 06 R 06 R 06 R
Acide nalidixiqueR 06 R 06 R 06 R 06 R
Enrofloxacine 06 R 17 I 17 I 16 R
Colistine 13 S 13 S 13 S 13 S
Chloramphénicol 28 S 15 I 14 I 16 I

DI : Diametre d' inhibition

IN : Interprétation




Annexe N°08 : Réaultats de |’ effet antibactérien du miel.

Tableau N°01: Diametre d'inhibition du miel (MC et ML) sur I'isolat F1 CH.

Concentration 25% 50% 75% 100% Témoin
Mid MC ML MC ML MC ML MC ML MC ML
Zone Omm | Omm | 10mm | 6mm | 11mm | 9mm | 12mm | 11mm

d'inhibition - -
Catégories R R S R S S S S

clinique - -

Tableau N°02: Diameétre d’inhibition du miel (MC et ML) sur I'isolat R7pcl6.

Concentration 25% 50% 75% 100% Témoin
Miel MC ML MC ML MC ML MC ML MC ML
Zone Omm |Omm |9mm | Omm | 11lmm | 9mm | 12mm | 10mm

d'inhibition - -
Catégories R R S R S S S S

clinique - -

Tableau N°03 : Diamétre d'inhibition du miel (MC et ML) sur I'isolat R7 pcl.

Concentration 25% 50% 75% 100% Témoin

Miel MC ML MC ML MC ML MC ML MC | ML
Zone emm | 7/mm | 8mm |[9mm | 9mm | 10mm | 10mm | 11mm

d'inhibition - -

Catégories R R S S S S S S

clinique - -




Tableau N°04: Diameétre d’inhibition du miel (MC et ML) sur I'isolat R7 pcA.

Concentration 25% 50% 75% 100% Témoin
Miel MC ML MC ML MC ML MC ML MC | ML
Zone Omm | 8mm | 13mm | 10mm | 14mm | 12mm | 16mm | 14mm

d'inhibition - -

Catégories R S S S S S S S
clinique - -




Annexe N°09 : Résultats de |’ effet antibactérien de la propolis p10.

Tableau N°01 : Diamétre d'inhibition de la propolis P10 sur I’'isolat F1 CH

Concentration | 5% 10% 20% 30% Témoin
Zone 00mm 00mm 00mm 15mm

d'inhibition -
Catégories R R R S -
clinique

Tableau N°02 : Diamétre d'inhibition de la propolis P10 sur I'isolat R7pcl6

Concentration | 5% 10% 20% 30% Témoin
Zone 00mm 00mm 00mm 00mm

d'inhibition -
Catégories R R R R

clinique }

Tableau N°03 : Diamétre d'inhibition de la propolis P10 sur I'isolat R7 pcl

Concentration | 5% 10% 20% 30% Témoin
Zone 8mm 9mm 11mm 15mm

d'inhibition y
Catégories R S S S -
clinique

Tableau N°04 : Diamétre d'inhibition de la propolis P10 sur I’isolat R7 pc4

Concentration | 5% 10% 20% 30% Témoin
Zone 08mm 11mm 12mm 16mm -
d'inhibition

Catégories R S S S -
clinique




Résumé

Cette étude vise a évaluer in vitro I'effet antibactérien de deux variétés du miel (Cédre et
Loubaina), deux échantillons de propolis (P6 et P10) et un échantillon de pollen, récoltés de
différentes régions algériennes al’ égard de quatre isolats d' E. Coli aviaire pathogéne (F1, R16, R4 et
R1),en adoptant |a technique de diffusion par puits les extraits sont testés a différentes concentrations
(25, 50, 75,100% pour le miel, 5, 10, 20,30% pour la propolis).

Pour identifier les principes actifs du miel responsables de son effet antibactérien sur ces
isolats, quelques analyses physico-chimiques ont été effectuées. Il s agit de la teneur en eau, de la
conductivité électrique, du pH, de I’ acidité libre, des teneurs en cendres. D’ aprés les résultats ces deux

produits répondent aux normespréconisées par le Codex Alimentarius.

Ainsi |’ étude de I’ activité inhibitrice « in vitro », amontré que la propolis P10 et lesmiels (ML et MC)
ont exercé un effet antibactérien remarquable aux concentrations 30% et 100% respectivement avec
des zones d'inhibition allant jusqu’ alémm. Cependant la propolis P6 et le pollen n’ ont révélé aucune
inhibition sur les isolats testés. Par ailleurs |’ é&ude de la synergie entre le pollen et le miel n"a montré

aucune augmentation significative.

Mots clés: Effet antibactérien, E. coli aviaire pathogene, miel, propalis, pollen, analyses physico-

chimiques.
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