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Résumeé

Cette étude vise a évaluer in vitro I’effet antibactérien et antifongique de trois
variétés de miel, un échantillon de gelée royale et un échantillon de propolis récoltés de
différentes régions algériennes a 1’égard de trois souches bactériennes (Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Pseudomenas aeruginosa), et deux souches fongiques (Candida
albicans, Aspergillus niger).

Le pH, la teneur en eau, et la teneur en polyphénols et en flavonoides des trois miels ont
été mesurés. La méthode d’incorporation sur milieu gélosé a été utilisée pour évaluer
I’effet antibactérien et antifongique de divers substrats.

Tous les miels étudiés ont été acides, leurs teneuses en eau varient entre 17.2 4 18.6%. La
teneur en polyphénols a éte de 50.25 a 62.13mg EAG/ 100g de miel, alors que la teneur en
flavonoides a été de 18.21 a 27.66 mg EQ/100g du miel.

L’étude de I’activité inhibitrice « in vitro », a montré des CMIs de ’ordre 6% a 55%
pour les trois miels étudiés et de 1.5 - 14% pour la gelée royale vis-a-vis des souches
testées. Cependant, la propolis a été tres active contre Staphylococcus aureus avec une
CMI 0.7mg/ml, et moins efficace contre Escherichia coli, Pseudomenas aeruginosa ; avec
des CMIs 20 et 22 mg/ml respectivement. Candida albicans est sensible a la propolis a
4 mg/ml. Alors aucun effet n’a été observé contre Aspergillus niger.

Mots Cleés : Miel, gelée royale, propolis, effet antibactérien, effet antifongique, CMI.



Abstract:

The aim of this study is to evaluate in vitro the antibacterial and antifungal effect of
three varieties of honey, one royal jelly (RJ), and one sample of propolis obtained from
different regions of Algeria against three strains of pathogenic bacteria (Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Pseudomenas aeruginosa) and two strains of fungi (Candida
albicans, Aspergillus niger).

The pH and water content were measured, the phenolic and the flavonoid contents of
honeys were determined. The investigation of antibacterial and antifungal effect was
performed by agar incorporation method.

All honeys were found to be acidic, water content ranges between 17.2-18.6%. The total
phenolic content ranged between 50.25 to 62.13 mg GAE/ 100g of honey, and the
flavonoids content was 18.21- 27.66 mg QE/100g of honey.

MICs of Algerian honey ranged from 6% to 55%, while royal jelly MICs ranging
between 1.5 - 14% against tested strains. Propolis was more active against S.aureus with
MIC 0.7mg/ml, and had lower activity against E.coli and P.aeruginosa with MICs
20mg/ml and 22mg/ml respectively, while Aspergillus niger was insensible.

Key words: honey, royal jelly, propolis, antibacterial effect, antifungal effect, MIC.
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Introduction

Introduction

Dans un monde séduit de I’industrialisation et des produits de synthése le retour a la
nature s’avere trés nécessaire tant sur le plan de la médication que sur le plan de
I’alimentation ; parmi nos meilleurs choix dans les pays de tiers monde est la valorisation
des produits de la ruche. Dans ce cadre Apis mellifera ou I’abeille domestique est I’acteur
principal, insecte appartenant a I’ordre des hyménoptéres et de la famille des Apidae ;
formidablement organisées en société, elles représentent un sujet d’études intéressant tout
en apportant plaisir, sante, bonheur, revenus a tout un monde. Ainsi, les produits issus du
travail de ce petit insecte sont utilisés depuis des millénaires et leurs emplois sont retrouvés
dans de tres nombreuses civilisations et croyances.

En effet, profitant de 1’essor plus en plus important des médecines naturelles ou dites
douces, les produits de la ruche s’inscrivent dans cette tendance, le plus souvent en
complément des traitements conventionnels. Ces produits trouvent ainsi des applications
dans des domaines thérapeutiques tres variés afin de contenter les exigences d’un public
désireux de retrouver des moyens simples, naturels et sains de se soigner, avec possibilité
de les utiliser méme en médecine vétérinaire et contrairement a certaines molécules
synthétiques comme les antibiotiques par exemple qui posent le probléeme de
’antibio-résistance.

De plus en plus pratiquée dans le monde, I’apithérapie ou I’'usage médical des
produits de la ruche fait ’objet de plusieurs études scientifiques mais qui restent toutefois
insuffisantes (Boukraa et al., 2008, Caillas, 1977), C’est a partir de la deuxieme moitié du
XXe siecle que I’on trouve des écrits scientifiques plus précis sur cette utilisation et
qu’apparait sous le terme d’« apithérapie ».

Sachant les nombreuses propriétés thérapeutiques de ces produits, 1’effet
antibactérien et antifongique sont parmi les effets les plus importants et les plus étudies, et
dans ce cadre nous avons étudie trois produits de ruche : miel, propolis et gelée royale,
produits phares de la ruches, avec un potentiel antimicrobien intéressant, notre travail
s’articule autour de I’évaluation de I’effet antibactérien et antifongique des produits de la
ruche récoltés dans quelques régions de notre pays, étant donné I’émergence des souches
multi-antibio-résistantes ces dernieres années et la rareté des découvertes d’antimicrobiens
d’ailleurs tres couteuses, L’exploitation de ces produits est une piste prometteuse pour
remédier au phénomeéne de I’antibio-résistance surtout dans le traitement et la prévention

d’infection des plaies et brulures divers (Assie, 2004).
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1. Historique :

Le miel servait déja en -4500 a sucrer les aliments. Durant 1’ Antiquité (-3500 ans av
JC +476ans aprés JC) il était synonyme de vie éternelle et possédait une grande valeur
religieuse. D’ailleurs, il persiste dans les rituels de naissance et de mort en Afrique. Il est
symbole de pureté pour les Indo-Iraniens, de douceur dans le judaisme, associé a la
prophétie pour les Grecs, a un médicament dans I'islam. 11 était également utilisé pour sa
richesse en sucre : aux Jeux Olympiques antiques, les sportifs buvaient un mélange a base
de miel pour reprendre des forces rapidement, d'autres le recommandaient pour embellir la
peau et soigner les blessures. En -400 ans avant JC, Hippocrate recommandait le miel dans
le traitement des plaies, de la fiévre, des ulcéres et dans la préparation de pates médicinales
(Jean-Christophe D et Claude V, 2003).

D'autres médecins de 1'époque le recommandaient en vue d’une amélioration de la
vue, de l'activité sexuelle ou encore dans le traitement de la toux, des plaies ou des angines.
I était d’ailleurs utilisé pendant les deux guerres mondiales pour accélérer la cicatrisation
des blessures des soldats. En 1962, White identifie 1I’inhibine qui est un composé
bactéricide contenu dans le miel (Cuvillier, 2015).

2. 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 1’espéce Apis
mellifera a partir du nectar de plantes ou des sécrétions provenant de parties vivantes des
plantes ou des excrétions laissees sur celles-ci par des insectes suceurs, gu’elles butinent,
transforment en les combinant avec des matieres spécifiques propres, déposent,
déshydratent, entreposent et laissent mdrir dans les rayons de la ruche. A I'exception du
miel filtré, aucun pollen ou constituant propre au miel ne doit étre retiré, sauf si cela est
inévitable lors de I'élimination de matiéres organiques et inorganigues étrangeres »

Selon la législation, et par définition, il est interdit d’accoler au mot « miel » 1’adjectif

« pur », puisque son origine est a 100 % naturelle (Nicolay J, 2015).
3. Origine et Production :

3. a. Origine :

Il existe deux types de miel selon son origine :
1. miel de nectar : produit a partir de nectar des plantes. Le nectar est un liquide plus ou

moins sucré destiné a attirer les insectes pollinisateurs dont I’abeille mellifique. Il constitue
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la matiére premiére de la majorité des miels. Le nectar a une composition qui dépend bien
entendu de I’espéce florale mais aussi des conditions hygrométriques de 1’air et du sol et
des conditions climatiques en général. L’cau représente de 40 a 80% de sa composition et
sa composition en sucre varie entre 7et 60 % la nature des sucre differe selon I’origine
botanique (Domerego et al., 2009 ; Jean-Prost, 2005 ).

2. miel de miellat : produit a partir de miellat. Le miellat est un liquide épais et visqueux
constitué par les excréments liquides des insectes parasites (psylles, cochenilles et surtout
pucerons). Ces insectes piqueurs perforent les tissus végétaux avec leurs pieces buccales
pour prélever les éléments azotés de la séve, et rejettent par leurs anus, des gouttelettes
sucrées et riches en acides aminés : le miellat. Lorsque le nectar abonde, les butineuses le
préferent au miellat (Clément, 2002).

3. b .Production:

Une fois la source de nectar ou de miellat choisie, les butineuses la diluent avec de la

salive. Ceci facilite 1’aspiration du liquide, devenu moins visqueux, par les muscles
pharyngiens (Marchenay et Berard, 2007 ; Maurizio, 1968).
Une butineuse effectue entre 20 et 50 voyages par jour, chacun demande environ 15
minutes. Le rayon d'action moyen se situe entre 500 métres et 2 kilomeétres, de la
vegétation des alentours du rucher. La butineuse préleve sur les fleurs le nectar liquide
sucré et sécrete puis excrété par des glandes dites nectariféres présentes sur de nombreuses
plantes (Cuvillier, 2015).

Le jabot des abeilles peut se remplir d’un butin pouvant atteindre 40 a 70 mg, soit

presque leur propre poids. A son retour, la butineuse régurgite sa charge et la passe aux
ouvrieres qui, elles-mémes, la communiquent a d'autres et ainsi de suite (La trophallaxie).
Les ouvriéres s’échangent le contenu de leur jabot de nombreuses fois. La trophallaxie
répétée assure d’une part la déshydratation du nectar ou du miellat et d’autre part son
enrichissement en enzymes (invertase, diastase, et glucose-oxydase ) via la salive.
Une fois que la teneur en eau du liquide avoisine les 40-50%, I’abeille le dépose dans une
alvéole ou se terminera sa transformation en miel. La maturation peut durer de 2 a 5 jours.
L’évaporation est rendue possible par la haute température qui régne dans la ruche
(environ 35°C) et Les ouvriéres qui favorisent la déshydratation du futur miel par des
mouvements rapides de leurs ailes. Une fois le miel a atteint une teneur en eau de 17-18%,
les ouvriéres ferment 1’alvéole avec un opercule de cire (Huchet et al., 1996; Bruneau
2009 ; Jean-Prost 2005; Marchenay et Bérard, 2007).
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4. Récolte Et Conservation :

4. a. Récolte :

Avant I'élevage des abeilles, on récoltait le miel dans les troncs d'arbres ou en
broyant les ruches. L'apiculture a permis de fournir une ruche aux abeilles. Le miel est plus
ou moins liquide lors de l'extraction, saturé en sucre qui cristallise plus ou moins
rapidement en fonction de sa teneur en sucre principal : plus il est riche en fructose, plus il
restera liquide longtemps, comme le miel d'acacia, Plus il est riche en glucose, plus il
cristallisera vite, comme le miel de colza (Cuvillier, 2015).

La récolte du miel s'effectue lorsque les cadres de la ruche sont remplis et que la
floraison est terminée. Aprés avoir chassé les abeilles par enfumage L'apiculteur retire les
cadres de miel situés en hauteur (ceux en bas sont laissés pour les réserves alimentaires des
abeilles afin qu'elles puissent survivre I’hiver) puis il 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 la force centrifuge, de faire couler le miel dans la
cuve. Le produit obtenu est ensuite filtré pour eliminer les impuretés ou les restes de cire
(Cuvillier, 2015).

4. b. Conservation :

Pour une bonne conservation du miel, pendant de nombreux mois, il faut faire
attention a 3 facteurs : I’humidité, la chaleur et la lumiére. Si celui-Ci est soumis a une
température trop importante, il s’en suivra une dégradation des sucres, une perte d’ardme
et une augmentation de I’acidité (Blanc, 2010).

Le miel doit étre conservé a 15°c, a I’abri de la lumiére, de I’air et de ’humidité et doit étre
préférentiellement consomme dans I’année qui suit sa récolte (Clement, 2006).

Au cours du vieillissement et a la température ordinaire, on note des transformations tres
sensibles sur une période de un a deux ans :

» la coloration s’intensifie.

» T’acidité libre augmente.

> lateneur en enzyme diminue (Assie, 2004).

L’hydroxyméthylfurfural (HMF) est un indicateur d’dge c’est un produit de
dégradation des monosaccharides et plus particulierement du fructose, ce produit n’est pas
présent lors de la récolte du miel par les abeilles. 1l se forme trés lentement au fil des jours

et évolue exponentiellement dans le temps. La production de HMF est liée a 1’acidité du
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milieu et est favorisée par une forte teneur en fructose. Un chauffage excessif simule
I’action du vieillissement, il accélére également la production de HMF (Bruneau, 2009).

5. Les principales variétés du miel :

5. a. Les miels monofloraux :

Cette variété du miel se réfere au site principal de butinage des abeilles, et prend le
nom de la plante sur laquelle elles se sont concentrées : issu en grande partie (plus de 45%)
d'une seule variété de fleur. Les types de miel monofloraux courants proviennent du trefle,
de l’acacia, du tilleul et du tournesol. Le miel monoforal est plus cher que le miel
multifloral (Bradbear, 2010).ex : miel de lavande, miel de romarin, miel d acacia, miel de
cidre, miel de sapin.

5. b. Les miels multifloraux :

Les miels multifloraux proviennent de plusieurs sources botaniques. On peut trouver
des miels de fleurs mélangées, les miels de chataignier et tilleul, les miels de fleurs de
montagne, etc. Les abeilles recueillent le nectar des fleurs distantes jusqu’a 2 km de la
ruche. Quand deux floraisons arrivent en méme temps, les abeilles préférent le nectar qui
possede la plus grande concentration de sucre. (Romano, 2009).

6. Composition:

A T’heure actuelle, tous les constituants n’ont pas encore €té identifiés. On y retrouve

en majorité des sucres simples (ou oses) et de I’eau (Figure 1).

eau 17,0%

autres 3,5%
fructose 38,0%

trisaccharides
1,5%

saccharose 1,5%

maltose 7,5%

glucose 31,0%

Figure 1: Composition générale moyenne du miel

D’apres Bruneau 2009
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Eau:

La teneur en eau dans le miel s’¢léve le plus souvent a moins de 20 %. Il dépend de la
miellée, du climat, du type de ruche et d’autres facteurs. La teneur en eau détermine de
facon prépondérante la conservation du miel. Seuls les miels avec une teneur en eau
inférieure a 17% sont stables lors de la conservation et ne fermentent pas (Bogdanov et al.,
2006).

Les glucides :

Des glucides ou sucres, présents en grande quantité : 78 a 80%. La majorité sont des sucres
simples (environ 90% des sucres totaux) avec une prédominance pour le fructose,
davantage que le glucose. Une petite quantité de disaccharides (saccharose, maltose,
isomaltose), Trisaccharides et oligosaccharides sont également présents et caractéristiques
de leur origine Botanique (Delphine, 2010).

Protides :

Les protides, représentés par les acides aminés et les protéines ne sont présents qu’en

tres petite quantité (environ 0,3%). Ce sont le nectar des plantes, les sécrétions de I’abeille
et la présence de grains de pollen qui apportent peptones, aloumines, globulines et
nucléoproteines (Domerego et al., 2009). Plus de 19 acides aminés sont présents.

La proline et I’hydroxyproline, sécrétée par les glandes salivaires de 1’abeille, est présente
dans tous les miels. De méme, on retrouve quasiment systématiquement I’alanine, 1’acide
glutamique, la glycine et la leucine. Au contraire, le tryptophane n’est presque jamais
présent ou seulement en infime proportion (Oryan et Zaker, 1998). Le miel contient
également une proteine d’intérét médical, la bee-defensin 1 (Kwakman et al., 2010).
Lipides :

Mis a part le miel de tournesol, les miels ne contiennent que trés peu de lipides On les
retrouve sous forme de cholestérol libre et sous forme d’esters de cholestérol. Les autres
lipides présents sont les triglycérides et les acides gras libres (Gharbi, 2011).

Les lipides proviennent également des microparticules de cire qui composent le miel
(Domerego et al., 2009).

Minéraux :

Il s’agit surtout du potassium, du sodium, du manganese, du cuivre et du calcium. La teneur
en minéraux des miels est fortement corrélée a 1’origine géobotanique du Nectar et la
nature des minéraux dépendent du type de Sol (Stocker et al., 2005; Domerego et al.,

2009). Plus un miel est foncé, plus il est riche en minéraux (Huchet et al., 1996).
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Enzymes :

Les enzymes proviennent soit de la salive de 1’abeille, soit du nectar (Domerego et al.,
2009). On retrouve en trés grande proportion :

1. Apportées par la salive :

- Invertase : catalyse I’hydrolyse du saccharose en fructose et glucose.

- Amylase : catalyse I’hydrolyse de I’amidon en molécules de glucose.

- Glucose-oxydase : catalyse ’oxydation du glucose en acide gluconique, avec

production du peroxyde d’hydrogéne.

2. Apportées par le nectar :

- Catalase : catalyse la dégradation du peroxyde d’hydrogene.

- Phosphatases acides.

Ces enzymes sont dénaturees par chauffage (Gharbi, 2011).

Les vitamines :

Les vitamines sont majoritairement apportées via les grains de pollen. (Domerego et al.,
2009) . Le miel contient peu de vitamines. On y trouve essentiellement des vitamines du
Groupe B: vitamines B1, B2 B3 (appelée aussi PP), B4 et B5. Parfois on y trouve aussi de la
vitamine C, ainsi que les vitamines A, Ket D. (Clemence, 2005).

Pigments :

On trouve :

Des Caroténoides et Flavonoides (0,006%) (El-Hady et Hegazi, 2001b).

Acides :

En général le pH se situe entre 3,5 et 5,5 ; cela est due a la présence des acides organiques
(Bogdanov et al., 2004). Les miels contiennent des acides organiques (dont certains sont
volatils), ainsi que des lactones. Leur provenance est diverse : certains sont issus du nectar
directement, d’autres sont le fruit de réactions enzymatiques et de fermentations.

L’acide gluconique (constituant acide majoritaire, issu du glucose), les acides butyriques,
I’acide acétique, Il’acide formique, [I’acide lactique, 1’acide succinique, [’acide
proglutamique, ’acide malique et 1’acide citrique. L’acidité totale est la somme des acides
libres et des lactones (Lequet, 2010).

Les ardmes

Plus de 50 substances aromatiques ont été décelées. Elles sont également en
correspondance avec les plantes butinées. On y retrouve principalement des alcools,

cétones, acides, aldéhydes et quinones (Gharbi, 2011).
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Autres :  Hydroxymethylfurfural, Polyphénols divers, Grains de pollen, facteurs
antimicrobiens appelés « inhibines » : Peroxyde d’hydrogéne, Méthylglyoxal (Adams et
al., 2009).

7. Propriétés biologiques et thérapeutiques du miel :
7.1. Effet énergétique et nutritionnelle :

Le miel étant composé de sucres simples, il est facilement assimilé par 1’organisme, il
est souvent utilisé par les sportifs pour sa valeur énergétique : 310kCal / 100g. Il est
cependant moins calorique que le sucre (environ 405kCal / 100g), ce qui en fait un aliment
apprécié des diététiciens (Gout, 2009). Il a été prouvé que le miel favorise aussi
I’assimilation du calcium et la rétention de magnésium (Chauvin, 1968).

7.2. Effet antioxydant :

Les enzymes, les acides organiques, les peptides mais surtout les composés
Phénoliques, les pigments flavonoides et caroténoides jouent le role d’antioxydants
(Gharbi, 2011; Al-Mamary et al., 2002).

7.3. Effet sur le systéme immunitaire :

Augmentation de + 50 % de monocytes. En plus La prise orale de miel stimule la
production d’anticorps durant les deux premicres phases de la réponse immunitaire contre
les antigénes thymus-dépendants et thymus-indépendants (Al-Waili et Hag, 2004).

7.4. Effet anti-inflammatoire :

Les flavonoides présents semblent provoquer la disparition des douleurs et
gonflements. En neutralisant les radicaux libres qui stimulent la production de cytokines, le
miel joue un réle anti-inflammatoire (Tomczak, 2010; VVan Den Berg et al., 2008) .

7.5. Effet antibactérien :

Le miel inhibe la croissance d’un grand nombre de bactéries, y compris un grand nombre
de bactéries pathogénes. (Bogdanov, 1997), L’activité est 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 :

> L’effet osmotique : Le miel est une solution sursaturée de sucres, il est hypertonique.
L’hypertonicité provoque la lyse des bactéries par déshydratation et inhibe la
croissance des bactéries avant d’induire leurs mort.

» Le pH faible : Un pH acide est un milieu défavorable au développement de la plupart

des germes.
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> le peroxyde d’hydrogéne H202: L'activité antimicrobienne de certains miels dépend
de leur contenu en peroxyde d'hydrogene endogéne (Brudzynski, 2006).

L’enzyme glucose-oxydase (sécrétée par les glandes hypopharyngiennes de l'abeille)

forme le peroxyde d’hydrogéne 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-oxydase

Glucose+ H20 » acide gluconique + H202

Catalase
2H202 > 02+2H20

L'eau est indispensable au processus d'oxydation, c'est ainsi que le peroxyde d'hydrogéne

se forme uniquement dans le miel non-mur ou dilué, dans le miel mur, le Processus est

blogué, avec possibilité de réactivation par dilution (Bogdanov et Blumer, 2001). Le

glucose-oxydase est thermolabile et sensible a la lumiere.

> Les facteurs « non peroxydes » : Les facteurs « non peroxydes » sont nombreux et ne
sont pas tous identifiés. On retrouve le methylglyoxal, la bee-defensin, composés

polyphénoliques, des flavonoides.

Il existe une variabilité de I’activité antimicrobienne, corrélée avec 1’origine
botanique du miel (teneur en glucose oxydase, composes phénoliques, flavonoides,
composes « non peroxydes ». La concentration en miel et le traitement préalable
(pasteurisation, lumiére et chaleur) jouent également un role important. Le spectre
antibactérien de nombreux miels est large, sur les bactéries a Gram positif et a Gram
négatif et sur celles sensibles ou résistantes a des antibiotiques (Kwakman et al., 2011 ;
Kwakman et al., 2010; Tomczak, 2010; Boukraa et Sulaiman, 2009; Al-Waili 2005).

Dans ce sens le miel de Manuka est le plus connues par ces propriétés antibactériennes non
peroxyde dépendantes.
7.6. Effet antifongique :

Le miel en concentration allant de 5 & 80% a des effets inhibiteurs contre Candida
albicans, C. glabrata, C. krusei et Trichosporon spp, Aspergillus niger et Trichophyton
mentagrophytes (Kog¢ et al, 2011; Al-waili, 2005, Gharbi, 2011). De méme il a un effet
antimycotoxinique (El-Arab et al., 2006).
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7.7. Effet cicatrisant :

Le miel accélere la cicatrisation et la guérison des plaies et brulures grace a ces
propriétés nettoyantes et désinfectantes et nutritives, il est immunomodulateur, il stimule
notamment la multiplication et la croissance des fibroblastes et des cellules épithéliales qui
vont participer a la réparation (Descottes, 2009). Le miel induit également la synthése de
collagene et active le transforming growth factor-B1 tissulaire. Grace a ses propriétés
hygroscopiques, et a I’ H202 et a son pH acide, il tue les bactéries et favorise la détersion
des plaies. (Cuvillier, 2015).

7.8. Effet antiviral :

Zeina et al., (1996) ont montré une action du miel sur le virus de la rubéole In-vitro.
De méme, in-vivo, le miel utilisé dans 1’étude de Al-waili, (2004) a révélé une activité
antivirale supérieure a celle de I'acyclovir® sur des I€sions dues au virus de I’herpes

simplex labial et génital (types 1 et 2) chez I’homme.
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1. Historique :

Depuis des temps reculés la propolis était employée comme thérapeutique contre les
affections de la peau, les plaies et les suppurations, Les Egyptiens utilisaient cette résine
pour embaumer les morts, elle était réputée pour ses propriétés conservatrices et son
arbme, De -700 a -600 ans av JC, les Grecs ont observé que cette substance résineuse se
situait a I'entrée de la ruche comme barriere de protection contre les prédateurs. Ils ont
alors donné le nom de « propolis » qui signifie pro=devant, polis=la cité. Hippocrate
recommandait la propolis pour la guérison des plaies et des ulceres. Les soldats romains,
eux, partaient au combat avec un morceau de propolis pour cicatriser leurs futures plaies.
En Amérique du Sud, les Incas utilisaient la propolis comme antiseptique.

(http://bee.apinova.fr/pages/La-Propolis /consulté le:5-8-2016).

Dans le moyen-age les européens décrivent les préparations médicales a base de la propolis
pour les traitements des maladies de la bouche et de respiration.

C’est surtout au XVIII - XIXéme siécle que la propolis fut utilisée pour panser les plaies.
Elle était tres répandue sur les champs de batailles notamment lors de la guerre des Boers
en Afrique du Sud pour soigner les soldats et accélérer le processus de cicatrisation
(Caillas 1947; Cuuvillier, 2015).

2. Définition :

La propolis est un mélange de substances résineuses récoltées par les abeilles et
enrichies par leurs secrétions. Les abeilles 1’extraient des bourgeons et de 1’écorce de
certains arbres, notamment des coniferes résineux, des peupliers, saules. Gluante et molle
a haute température, comme dans la ruche (35°C) et devient solide a basse température
(Cuvillier, 2015). Sa couleur varie du jaune au noir en passant par I’oranger, vert, le mauve
et le brun. Ces couleurs sont dues aux pigments qu’elle contient (chrysine, anthocyanes).
Le godt de la propolis est trés particulier, avec une sensation brdlante et pimentée (Gharbi,
2011).

Figure 2 : propolis brute
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3. Production par I’abeille :

L’Abeilles d’Asie : Apis cerana, A. dorsata ne récoltent presque pas de propolis

.Dans I’espéce Apis mellifera : carnica et lamarckii propolisent peu, ligustica et mellifera
propolisent moyennement (300g/ruche), caucasica et intermissa propolisent beaucoup
(1Kg/ruche).Ce sont les butineuses les plus agées qui récoltent la propolis.
Lorsque I’abeille a repéré la source avec ses antennes, elle découpe avec ses mandibules
des fragments de résine qu’elle étire comme un fil et qu’elle entasse apres I’avoir pétri en
boule, dans les corbeilles. Tache effectuée au moment le plus chaud de la journée (20°C)
du printemps a la fin de 1’été. Dans la ruche les ouvrieres déchargent la butineuse en
ramollissant La résine avec leurs sécrétions salivaires entrainant une maturation organique
et en y ajoutant un peu de cire. (http://apiculture-populaire.com/propolis.htm/pdf. consulté
le:9-1-2016).

4. Utilisation par I’abeille :

» Réparation des rayons, fissures.

Fixation des cadres mobiles pour réduire les vibrations.
Embaumement des cadavres des intrus.

Aseptisation de la ruche.

YV V V V

Réduction de I’entrée de la ruche en fonction des variations climatiques. Ces activités
participent a I’entretien d’une isolation thermique adéquate et indispensable au bon

développement du couvain (Donadieu, 2008).

5. Récolte et conservation :

5. a .Récolte :

La propolis garnit les cadres et les parois de la ruche. Il est possible d’effectuer un
raclage et un grattage de ces parties mais la propolis obtenue contient alors de nombreuses
impuretés (cire, bois, fragments d’abeilles, sable...) ce qui rend sa qualité médiocre
Une méthode permet d’obtenir une propolis de treés bonne qualité. 11 suffit de placer
une grille de récupération en métal ou en plastique (concue a cet effet) au dessus de la
ruche, sur la derniére hausse par exemple. La propolis servant a boucher les interstices du
nid va étre produite et déposée par les ouvriéres entre les mailles de la grille. Une fois
recouverte, la grille doit étre placée au congélateur. La propolis devient cassante et se
détache facilement (Gharbi, 2011; Marchenay et Bérard, 2007).
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Pour avoir une propolis de la meilleure qualité possible, il faut pratiquer cette récolte au

cours de la saison d’été ou au début de I’automne, apres la miellée principale.

Figure 3 : Grille de récupération de propolis en plastique

Source : http://apiculture-populaire.com/propolis.ntm/pdf (consulté le:1-9-2016)

5. b .Conservation :

La conservation de la propolis est facile, sans aucun impératif particulier pour la
plupart de ses présentations. L’exposition prolongée a la chaleur et a la lumiére est tout de
méme déconseillée (Gharbi, 2011; Donadieu, 2008). Le stockage de longue durée ne
semble pas diminuer sa teneur en composants actifs.

6. Traitements possibles :

On peut obtenir des teintures officinales par dilution de la propolis dans une solution
d’alcool a 70°C (contiennent 3 a 30% de propolis) (Bruneau, 2009), Les extraits qui
présent des fortes concentrations principes actifs, mais aussi des solutions aqueuses de
propolis.

7. Composition :

La composition de la propolis révéle plus de 180 constituants, tous n’ayant pas été
identifiés (Domerego et al., 2009). La propolis est un ensemble de matieres résineuses,
gommeuses et balsamiques. Comme ses origines sont variées, les proportions de ses
constituants changent énormément, On y retrouve cependant toujours des résine et baumes,

la cire, des essences, du pollen et des éléments divers (Bruneau, 2009; Gharbi, 2011).

12


http://apiculture-populaire.com/propolis.htm/pdf

Chapitre 11 La Propolis

autres résines et baumes

ollen
P 5% 55%

3%

essences
végétales
7%

cires
30%

Figure 4 : composition générale moyenne de la propolis.
D’apres Bruneau 2009.

La composition varie en fonction des plantes butinées par l'abeille, cependant son activité
thérapeutique et ses propriétés restes inchangées (Cuvillier, 2015).
Glucides : D-glucose, D-fructose.
Acides aminés: sérine, glycine, acide glutamique, ac. aspartique, tryptophane,
phénylalanine, leucine, arginine, proline.
Vitamines : B1, B2, B3, B6, B8, B12, La vitamine A (Domerego et al., 2009).
Minéraux : On retrouve surtout le fer, le cuivre et le manganese, mais aussi Aluminium,
argent, baryum, bore, calcium, chrome, cobalt, étain, magnésium, molybdene, nickel,
phosphore, plomb, sélénium, silicium, strontium, titane, vanadium, zinc (Cuvillier, 2015).
Lipides : les lipides issus de la cire. (Gharbi, 2011; Donadieu, 2008).
Composés terpéniques : clérodane, géraniol, bisabolol, farnésol,
squaléne, stérols. (http://apiculture-populaire.com/propolis.htm/pdf. le:1-9-2016).
Flavonoides :
Tels que les flavones, flavonoles, chalcones, on trouve plus de 40 Flavonoides les plus
importants :  Pinocembrine, Galangine ,Kaempférol, Pinostrobine, Pinobanksine,
Sakuranétine, Quercétine,, Chrysine, 2,4,6-trihydroxy-dihydrochalcone. (Gharbi, 2011;
Donadieu, 2008).
Alcools, aldéhydes et cétones aromatiques (vanilline, isovanilline...). (http://apiculture-
populaire.com/propolis.htm/pdf).
Acides aromatiques : représentés dans le tableau 1.
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Tableau 1 : Acides aromatiques de la propolis (Donadieu 2008;El-Hadi et Hégazi 2001b):

Dérivés de I’acide benzoique

Dérivés de I’acide cinnamique

Ac benzoique

Ac 4-hydroxy- benzoique

Ac 4-méthoxy- benzoique
Ac vanillique

Ac isovanillique

Ac gallique

Ac protocatéchique

Ac 3,4-dihydroxy- benzoique

Ac 3,4,5- trihydroxy- benzoique

Ac 3,4-diméthoxy- benzoique

Ac cinnamique
Ac p-coumarique

Ac férulique
Ac isoférulique
Ac caféique

Ac p-méthoxy- cinnamique

Ac 3,4-diméthoxy- cinnamique
Ac dihydro-p-coumarique

Ac dihydro- cinnamique

Ac prényl-p-coumarique

Ac diprényl-p-coumarique

Ac=Acide

Esters d’acide aromatiques : jouent un réle primordial dans I’effet thérapeutique de

la propolis. (Donadieu, 2008).

Tableau 2 : Esters d’acides aromatiques de la propolis (EI-Hadi et Hegazi 2001b).

Esters de I’acide cinnamique

Cinnamylcinnamate

Esters de I’acide coumarique

Pentenyl-coumarate
Benzyl- coumarate
Phényléthyl- coumarate
Cinnamyl- coumarate

Esters de I’acide férulique

Férulate de pentényl
Férulate de cinnamyl

Esters de I’acide isoférulique

Pentenyl-isoférulate
Benzyl- isoférulate
Phényléthyl- isoférulate

Esters de I’acide caféique

Ethyl-caféate

Butanyl- cafeate
Phénéthyl- caféate (CAPE)
Pentényl- caféate
Phényléthyl- caféacte
Cinnamyl- caféate
Tétradécyl- caféate
Tétradécényl- caféate
Hexadécyl- caféate
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Les acides organiques aliphatiques : (Donadieu, 2008 ; Gharbi, 2011) :

- Arachidonique - Oléique

- Caprilique - Palmitique

- Eicosenoique - Palmaticoléique
-Eptadecanoique - Stéarique

- Erucique - Succinique

- Laurique - Miristique

- Linoléique - Linolénique

Composés prénylés : artépilline C, propolin A, B et C, Acétophénones (http://apiculture-
populaire.com/propolis.htm/pdf).
Les huiles essentielles :

Le guiaol, eugénol, anéthol, le pinéme ayant un role antiseptique (Cuvillier, 2015).

8. Propriétés biologiques et thérapeutiques:
8.1 .Effet antibactérien :

Le spectre antibactérien de la propolis est large. Son action est puissante, elle agit en
effet sur Staphylococcus aureus et MRSA (Methicillin-Résistant Staphylococcus Aureus)
(Trusheva et al., 2010), les streptocoques (Streptococcus mutans responsable des caries
dentaires et Streptococcus sobrinus), Paenibacillus alvei, Bacillus subtilis, Enterococcus
faecalis ou encore sur les Gram négatifs comme les salmonelles, protéus mirabilis ou
Helicobacter pylori, responsable d’ulcére gastroduodénal (Kim et al., 2011). En revanche,
on note une faible activité de la propolis sur Escherichia coli et les Pseudomonas
(Cuvillier, 2015; Ghedira et al., 2009).

Cette activité antibactérienne serait imputable a I’acide cinnamique, aux molécules
aromatiques, aux acides diterpéniques, aux composés phénoliques et aux nombreux
flavonoides qui composent la propolis (Ramanauskiené et Inkénieng, 2011;

Boukraa et Sulaiman, 2009; Bankova et al., 1996). Cependant, le mécanisme d’action est
encore mal compris. Des chercheurs japonais pensent que I’inhibition de la croissance
bactérienne serait due a la destruction de leur paroi empéchant ainsi leur division cellulaire
(Domerego et al. 2009).

8. 2 .Effet antiviral :

L’action antivirale de la propolis a été montrée sur les poliovirus, les virus de type
herpés (dont zona), les adénovirus (Donadieu, 2008), le virus de la grippe HIN1
(Takemura et al., 2011), de I’hépatite B (Gharbi, 2011) et de la stomatite vesiculaire
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(Donadieu, 2008). Le taux d’IFN vy y était augmenté. Les esters de I’acide caféique
seraient également impliqués dans I’effet antivirale. (Shimizu et al., 2011).
8 .3 .Effet antifongique :

La propolis possede une action contre Candida albicans, Trichophyton, Microsporum
canis et Cryptococcus (Donadieu, 2008; Gharbi, 2011). Ce sont la galangine, le
kaempférol, la pinocembrine et I’acide caféique qui lui conférent cette activité.

Associée a des médicaments antimycosiques, la propolis a de meilleurs effets sur les
mycoses de la peau ou des muqueuses (sphére ORL et du vagin) ou encore les infections
causées par Monilia albicans au niveau du tube digestif chez le nourrisson (Gharbi, 2011).
8 .4 .Effet anti-inflammatoire :

L’effet anti-inflammatoire de la propolis, proche de 1’ Aspirine, est dose-dépendant.
Les extraits aqueux donnent de meilleurs résultats. Les flavonoides en sont responsables,
en inhibant la synthése de NO et de PG, inducteurs d’inflammation (Paulino et al., 2006) et
en supprimant la production de cytokines inflammatoire par les monocytes/macrophages
(Ansorge et al., 2003). Des études ont montré que son action est intéressante dans les
trachéites et pharyngites liées a une intubation prolongée pendant une intervention
chirurgicale. Les composés terpéniques (bisabolol en particulier) agiraient également dans
’action anti-inflammatoire (Gharbi, 2011; Donadieu, 2008).

8 .5 .Effet anticancéreux :

Les propriétés anti-carcinogenes de la propolis ont été démontrées par de nombreuses
¢tudes sur I’animal, elles sont dues aux flavonoides et a un dérivé de ’acide caféique
(CAPE) identifie comme étant un inhibiteur tumoral (Blanc, 2010).

Egalement, des agents cytotoxiques spécifiques pour les cellules cancéreuses comme

I’ Artepilline C et le diterpenoide du Clerodane, ont prouveé leurs action dans le traitement
du cancer de 1’utérus, et dans le cancer du foie (Blanc, 2010).

Les composes actives de propolis agissent par inhibition de : L’angiogénése, métastase et
par induction de I’apoptose (http://apiculture-populaire.com/propolis.htm/pdf. le:1-9-
2016).

Des extraits de propolis de Trigona laeviceps ont montré une forte activité antiproliférative
in-vitro sur des cellules cancéreuses humaines, ces tests ont été réalisés en parallele sur des
cellules normales humaines :

hépatocytes et fibroblastes ou les effets cytotoxiques n’ont pas été¢ mis en évidence

(Umthong et al., 2011).
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8 .6 .Effet antioxydant :

Grace a la présence d’une quarantaine de flavonoides chez certains types de
propolis, I’activité anti-oxydante est particulierement élevée, Mais celle-ci est dose
dépendante, c’est a dire qu’elle agit comme anti-oxydante a faible dose ou est
pro-oxydante a dose élevée. Il est donc nécessaire d’identifier la dose efficace. Les
recherches supposent également que le CAPE a des propriétés anti-oxydantes (Gharbi,
2011; Cuvillier, 2015).
Cette action est démontrée ou les composés phénoliques, les flavonoides, et surtout
I’artepilline C, s’opposent a la péroxydation des lipides et préviennent les dommages des
radicaux libres (Yang et al., 2011; Shimizu et al., 2004; Gharbi, 2011).
8 .7 .Effet immunomodulateur :

La propolis est considérée comme modulateur de la réponse biologique (BRM ou
Biological Response Madifier). Elle stimule le systéme immunitaire & produire plus de
macrophages (Donadieu, 2008). Ses effets biologiques bénéfiques sur le systeme
immunitaire existent en partie grace au CAPE, La propolis régule I’expression de genes qui
contribuent a la reconnaissance des microorganismes et favorise donc la reponse
immunitaire (Orsatti et Sforcin, 2011).

8 .8 .Effet antiallergique :

L’action antiallergique de la propolis vient en partie du fait de son activité
antioxydante. En effet, chez des souris sensibilisées a 1’ovalbumine, Cinq administrations
intra-péritonéales de CAPE sont effectuées avant la derniére exposition a I’ovalbumine, il
s’en est suivi une inhibition significative des réactions allergiques chez ces souris (Jung et
al., 2008). La chrysine, un flavonoide de la propolis, posséde également une action
antiallergique (Gharbi, 2011).

En effet, des tests in-vitro et in-vivo ont montré qu’elle réduisait la libération d’histamine
par les mastocytes et diminuait I’expression des génes codant pour les cytokines
inflammatoires. Elle atténue également 1’anaphylaxie modulée par la présence d’Ig E
(Gharbi, 2011; Bae et al., 2011).
8 .9 .Effet antiparasitaire :

La propolis est efficace dans le cas d’infections par certains parasites comme
le Toxoplasma gondii implique dans la toxoplasmose, particulierement dangereux
Chez les femmes enceintes, ou encore contre les Trichomonas, Trypanosoma cruzi

ou Giardia lamblia. Le produit de la ruche empécherait la croissance du parasite,
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sans que les principes actifs de celui-ci ne soient clairement identifies (Dandiya P et al.,
1991).
8 .10 .Effet cicatrisant :

La propolis accélére la régénération des tissus abimés (pulpe dentaire, tissus
hépatiques, osseux). L’action antioxydante des flavonoides est sans doute a ’origine de ses
capacités de régénération, favorable a la restauration du systeme immunitaire. La présence
d’acides phénoliques et de certains acides aminés (la proline entrant dans la synthése du
collagene, de I’¢lastine et de facteurs intervenant dans 1’¢élasticité de la peau, et ’arginine
stimulant la division et donc le renouvellement cellulaire) sont des acteurs incontestables
de la cicatrisation et de la régénération des cellules (Gharbi, 2011; Pessolato et al., 2011;
Gabrys, 1986). comparée a un cicatrisant classique, le sulfadiazine d’argent, la propolis
montre une bien meilleure épithélialisation (étude menue dans un modele rat avec des
bralures sur le dos au 3sme degré) apres applications journalieres de creme a 50% de
propolis (Gharbi, 2011; Han et al,. 2005).

8 .11 .Effet analgésique-anesthésiant :

L’utilisation topique de la propolis engendre une diminution de la sensibilité cutanée.
Il a été démontré que cet effet est dii en particulier a la pinocembrine, 1’acide caféique ainsi
qu’aux esters. D’autres tests ont été effectués sur des cornées de lapin et ils montraient que
I’activité anesthésiante était 3 fois plus puissante que la cocaine et 52 fois que la procaine,
tout en ayant moins d’effets indésirables. (Cuvillier, 2015).

8 .12 .Effet Détoxifiant et hépatoprotecteur :

La propolis protege contre CCl4, HgClI2, AICI3, chimiothérapie, alcool, médicament
L’artepillin C protége contre la génotoxicité du méthylméthane-sulfonate
(http://apiculture-populaire.com/propolis.htm/pdf. le:1-9-2016).

9. Variétés de propolis :

Il existe plusieurs variétés, selon la flore butinée, on cite a titre spécifique la propolis
verte (Baccharis dracunculifolia) de Brésil aux propriétés antitumorales, la propolis rouge
de Cuba (palétuvier): antivirale, la propolis brune (peuplier) antibactérienne

(http://apiculture-populaire.com/propolis.htm/pdf).
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Chapitre 111 La Gelée Royale

1. Historique :

Dans I'Antiquité, les Grecs associent a la gelée royale un pouvoir d'immortalité des
dieux de I'Olympe. A la méme époque, les Chinois pensaient que la gelée royale
augmentait la durée de vie et l'activité sexuelle. Depuis le début du XXéme siecle, elle s'est
imposée dans le marché chinois avec des roles divers : traitement du diabéte, des douleurs
articulaires, de la fatigue physique et intellectuelle, de I’hypertension artérielle, de
I’hépatite chronique, des troubles menstruels et de l'infertilité. En médecine traditionnelle
chinoise, la gelée royale est assimilée a un tonique en cas de carence du Yin. Depuis le
début du XXeéme siécle, la gelée royale est produite a un niveau industriel ce qui a permis
de la diffuser et de la consommer partout dans le monde. (Cuvillier, 2015).

2. Définition :

la gelée royale est un produit secrété par les glandes hypopharyngiennes et les
glandes mandibulaires des abeilles nourricieres, entre le Seme et le 11eme 0u 14¢me jour d’age
(Painter and Biesele 1966; Jean-Prost, 2005).Nourriture exclusive des reines ou lors des 3
premiers jours de la vie larvaire des abeilles, d’aspect visqueux, son couleur est de blanc
crémeux a jaune dore pale (Gharbi, 2011; Blanc, 2010), Le pH de la gelée royale est acide
entre 3 et 4, d’ou son acidité en bouche (Cuvillier, 2015).

La gelée royale est constituée de 2 phases : phase blanche et phase claire :

-la phase blanche provient des glandes mandibulaires et hypopharyngiennes.

- la phase claire est un melange de contenue de jabot et des glandes hypopharyngiennes. La
gelée royale destinée aux larves de futures reines est différente de celle destinée aux larves
d’ouvricres ou de males. Les larves de futures reines sont celles recevant le plus de phase
blanche. Le premier jour, elles recoivent 50% de phase blanche contre 20% pour les larves
d’ouvrieres. Ensuite, la proportion de phase blanche diminue légérement pour les larves
royales et fortement pour les autres. Des fluctuations existent aussi en fonction des saisons.
La gelée royale est dérivée des protéines et des nutriments présents dans le pollen ingérés
par les nourrices apres la maturation des glandes hypopharyngiennes et mandibulaires.
(Gharbi, 2011).

3. Récolte et conservation :

3. a. Récolte :

A la difference du miel et du pollen, la gelée royale n’est pas stockée dans les
alvéoles par les ouvriéres, qui sécrétent uniquement les quantités nécessaires pour élever le

couvain et nourrir la reine (Marchenay et Bérard, 2007). Pour une petite production, la
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récolte consiste a prélever directement dans la ruche les cellules royales produites

régulierement (Jean-Prost, 2005). Pour une grande production de gelée royale, il est

nécessaire de suivre plusieurs étapes (Marchenay et Bérard, 2007; Jean-Prost, 2005) :

> Rendre la ruche orpheline : Sans reine (tuée ou déplacée), les ouvriéres vont étre

stimulées a créer des cellules royales et des reines.

> Installer des cellules naturelles ou artificielles. C’est ce qu’on appelle 1’¢levage de
reines :

-Méthode des cellules naturelles: Récolte 3 jours apres

- Méthode des cellules artificielles: Greffe dans ces cellules des larves agées de 12-
36h, Et récolte : 3 jours apres.

Pour récolter la gelée royale, il est d’abord nécessaire de retirer les larves avec une
pince. La substance royale est récoltée a la spatule ou aspirée a la seringue ou au compte
goutte a piston. Des trompes reliées a un systéme aspiratif permettent de récolter plus
rapidement et plus facilement le contenu des cellules. Il faut ensuite retirer les débris de
cire et autres impuretés a la pince et filtrer la gelée royale (Jean-Prost, 2005). La récolte par
méthode des cellules naturelles rapporte environ 50 g de gelée royale par ruche et par an.
La méthode des cellules artificielles permet d’en récolter de 150 a 300 g par ruche et par an
(Marchenay et Bérard, 2007).

Avec des méthodes de grandes productions, il s’est avéré que plus une ruche produisait de
cellules royales, plus la récolte de gelée royale était importante mais moins la quantité de
gelée par cellule était grande. La deuxiéme récolte est par contre plus abondante

que la premiére. Une cellule royale offre en moyenne 100 a 300 mg de gelée (Jean-Prost,
2005; Domerego et al., 2009).

Figure 5 : Cellules remplies de gelee royale .

(http://www.miel-lerucherdelours.fr/fr/18-gelee-royale .cosulté le 3.8.2016)
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3. b. Conservation :

Apreés récolte, la Gelée Royale est placée en flacon de verre hermétique puis stockée
au froid (température inférieur a 5°C), a l'abri de I'humidité et de la lumiére. La
conservation peut étre de plusieurs mois.

On trouve également de la gelée royale sous forme lyophilisée en capsule ou en gélule, en
ampoule sous vide, en flacon, en comprimé ou mélangée avec du miel (Cuvillier, 2015).
Des reines fécondées ont été élevées correctement avec de la gelée royale

conservée a -20°C pendant un an ou a 0°C pendant 6 mois (Jean-Prost, 2005).

4. Composition :

La gelée royale est théoriquement riche en éléments nutritifs, d’ou son intérét pour la
reine, Cet intérét est d0 a une composition variée, mais aussi a la présence des molécules
spécifiques de la gelée royale. Les différences entre les gelées royales sont beaucoup moins

marquées que pour le miel (Gharbi, 2011).

glucides
14,5%

lipides

4,5%

protides

13,0%

aau autres
66,0% 2,0%

Figure 6 : composition moyenne de la gelée royale

D’apres Bruneau 2009
Glucides :
Fructose et glucose principalement, mais aussi du saccharose et du maltose.
Protéines, peptides, acides-aminés :
La gelée royale est trés riche quantitativement et qualitativement en protéines et acides
Aminés, les plus intéressent sont les MRJP (Major Royal Jelly Proteins) :
MRJP1, MRJP2, MRJP3, MRJP4, MRJP5 qui presentent une forte homologie séquentiel et
jouent un réle dans la nutrition des larves (Mateescu, 2016). En plus la présence d’une
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v-Globuline, La gelée royale posséde tous les acides aminés essentiels et semi-essentiels

(Hegazi, 2001).

Les protéines de faible poids moléculaire et les peptides sont relativement importants, La

Royalisine, peptide aux propriétés antibactériennes en est la principale. Des analyses ont

montré que la partie prépondérante des peptides et protéines de faible poids moléculaire

provenait de coupures protéolytiques des MRJP. Ce sont principalement ces peptides qui

sont biologiquement actifs (Gharbi, 2011, Mateescu, 2016).

Lipides :

La gelée royale contient 4,5% d’acides gras dont I’acide 10-hydroxy-2-décénoique

(10H2DA) aux propriétés antibactériennes, antifongiques, anti-germinatives. Il sert de

marqueur pour contrbler la pureté de la gelée royale. On retrouve aussi les acides

adipiques, pimélique, subérique et le 24-méthyléne-cholestérol. (Mateescu, 2016)

Minéraux :

Calcium, Fer, Potassium, Soufre, Magnésium, Phosphore, Sodium, Zinc, Cuivre,

Manganése, et autres minéraux en en infimes quantités (Stocker et al., 2005).

Vitamines :_la gelée royale est riche en vitamines de groupes B, Les vitamines

liposolubles A, D, E et K sont présentes en quantités négligeables (Gharbi, 2011).

Autres :

» Pigments : La gelée royale possede quelques flavonoides comme la catéchine et
I’épicatéchine (Gharbi, 2011).

» Enzymes : glucose-oxydase, un précurseur de 1’a-glucosidase et la glucose

déshydrogénase (Han et al., 2011).

Acétylcholine (jusqu’a 1 mg/g) (Domerego et al., 2009)

Facteurs antibactériens (Domerego et al., 2009)

Hormones sexuelles : oestradiol, testostérone, progestérone (Domerego et al., 2009)

Facteurs hypoglycémiant et hyperglycémiant. (Gharbi, 2011).

Substances similaires aux citoquinines et gibberelines (Gharbi, 2011)

Gélatine : précurseur du collagéne (Hegazi, 2001)

Acides nucléiques : ADN et ARN (Hegazi, 2001).

YV V V V V V V
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5. Propriétés biologiques et thérapeutiques :
5.1.Effet métabolique :

La gelée royale active le métabolisme par sa richesse en elements nutritifs et
vitamines, favorise la digestion apres sa prise par voie orale, stimule I’oxygénation de
cerveau, avec revitalisation de santé surtout chez les sujets agés, diminue la fatigue
physique et intellectuelle ainsi que le stress. (Blanc, 2010; Gharbi, 2011).
5.2.Effet immunostimulant :

La gelée royale a des propriétés immunostimulantes, immunomodulatrices, stimule la
production d’anticorps et la prolifération cellulaire (Hegazi, 2001). En augmentant
I'hnématopoiése (production de globules rouges et blancs), elle augmente les défenses
immunitaires contre les infections hivernales. (Gharbi, 2011).

5.3. Effet antibactérien :

D’apres des scientifiques, les propriétés antibactériennes de la gelée royale sont dues a ces
molécules : I’acide 10-hydroxy-2-décénoique et un y-globuline, en plus la Royalisine, qui
inhibe les bactéries a Gram positif (Mateescu, 2016). Les flavonoides agiraient en tant que
cofacteurs de I’activité antimicrobienne de la gelée royale.

Boukraa et al., (2009) ont montré une efficacité de la gelée royale sur Staphylococcus
aureus et Escherichia coli avec des concentrations minimales inhibitrices respectives de
1,7% et 2,2%. La gelée royale a montré des effets inhibiteurs in-vitro sur : Enterococcus
faecalis, Bacillus subtilis, Micrococcus varians, Pseudomonas fluorescens ,Bacillus larvae
(Gharbi, 2011; Cuvillier, 2015; Mateescu, 2016).

5.4. Effet antiviral et antifongique :

Elle présente également une activité antivirale, utile dans les traitements des hépatites
ou dans le cas de grippes, en stimulant le systeme immunitaire. En effet, son action directe
sur les virus n’a pas été clairement démontrée (Blanc, 2010).

La gelée royale a une action inhibitrice sur Candida albicans, C. glabrata, C. krusei et
Trichosporon spp (Kog et al., 2011).
5.5. Effet cicatrisant :

Il s’est avéré que le (LOH2DA) induisait la production d’un facteur de croissance. Sa
teneur en gélatine, proline et arginine renforce cette action (Koya-Miyata et al., 2004). La
gelée royale aide a lutter contre les agressions extérieures et contre le vieillissement de
notre organisme, notamment au niveau des phaneres et de la peau (Cuvillier, 2015).

5.6. Effet antioxydant :

Aide a lutter contre le vieillissement de nos cellules, favorise I'oxygénation de nos
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tissus et protege notre organisme des radicaux libres; Diminue le risque de maladies
dégénératives chez la personne agée, mais la encore, aucune étude réellement concluante
sur I’homme n’est venu confirmer cette hypothése (Cuvillier, 2015; Blanc, 2010).
5.7. Effet anticancéreux :

La gelée royale aurait une action sur I’ADN des cellules cancéreuses, Cette activité
est due a I’acide 10-hydroxy-2-décénoique (Blanc, 2010).
Egalement, la gelée royale est efficace dans les cas de leucémie chez I’enfant en stimulant
I’appétit et donc la résistance physique. Cependant, le réle de la gelée royale dans la
prévention du cancer chez ’homme n’a pas encore été démontré (Blanc, 2010).
Le (LOH2DA) inhibe la néo-vascularisation qui se fait lors de phénomeéne néoplasique par
inhibition de facteur endothélial de croissance vasculaire et I’angiogénése (Izuta et al.,
2007).
5.8. Autres :

La gelée royale favorise l'activité sexuelle, diminue les génes menstruelles de la
femme réglée gréace a ses composeés ostrogéniques, a des Propriétés antirhumatismales,

effet antidépressif, anxiolytique. Effet anti-inflammatoires (Cuvillier, 2015).
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Chapitre 1V Généralités sur les souches testées

A- Souches bactériennes

|. Staphylococcus aureus :

I.1- Classification et morphologie: bactérie appartenant au genre Staphylococcus, Cocci
Gram positif, isolés ou groupés en diplocoques ou en amas ayant la forme de grappe de
raisin, de 0,8 a 1ude diametre. La grande majorité des souches sont capsulées, mais les
souches peuvent perdre leur capsule par culture, immobiles, non sporulés, catalase positive
et oxydase négative (Murray et al., 2003).

I.2- Habitat : S.aureus est un commensal de la peau et des muqueuses de I’homme et des
animaux (rhino-pharynx, intestin), peut survivre longtemps dans 1’environnement.

I.3- Culture et identification: culture facile sur les milieux usuels, en 24 heures, a 37°C,
le milieu de Chapman pour I’isolement. S. aureus est aérobie prédominant et anaérobie
facultatif, et se caractérise par: Pigmentation dorée des colonies, fermente le mannitol et le
glucose (Catherine B, 2007).

I.4- Facteurs de virulence:

a. Enzymes : La coagulase-libre, La fibrinolysine, DNAses, La hyaluronidase, La lipase,
Phosphatase, Gélatinase.

b. Toxines: Hémolysine, Leucocidine, Entérotoxines, Exfoliatine, TSST1.

I.5- Pouvoir pathogéne: provoque des septicémies, toxi-infections alimentaires et
entérocolites, Syndrome de choc toxique, différentes infections (cutanéo-muqueuses,
osseuses, articulaires, Infections nosocomiales). (Murray et al., 2003).

1.6- Résistances aux antibiotiques: résistances acquises: tres nombreuses et variées, les
principaux : aux B-lactamines, aminosides, macrolides, et aux fluoroquinolones. (Catherine
B, 2007; Fridkin et al., 2005).

I1. Escherichia coli :

I.1- Classification et morphologie: bactérie appartenant a la famille des
entérobactériaceae, Bacilles Gram négatif, 2 a 4p de long sur 0,4 a 0,6 p de large, mobile
capable de fermenter le lactose et de produire de I'indole.

I1.2- Habitat: E.coli est un commensal du tube digestif de I'nomme et de nombreux
animaux.

11.3- Culture et identification: E. coli est aérobies - anaérobies facultatifs, pousse sur des
milieux de culture ordinaires en 24 h, a 37C°, et des milieux sélectifs (Hektoen, Mac-
conkey), fermente le glucose, réduise les nitrates en nitrites, oxydase négatif (Catherine B,
2007).
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I1.4- Facteurs de virulence: L'antigéne O (LPS) ou endotoxine ; sécrétion d’entérotoxine
(souche ETEC), verotoxines. Hemolysines, adhesines, siderophores (Baylis et al., 2006).
I1.5- Pouvoir pathogene: pathogene opportuniste: Infections urinaires, Infections
digestives (E. coli particuliers: EPEC, EIEC, ETEC, EHEC), Méningites, infections
nosocomiales, différents infections chez les animaux (Baylis et al., 2006; Catherine B,
2007).

11.6- Résistances aux antibiotiques: une multitude de résistances aux antibiotiques, ex:
résistances aux B-lactamines par production de B-lactamases, résistance aux sulfamides
(Chao et al., 2006).

I11. Pseudomonas aeruginosa :

I11.1- Définition: bacille Gram négative, De 2 a 4u de long, aérobie strict, trés mobile,
oxydase positive, saprophyte, se trouve essentiellement dans l'eau. En culture, c'est une
bactérie trés reconnaissable, puisqu'elle colore le milieu en vert grace a ces deux pigments,
I'un vert (la pyoverdine) et l'autre bleu-vert (la pyocianine) (Kayser et al., 2001).

I11.2- Facteurs de virulence : P. aeruginosa (ou bacille pyocyanique) est caractérisée
par :

» Pouvoir protéolytique, production de biofilm.

» Production d'une exotoxine nécrosante, une entérotoxine par certaines souches.

I11.3- Pouvoir pathogene: P.aerugenosa provoque : infections nosocomiales, des
suppurations a « pus bleu » des blessures et des brilures, septicémies chez les brdlés,
surinfection des bronches dans la mucoviscidose (Pruitt et al., 1998).

I11.4- Résistances aux antibiotiques: P. aeruginosa est une bactérie possédant de
nombreuses résistances aux antibiotiques ex: Les céphalosporines (Banerjee, et
Stableforth, 2000).

B- Souches fongiques

I.Aspergillus niger

I.1- Définition et généralités : champignon microscopique filamenteux (Ascomycete),
fréquemment retrouvé dans I’environnement, espéce cosmopolite, xérophile, mésophile qui
se développe trés bien a hautes températures: La température optimale pour la croissance
du mycélium est de 17-42°C, et tuée aprés 25 min d’exposition a 63°C (Pitt JI, Hocking
AD, 1999). Cette espéce est capable de se développer sur des pH inférieurs a 2 quand
I’humidité relative est élevée. Pousse bien sur des milieux de culture qui contient le

glucose, ex : milieu de Sabouraud, milieu Malt-Agar (MA) avec des colonies a croissance
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rapide d'aspect de velours ou de feutre, blanc cotonneux au départ, devenant poudreux avec
l'apparition de spores noires, Le revers est blanchatre, possede des fructifications
asexuelles de grande taille: Les conidies sont globuleuses, noires, portées par des phialides
Bisérié ou unisérié. Les conidiophores trés abondants, trés fragiles, longs a parois lisses,
hyalines. Les vésicules sont globuleuses (Pitt JI, 1999; Calvo et al., 1980).

I.2- Pouvoir pathogene : A. niger est une espéce toxique et pathogéne opportuniste, elle
provoque des otomycoses chez I’homme, Elle peut provoquer I’aspergillose du conduit
auditif externe chez les sujets présentant une lésion préalable ou une malformation
anatomique du conduit auditif (Perfect Jr et al., 2001), des aspergillose invasives surtout
chez les immunodéprimées, des allergies broncho-pulmonaires, des infections associées a

des lésions tissulaires (Aspergillomes). (Young et al, 1970; Londero et al., 1990).

I1.Candida albicans

11.1- Définition et généralités : Levure de la famille des Candidaceae, Candida albicans

est un champignon diploide et encapsulé classe parmi les polymorphes car il peut prendre

I’aspect de levure ou l’aspect de pseudo-hyphes selon la température, le pH et les

nutriments du milieu. La forme levure est associée a une production de blastoconidies et

est la forme de C. albicans la plus couramment observée. Les pseudo-hyphes sont quant a

eux caracterisés par une absence des structures propres aux hyphes vrais (parois paralleles,
septum, etc.), ces derniers prenant I’allure de longs filaments et pouvant produire des
chlamydospores aux parois épaisses. La reproduction asexuée se produit par
bourgeonnement pour donner des blastoconidies. Les colonies apparaissent de 48 a 72
heures aprés la mise en culture a 37 °C sur une gélose de Sabouraud (Hazen, K. C., &
Howell, S. A, 2007).

11.2- Répartition et reservoir : C. albicans est observé partout dans le monde, et il peut

étre retrouvé chez I’animal, sur les objets inanimés et dans le sol, les aliments et les
hopitaux. C.albicans fait partie de la flore microbienne endogéne gastro-intestinale,

vaginale et oropharyngée humaine, et peuvent étre inactivées par une exposition de 30
secondes a I’hypochlorite de sodium (5 % ou 0,5 %), a I’iode 2% (Waltimo et al., 1999;
Schell W, 2006).

I1.3- Pouvoir pathogene : il s’agit aussi chez I’humain d’un pathogéne opportuniste, La
manifestation clinique la plus fréquente de I'infection a C. albicans est la candidose

buccale, couramment appelée muguet, qui est caractérisée par la présence de plaques

27



Chapitre 1V Généralités sur les souches testées

blanchatres irréguliéres uniques ou multiples sur la langue, le palais ou d’autres surfaces
des muqueuses buccales. C. albicans peut aussi entrainer aussi : La candidose vaginale,
une septicémie (candidémie), des infections cutanées, infection des ongles (paronychie et
onychomycose), infections oculaires, etc. (Schell, W, 2006).

I1.4- Sensibilité et résistance aux médicaments : C. albicans est sensible a
I’amphotéricine B, a la nystatine, a la flucytosine, aux antifongiques azolés. Une résistance
au fluconazole a été associée a 1'usage répété de ce médicament, notamment chez les
patients immunodéprimés a qui il est administré a titre de prophylaxie (Kauffman, C,
article sur web : 5.12.2016).
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Matériels et Méthodes

Matériels et Méthodes :

Notre étude est déroulée durant la période : Avril & Juin 2016 au

d’amélioration et de valorisation des productions animales locales de I'université Ibn

Khaldoun de Tiaret.

1. Matériels :

1.1. Echantillonnage :

a. Miel : trois variétés du miel, récoltées dans

représentées dans le tableau 3 :

Tableau 3 : caractéristiques des miels utilisés.

trois endroits différents. Elles sont

(région Taourga)

type Lieu de récolte couleur Année de
récolte
M1 Multi florale Constantine Jaune Mai 2015
(région Ain Smara)
M2 montagnards Tiaret Ambrés foncé Juin 2015
(région Mghila)
M3 Miel De forét Boumerdés Marron foncé Avril 2016

Les echantillons sont stockés dans des récipients en verre stériles, a ’abri de la

lumiere et a température ambiante.

Figure 7 : Echantillons de miel.
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b. La propolis :

Un échantillon a été obtenu auprés d’un apiculteur de la wilaya de Tiaret.
L’échantillon est trié des impuretés et broyé sous forme de poudre tres fine. Sa couleur est
marron, son gout est piquant avec un arome agréable. Elle est stockée dans de petit flacon

en verre de 10 gramme, opaque, hermétique, a température ambiante, et a I’abri de la
lumiére.

Figure 8 : Echantillon de propolis.

c. La gelée royale :

Un échantillon a été obtenu auprés d’un apiculteur de la wilaya d’Alger (Birtouta).
Stockée a une tempeérature -20°C dans un flacon fermé hermétiquement et recouvert d’un
papier aluminium empéchant I’altération ultérieure de produit.

Figure 9 : Echantillon de gelée royale.
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- Tiaret
- Boumerdes

- Constantine
-Alger

Figure 10 : lieux d’échantillonnage.

1.2. Matériels biologiques :

Souches bactériennes : il s’agit des souches pathogenes, fournies par le laboratoire
d’amélioration et de valorisation des productions animales locales de 1’université Ibn
Khaldoun de Tiaret.

Staphylococcus aureus (ATCC 25923), et Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853),
Escherichia coli : isolée d’une mammite bovine.

Souches fongiques : fournies par le laboratoire d’amélioration et de valorisation des
productions animales locales de I’université Ibn Khaldoun de Tiaret :

Candida albicans : isolée d’un enfant atteint d’une candidose buccale.

Aspergillus niger (ATCC 106 404).

Les souches sont conservees dans des tubes au glycérole a 50% et a température -20°C.

1.3. Matériel et consommables de laboratoire :
Appareils :

- Spectrophotometre Shimadzu.

- Incubateur Memmert.

- pH-metre OHAUS.

- Balance analytigue OHAUS.

- Réfractométre.

- Bain marie GFL.
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- Microonde LG.

- Agitateur vortex.

- Micropipette.

- Bec bunsen.

- Microscope Optika.

Consommables et verreries courantes de laboratoire :

- boites de pétrie en verre et en plastique de 60mm.

- Ecouvillons.

- Seringues de 5ml et 1ml.
- Tubes a hémolyse.

- Tubules en plastique.

- flacons en verre de 180 ml pour le stockage des milieux de culture.

- Entonnoir.

- Papille filtre.

- Galerie API20E.

- Pipette de pasteur.

- Lames.

- Disques d’antibiotique Gerona Spain.
Milieux de culture :

- Gélose nutritive.

- Gélose sabouraud.

- Milieu Muller Hinton.

Réactifs , solutions et colorants :
- Réactif de Folin.

- Eau physiologique.

- Solution de Naz COs (7,5%).

- Solution de chlorure d’aluminium (2 %).

- Acide gallique.

- quercétine.

- Eau distillé stérile.
- Sérum humain.

- Alcools 70.
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2. METHODES :

2.1. Confirmation des souches bactériennes et fongiques :

Tests utilisés :

1. coloration de gram :

1.2. Mode opératoire :

a. Réaliser un frottis et le fixer a la flamme

b. Verser le Crystal violet sur la lame ; laisser en contact 1 minute

c. laver a I’eau distillée et finir de la chasser par la solution de Lugol ; laisser agir le Lugol
environ 1 min puis laver avec de I'eau distillée.

d. faire couler de 1’alcool sur la préparation ; rincer immédiatement a I’eau distillée.

e. Recouvrir la préparation de Fushine, laisser agir environ 1 min. lavez abondamment.

f. Assécher la lame a l'aide de papier buvard.

Lecture : bactéries Gram négatif (coloration rouge), bactéries Gram positif (coloration violet).
2. Autres: galeries API20E pour confirmer E.coli, aspect macroscopique pour

P. aerogenosa (coloration verdatre de la culture).

3. Test de blastese (Test de filamentation) : utilisé pour différencier Candida albicans
des autres Candida spp. Dans un milieu pauvre, C. albicans a tendance a former des
pseudohyphes caractéristiques sans constriction.

Mode opératoire :

a. mettre 0.5ml de sérum humain dans un tube a essai.

b. prélever une ou deux colonies de la culture suspecte a I’aide d une anse stérile et faire
une suspension dans le sérum humain.

c. incuber 2-3heures a 35 — 37°C.

d. placer une goutte de suspension sur une lame, recouvrir avec une lamelle et observer au
microscope optique au grossissement 40X, si le teste est positif (présence des pseudo-
hyphes sans constrictions), il s’agit de C. albicans.

4. aspect macroscopique (spores noiratre) et microscopique pour Aspergillus niger.

5. coloration simple.
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2.2. Mesure de quelgques parameétres physico-chimique du miel :

2.2.1. Mesure du pH :

La mesure du pH se fait a I’aide d un pH-metre de type OHAUS, tout simplement
en plongeant son électrode dans le miel, bien homogénéisé, attendre quelques secondes
jusqu’ a la stabilisation de la valeur du pH qui s’affiche automatiquement.

L’électrode est bien laver et rincer & 1’eau distillée entre chaque échantillon de miel.
2.2.2. Teneur eneau :

La mesure de la teneur en eau se fait tres simplement au moyen d'un refractometre a
20°C. Le coefficient de correction 0.00023 par degré Celsius. La correction est additive, si
la mesure est faite au-dessus de 20°C, soustractive dans le contraire.

Le miel a analyser doit étre homogénéisé et parfaitement liquide, si le produit se trouve
cristallisé, il est nécessaire de le refondre dans un flacon a fermeture hermétique en étuve
ou en bain marie a 50°C.

A T’aide d’une spatule la goutte de miel est déposée sur la platine du prisme d'un
réfractometre répartie en couche mince. La lecture est faite a travers I'oculaire au niveau de
la ligne horizontale de partage entre une zone claire et une zone obscure.

En se rapportant au Tableau de CHATAWAY (1935), nous obtenons le pourcentage d*eau

correspondant a I'indice de réfraction (Annexe 02).

Figure 11 : Mesure de la Teneur en eau.
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2.2.3. Dosage des polyphénols totaux du miel :

Le principe de ce dosage est adapté par Singleton et Ross, (1965) avec le réactif de
Folin-Ciocalteu.

Principe :

Le réactif de Folin-Ciocalteu est un acide de couleur jaune, constitué par un mélange
d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique
(H3PM012040).

En milieu basique, Il est réduit, lors de I’oxydation des phénols, en un mélange d’oxydes
bleus de tungsténe(W8023) et de molybdene(Mo8023) (Ribéreau-Gayon, 1968). La
coloration produite est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les
extraits végétaux. Ainsi, la quantité de polyphénols pour chaque échantillon est déterminée
par la projection de la valeur de la densité optique a 765 nm sur une courbe étalon d’un
polyphénol standard (acide gallique) réalisée dans les mémes conditions.

Mode opératoire :

Le dosage des composés phénoliques totaux est effectué en utilisant le reactif de
Folin- Ciocalteu et est réalisé selon la méthode de Chan et al., (2008) avec quelques
modifications apportées. L’échantillon du miel est dilué pour obtenir une absorbance finale
comprise entre 0,5 et 1, on ajoutant 0.5g de miel a 5 ml d’eau distillée. On réalise une
gamme étalon en milieu aqueux (6 points de concentrations de 0 a 0,1 mg.ml-1) avec un
standard, 1’acide gallique. Pour réaliser le dosage, 200 pl d’échantillon de miel dilué sont
ajoutés a 500 pl du réactif de Folin-Ciocalteu (10%). Apres 5 minutes, on ajoute 1500 pl
de Naz COs (7,5%). Les mélanges réactionnels, correspondant a chaque point de gamme et
échantillon, sont agités puis incubés pendant 30 min a I’abri de la lumiére. La lecture de
I’absorbance a 765 nm se fait grace a un spectrophotométre UV-visible.

La teneur en phénols totaux est donnée en mg d’équivalent d’acide gallique (EAG)/g de
miel; elle a été déduite de la courbe d’étalonnage (Figure 14) provenant de la régression

linéaire des valeurs obtenues pour la solution standard.
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Figure 12 : protocole de dosage des polyphéenols (Chan et al., 2008)

2.2.4. Dosage des flavonoides :

La teneur en flavonoides totaux est évaluée par la méthode decrite par Djeridane et
al. (2006) avec quelques modifications apporteées.
Le réactif utilisé est une solution incolore de chlorure d’aluminium (2%).
Le principe de la méthode est basé sur I’oxydation des flavonoides par ce réactif,
entrainant la formation d’un complexe brunatre qui est absorbé a 420 nm.
Mode opératoire :

On ajoute 1,5ml d’une solution de miel 10% (g/v) a 1,5 ml de chlorure d’aluminium
(2 %). Aprés 15 minutes de réaction, 1’absorbance est lue a 420 nm. La teneur en
flavonoides, est déterminée par référence a une courbe d’étalonnage (Figure 15) obtenue en

utilisant la quercétine, en milligramme d’équivalent de quercétine par 100 grammes de
miel (mg EQ/100g miel).

P

1.5 ml del'echantillon +1.3 ml de chlorure d aluminium2%

s

Apres 15 minutes d’incubation

——

< Lectu.reiz{ﬂlf]mn >

Figure 13 : protocole de dosage des Flavonoides (Djeridane et al., 2006)
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Figure 14 : Courbe étalon du dosage des polyphénols (acide gallique comme standard).
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Figure 15 : Courbe étalon du dosage des flavonoides (quercétine comme standard)
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2.3. Tests de sensibilité antimicrobienne :
2.3.1. Réactivation des souches:

Les différentes souches bactériennes sont repiquées a partir du milieu de
conservation sur milieu de culture solide, non sélectif (Gélose Nutritive) : La Gélose
Nutritive est fondue au bain marie puis coulée dans des boites de pétri. Les boites sont
ensuite refroidies et séchées pendant 20 minutes avant d’étre ensemencées, puis incubées a
I’étuve a 37°C pendant 18 a 24 heures.

Les souches fongiques sont repiquées dans la gélose Sabouraud et incubées pendant 48
heures pour Candida albicans a 37°C, et 5 jours pour Aspergillus niger a température
ambiante.

2.3.2. Préparation de I’inoculum bactérien:

A partir des cultures jeunes (18-24h), 1 a 2 colonies pures sont prélevées a I’aide
d’une anse en platine stérilisée avant le préléevement de chaque souche bactérienne et apreés
chaque opération de prélevement. Pour préparer I’inoculum bactérien, Ces colonies sont
dissociées dans un tube a essai stérile avec 3 ml d’eau physiologique stérile (une
suspension en solution saline stérile (0,9% NaCl). La suspension est soigneusement
homogénéisée.

La turbidité de la suspension est ajustée a 0.5 Mc Farland eéquivalent de 0.08 a 0,13 lue a

625nm au spectrophotometre.
2.3.3. Antibiogramme :

L’antibiogramme est réalisé pour les souches bactériennes a titre préliminaire.

Listes des disques antibiotiques utilisés :

- Tétracycline (TE) - Colistin(C)

- Amoxicilline-ac.clavulanique (AMC) - Streptomycine (S)

- Amikacine (AK) -Trimethoprim-sulfamethoxazole(SXT),
- Kanamycine (K) - Erythromycine (E).

- Ampicillin (AMP) - Gentamicin (GM)

- Ciprofloxacin (CIP) - Aztreonam (AZ)

Technique :

La gélose Mueller Hinton est fondue au bain marie puis coulée dans des boites de
pétrie, aprés desséchement Les boites de pétrie (90mm) sont ensuite ensemencées par
étalement a I’aide d’un écouvillon stérile selon la méthode de Kerby. En suite les disques

antibiotiques sont déposés a la surface de gélose avec légére pression sur chaque disque.
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Les boites de pétri sont fermées aprés chaque opération puis renversées et mises en
incubation dans un étuve a 37°C pendant 24 heures.
Apreés cette période d’incubation, les boites sont retirées pour faire la lecture, les zones

d’inhibition sont mesurées a I’aide d’un pied a coulisse.

2.3.4. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI):

La CMI est par définition la plus petite concentration qui inhibe le développement
visible des microorganismes.
Méthode :

la méthode utilisée est 1’incorporation sur milieu gélosé de Mueller Hinton (Hegazi,
2011), et le milieu Sabouraud pour Aspergillus niger (Kacaniova et al.,, 2012).cette

méthode se caractérise par une grande sensibilité .

a. Détermination de la CMI du miel :

Le miel est incorporé v/v dans le milieu de culture selon des concentrations
croissantes: de 5 a 30%.
Ensuite le volume de milieu est complété a 5 ml dans des tubes a essai. La température de
milieu doit étre 40-45°C. Apres agitation au vortex pendant 10-15 secondes jusqu’ a
I’homogénéisation, le milieu est coulé dans des boites de pétrie stériles de 60mm et laissé
sécher.
b. Détermination de la CMI de la propolis :

La propolis est incorporée au milieu de culture sous forme de poudre tres fine p/v
(poids/volume) selon des concentrations croissantes: de 1 a 20 mg/ml.
Ensuite le volume de milieu est complété a 5 ml dans des tubes a essai. Apres agitation au
vortex pendant 10-15 secondes jusqu’ a I’homogénéisation, le milieu est coulé dans des
boites de pétrie stériles de 60mm et laissé sécher.
Les boites sont conservées 24H a 4°C avant d’étres ensemencées pour permettre au
propolis de bien diffuser ses composants actives (Rahman et al., 2010).
c. Détermination de la CMI de la gelée royale :

La gelée royale est incorporée v/v au milieu de culture selon des concentrations
croissantes : de 1 & 5% dans un volume totale de 5ml.
La gelée royale est trés sensible a la chaleur et s’altére rapidement. Avant 1’incorporation

la température de milieu doit étre 40-45°C. Aprés agitation au vortex pendant 10-15
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secondes jusqu’ a I’homogénéisation, le milieu est coulé dans des boites de pétrie stériles
de 60 mm et laissé secher.
2.3.5. Inoculum fongique :

La méme procédure pour préparer I’inoculum de Candida albicans que I’inoculum
bactérien.

Pour I’inoculum d’Aspergillus niger : a partir d’une culture de 5 jours, les spores sont
récupérées par I’addition d’eau physiologique stérile, et a I’aide d’une anse en platine en
gratte légerement la surface de la gélose, ensuite la suspension est filtrée a 1’aide d’un
papier filtre pour écarter les hyphes. La suspension (contient les spores) est soigneusement
homogénéisée, et la turbidité est ajustée & 0.5 Mc Farland.

2.3.6. Ensemencement :

Les boites de pétrie incorporées des substances a tester a differentes concentrations
sont ensemencées en utilisant un écouvillon stérile et a partir de I’inoculum, L’écouvillon
est imbibé de la suspension bactérienne ou fongique puis essoré contre la paroi interne du
tube. L’ensemencement se fait par des stries serrées, de haut en bas et I'opération est
répétée trois fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois. L’écouvillon est par la suite
passé sur toute la périphérie de la gélose.

Il faut debuter I’ensemencement par la boite témoin ensuite de la plus petite

concentration vers la plus grande concentration.
Les boites de pétri sont fermées aprés chaque opération puis renverseées et mises en
incubation dans un étuve a 37°C pendant 24 heures pour les souches bactériennes et
pendant 48 heures pour Candida albicans et 5 jours a tempeérature ambiante pour
Aspergillus niger.

La détermination des CMI est réalisée en Triplicata.
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Isolement (18-24 h ; milieu non sélectif)

Ajuster la turbidité a 0.5 MC FARLAND

Ensemuncemund avec un ecouvillon introduit dans la

suspension inoculum diluee.
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Figure 16 : Représentation schématique des étapes d’ensemencement.
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Résultats et Discussion :

1. confirmation des souches :

Les souches testees ont été confirmees (S.aureus, E.coli, P.aerogenosa, C.albicans,
A.niger).

2. Mesure du pH :

Les résultats de mesure du pH montrent un pH acide des trois miels, les valeurs
sont :
4.05+ 0.06, 3.96% 0.01, 3.72+ 0.02 pour les échantillons M1, M2, M3 respectivement.
Les miels de nectar ont un faible pH (de 3,3 a 4.5) tandis que les miels de miellat ont un
pH un peu plus élevé (Pesenti et al., 2008). Le pH acide du miel dépend de la quantité
d'acide gluconique produite par I'enzyme glucose-oxydase lors de I'oxydation du glucose.
D'autres composés comprennent les acides non aromatiques et aromatiques,
respectivement. 1l a éte également suggéré que les acides phénoliques sont présentés en
grande quantité dans les miels sombres qui contribuent a leurs acidités (Alvarez, 2010).

Ibrahim et al., (2012), indiquent que le miel est naturellement acide indépendamment
de son origine geographique, qui peut étre due a la présence d'acides organiques qui
contribuent a sa saveur et sa stabilité contre la détérioration microbienne.

Le pH du miel est suffisamment bas pour inhiber la croissance de nombreuses
especes de bactéries (Malika et al., 2005).les valeurs minimales de développement de
quelques bactéries pathogenes communes sont :

E.coli (4.3), P.aeruginosa (4.4), S.pyogenes (4.5), Salmonella spp (4) (O’Grady et al.,
1997).

3. Teneur en eau :

La teneur en eau des échantillons de miel est représenté dans le tableau suivant :

Tableau 4 : teneur en eau des trois échantillons de miel.

Echantillon de miel Teneur en eau en %
M1 18.06
M2 17.8
M3 17.2
Moyenne + sd 17. 68 £0.36
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On constate que les échantillons de miel étudiés ont une teneur en eau qui varie entre
17 et 18%. Ces valeurs se situent dans les normes internationales de Codex Alimentarius
(2001) et qui ne dépasse pas 20% en général.

La teneur en eau est un facteur hautement important car il permet 1’estimation du
Degré de maturité des miels et peut renseigner sur sa stabilité contre la fermentation et la
cristallisation au cours de stockage ; donc elle conditionne la conservation du produit
(De Rodriguez et al., 2004; kucuk et al., 2007).

Le miel est une solution de sucre sursaturée avec une faible activité de l'eau, ce qui
signifie qu'il n'y a pas assez d'eau disponible pour soutenir la croissance des bactéries et
levures (Malika et al., 2005).

D’apres Zerrouk et al., (2011), l'eau et la teneur en sucre du miel sont strictement
corrélées. La teneur en eau dépend de divers facteurs tels que la saison de récolte, le degré de
maturité atteint dans la ruche et les facteurs climatiques.

Les résultats de notre étude sont en accord avec I'étude effectuée par Amrouche et Kessi,
(2003) sur les miels algériens qui a revélé des valeurs comprises entre 15 et 22,6 % avec
une moyenne de 17,68 %. Bogdanov et al., (2008) indiquent que la teneur en eau de miel

varie entre 15 de 20 %.

4. Teneur des polyphénols totaux du miel :

La teneur des polyphénols totaux des échantillons de miel a été déterminée par la
méthode de Folin Ciocalteu (adapté par Singleton et Ross, 1965) qui ‘est largement
utilisée pour évaluer les composés phénoliques totaux. Le réactif de Folin peut réagir avec
d'autres composés réducteurs non-phénoliques et conduire a une surévaluation du contenu
phénolique. Autres substances réductrices telles que certains sucres et acides aminés
pourraient aussi interférer avec le test (Chouia, 2014).

Le tableau 5 montre les résultats de dosage de polyphénols des trois échantillons de miel :

Tableau 5: teneur en polyphénols totaux en mg EAG/ 100g de miel.

Echantillon de miel Concentration des polyphénols
M1 50.25%0.05
M2 62.13+0.07
M3 51.58+0.08
moyenne £ SD 54.66+0.05

SD : standard déviation.
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La valeur moyenne de la teneur en polyphénols trouvée pour les trois échantillons de
miel algérien est de 54.66+£0.05mg EAG/ 100g de miel, ces résultats sont supérieurs a ceux
obtenus par lbrahim et al., (2012) qui’ ont trouvé que la concentration moyenne de
polyphénols pour 4 échantillons de miel algérien a été établi a 459,83+1,92 mg EAG/ kg.
Par contre nos résultats sont inférieurs aux résultats obtenus par Beretta et al., (2005)
qui ont montré une teneur en polyphénols de miel qui varie de 55 a 800 mg EAG /kg selon
leur origine botanique avec une teneur en polyphénols D’arbousier estimé a 789,6 + 13,8
mg EAG/ kg. Saric et al., (2012) déterminent que la valeur du contenu phénolique total
du miel multifloral varie entre 141,14 et 247,81 mg EAG/ Kg avec la valeur moyenne de
201,14 mg EAG/ kg du miel, ce qui est inférieur & nos résultats.

Les résultats de notre étude sont similaires au miel multifloral de Matopolska de
Poland (Aleksandra, 2010) avec une teneur phénolique estimé a 53.05 mg EAG/ 100g de
miel. Les polyphénols sont des métabolites secondaires synthétisés par les plantes et
constituent un groupe important de substances naturelles présentes dans le réegne véegeétal.
Ils sont naturellement présents dans notre alimentation (fruits, légumes, céréales, thé, café,
etc.) sous différentes formes telles que les flavonoides et les acides phénoliques, les
stilbenes et les lignanes (Manach et al., 2004; Pyrzynska et al., 2009).

La composition polyphénolique des miels peut fortement varier en fonction de la source
butinée ainsi qu’en relation avec les conditions géographiques et climatiques (Amiot et al.,
1989; Gheldof et al., 2002a, 2002b; Yao et al., 2003; Beretta et a., 2005; Dong et al, 2013).

Les polyphénols manifestent de nombreuses propriétés bénéfiques telles des
propriétés antiseptiques, anti-inflammatoires et antioxydantes (Hollman et al., 1996 ; Al-
Mamary et al., 2002 ; Heim et al., 2002 ; Vela et al., 2007 ; Estevinho et al., 2008 ; Percie
du Sert, 2009 ; Uthurry et al., 2011).

5. Teneur des Flavonoides totaux du miel :

Les résultats de dosage des Flavonoides des échantillons étudiés sont représentés
dans le tableau 6.

Tableau 6 : teneur en Flavonoides en mg EQ/100g du miel :

Echantillon de miel Concentration en Flavonoides
M1 18.21+0.01

M2 27.66%0.15

M3 22.75+0.1

Moyennex SD 22.87+0.03
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Figure 17 : Corrélation de la Teneur en polyphénols et flavonoides.

Du Figure 17 on observe qu’il y a une corrélation positive entre le taux de flavonoides et le
taux des polyphénols.

La teneur en flavonoides des trois échantillons de miel algérien varie entre 18.21 a
27.66 mg EQ/100g de miel avec une valeur moyenne de 22.87+0.03 mg EQ/100g.

Ces résultats sont similaires a ceux obtenus par Saric et al., 2012, Ces derniers
déterminent les valeurs initiales de la teneur en flavonoides totaux du miel multifloral qui
varient de 19.92 a 28.65 mg EQ/100 g par rapport a la valeur moyenne 25.37 mg EQ/100g.

Les flavonoides sont des composés phénoliques de faible poids moléculaire, ce sont
généralement de puissants antioxydants ; certains de ces composés présentent en effet une
activité jusqu'a 200 fois supérieure a celle de la vitamine E (Percie du Sert, 2009).

Nos résultats sont supérieurs au miels de Roraima du Brazil, avec une teneur moyenne en
flavonoides estimé de 27.52 mg EQ/Kg, et une tenure maximale de 48.6 mg EQ/kg de miel
(Pontis et al., 2014).

Récemment, dans les miels de divers pays d’Europe, Tomas-Barberan et al., (2001)
ont identifié des composés typiques de la propolis : deux flavanones (pinobanksine et
pinocémbrine), cing flavones (chrysine, galangine, techtochrysine, pigénine et
genkwanine), la quercétine, des oxydes de méthyl-kaempférol, et des esters de I’acide
caféique. Les concentrations de ces derniers dépendent du taux de propolis dans le miel
(Yin Yang, 2014).
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6. Resultats de I’antibiogramme :
Les résultats sont représentés dans le tableau suivant (diamétre des halos d’inhibition
en mm):
Tableau 7 : Résultats d’antibiogramme (CLSI, 2014).

antibiotique | Charge E.Coli S.aureus | P.aerugen
de disque osa
(H9)
SXT 1.25/23.75 26 S / /
TE 30 07 R 29 /
AMC 20/10 00 R / /
K 30 19 S 22 /
AZ 30 20 I / 25
S 10 13 | 17 /
CIP 5 15 R / /
AMP 10 12 R 28 /
AK 30 / / 24 21
E 15 / / 28 /
GM 10 / / / 20
C 10 / / / 16

- Trimethoprim-sulfamethoxazole(SXT), Tétracycline (TE ), Amoxicilline-ac.clavulanique
(AMC), Kanamycine (K) Aztreonam (AZ), Streptomycine (S), Ciprofloxacin(CIP),
Ampicillin (AMP), Amikacine (AK), Erythromycine (E), Gentamicin (GM), Colistin(C) .
-Susceptibilité : S (sensible), R (résistante).

N.B : Pour les souches ATCC (S.aureus et P.aerugenosa) seulement le diametre de la

zone d’inhibition est mentionné.

On note qu’E.coli enregistre un taux de résistance estimé a 50% aux antibiotiques
testés. Le phénomene de I’antibio-résistance se développe avec fréquence élevée dans le
monde entier, et par conséquent I’efficacité des antibiotiques diminue. Ce probléme touche
méme les antibiotiques de premier rang, et cela constitue une menace a la santé publique
(Deb Mandel et Mandel, 2011).
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7. concentrations minimales inhibitrices CMI du Miel :

Nous avons déterminé les CMI des souches bactériennes et fongiques par la méthode

d’incorporation en milieu gélosé, qui implique I’incorporation de la substance testée (v/v) &

différentes concentrations. Les résultats des tests de sensibilité antibactériens et

antifongiques de miel (Cf photos annexe 01) sont mentionnés dans le tableau suivant :
Tableau 8: CMI de miel en (%) :

E.coli S.aureus P.aerugenosa C.albicans A.niger
M1 23 25 15 35 55
M2 17 12 12 35 50
M3 7 6 7 30 53

Du tableau 08 on note une activité antimicrobienne variable des trois échantillons de miel,
qui varie entre 6% a 55%.

Les souches bactériennes sont plus sensibles a I’action de miel que Les souches fongiques,
leurs CMI varient de 6 a 25%. Alors que les souches fongiques sont moyennement
sensibles, avec des CMI qui varient de 30 a 55%.

Aspergillus niger présente les CMI les plus élevées estimées de 50 a 55%, ce qui signifie
que c’est la souche la moins sensible au miel parmi toutes les souches utilisées dans les
tests.

Pseudomenas aeroginosa est la souche la plus sensible avec des CMI qui varient de 7 a
15%.
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EM1
= M2
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Figure 18 : variation de I’effet antimicrobien des trois échantillons de miel.

8. Concentrations minimales inhibitrices (CMI) de la propolis :

L’¢évaluation de I’effet antibactérien et antifongique de la propolis a été réalisée par

la méthode d’incorporation en milieu gélosé, on a incorporé une poudre trés fine de

propolis P/V, selon des concentrations croissantes.les résultats sont représentés dans le

tableau suivant :

Tableau 9 : CMI de propolis en mg/ml.

E.coli

S.aureus

P.aerugenosa

C.albicans

A.niger

20

0.7

22

4

00

La sensibilité des différentes souches a la propolis différe d’une souche a une autre

(photos annexe 01) :

S. aureus est tres sensible a I’effet de propolis, C. albicans est sensible et par contre les

souches gram-négative (E. coli et P. aeruginosa) sont moins sensibles que S.aureus.

A. niger est résistant.
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Figure 19 : variation de la CMI de propolis.

9. concentrations minimales inhibitrices (CMI) de la gelée royale :

L’évaluation de I’effet antibactérien et antifongique de la gelée royale a été realisée

par la méthode d’incorporation en milieu gélosé, selon des concentrations croissantes.les

résultats sont représentés dans le tableau suivant :

Tableau 10: CMI de la gelée royale en (%) :

E.coli S.aureus P.aerugenosa

C.albicans

A.niger

4 1.5 5

14

Selon le tableau 10 toutes les souches testées sont sensibles et sont inhibés par la gelée

royale, avec variations des CMI entre les souches.

Aspergillus niger est le plus résistent (CMI 14%), Staphylococcus aureus est la plus

sensible parmi toutes les souches (CMI 1.5%).
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Figure 20 : variation de la CMI de la gelée royale.

10. Discussion :

Plusieurs études ont rapporté I’effet antimicrobien du miel. Ses propriétés
antibactériennes sont connues depuis plus de cent ans et ont été étudiées intensivement au
cours des vingt dernieres années (Jones, 2001; Molan1992). L’intérét du miel réside non
seulement dans le fait qu’il est efficace contre des bactéries Gram+ et Gram- mais
également parce que son mode d’action sur les bactéries met en jeu plusieurs mécanismes,
qui limitent les possibilités de développement de résistances par les bactéries.

Tous les miels utilisés montrent un effet antibactérien et antifongique, avec des variations
entre un échantillon et I’autre.

Les souches bactériennes utilisées montrent une grande sensibilité envers les miels utilisés
(CMI 6 a 25%.). Les souches fongiques montrent une sensibilité moyenne envers les trois
échantillons de miel.

L’activité antimicrobienne de miel varie avec des concentrations de 3-50% (Hegazi,
2011 ; Lusby et al., 2005; French et al., 2005).

L’effet antimicrobien de miel varie selon la concentration du miel et la nature de la

bactérie (Adeleke et al., 2006; Deb Mandal et Mandal, 2011).

L’activité antimicrobienne du miel est due a plusieurs propriétés de ce dernier ,d’bord

a son effet osmotique (Molan, 1992), a son pH acide (Deb Mandal et Mandal, 2011) non
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favorable a la multiplication des germes pathogénes ,sa teneur en peroxyde d’hydrogene

(H202) (Halliwell et Cross, 1994; Assie, 2004), et des substance non peroxydes comme
methylglyoxal (MGO)(Weston RJ, 2000 ; Deb Mandal 2011), ainsi qu’a la présence de
composés phénoliques (White et Subers, 1963; Alvarez-Suarez et al., 2010), et la présence
de substance phytochimiques (Molan et Russel, 1988; Yao et al, 2003 ) .

Une étude publiée en 2010 (Kwakman et al., 2010) a permis de mettre en évidence
I’activité antibactérienne de la défensine-1( peptide secrétée par les abeilles) ,aprés
neutralisations successives des facteurs bactéricides déja connus dans le miel.

Brudzynski et Sjaarda, (2015) attribuent I’activité antibactérienne du miel a des
glycoprotéines qui ciblent la membrane bactérienne et provoquent par une liaison
specifique I’agglutination des bactéries, et aussi une perméabilisation non spécifique de la
membrane, des modifications de la forme bactérienne (apparition des filaments et
spheroplasts) concentration- et temps-dépendantes sont caractéristique de I'inhibition de la

croissance microbienne.

On constate que I’échantillon M3 est le plus efficace avec des CMI de 6-7% pour les
souches bactériennes et 30-53% pour les souches fongiques .selon Molan, (1992), le
peroxyde d’hydrogéne est le facteur antimicrobien majeur et la différence de concentration
de ce composant entre les différents miels contribue a la variabilit¢ de I’effet
antimicrobien du miel. De méme la variation de I’activité antimicrobienne du miel dépend
de son origine géographique, de la saison et de la source botanique butinée par I’abeille
mais aussi des traitements qu’il a subit et des conditions de stockage et de la conservation,
qui peuvent affecter son activité antimicrobienne (Molan et Cooper, 2000).

Sachant que Les facteurs physicochimiques et la teneur en polyphénols du miel
impliqués dans I’effet antimicrobien présentent des variations peu significatives, on pense
que M3 (récemment récolté: 2016), sa composition est moins changée et moins altérée
surtout la glucose-oxydase. M1 et M2 sont récoltés en 2015 et les conditions de
conservations sont moins connues jusqu’ a I’obtention et le stockage a notre niveau.

Les miels foncés ont une activité inhibitrice plus élevée (Bogdanov et Blumer, 2001).
Le péroxyde d’hydrogene (H202) est un facteur antimicrobien prédominant, il est
synthétisé par la glucose-oxydase secrété par ’abeille, et dégradé par le catalase.

La plus part des types de miels génerent le H202 quand ils sont dilués a cause de

I'activation de I’enzyme glucose-oxydase qui transforme la glucose en acide gluconique et
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H202 (Weston et al., 2000).la glucose-oxydase se détruit facilement par chauffage ou la
lumieére,

Les facteurs antimicrobien du miel peuvent agir indépendamment ou en synergie
contre les germes et empéchent le risque de la résistance bactérienne (Deb Mandal et
Mandal, 2011).

Des études de laboratoire révelent que le miel est efficace contre les MRSA, les
streptocoques hémolytiques et les entérocoques vancomycinresistant (VRE) (Allen et al.,
2000 ). Ainsi que le miel naturel non chauffé est active contre les bactéries impliquées dans
les intoxications alimentaires (Nedji, 2011) et les infections gastriques dues a:
Helicobacter pylori, Salmonella typhi, E.coli, et aussi les infections chroniques des plaies
et infections nosocomiales (Deb Mandal et Mandal, 2011).

Nos résultats sont proches de ceux obtenus par Bourabah et al., (2014) pour les
souches bacteriennes avec des CMI de 11-13%, et similaires avec les résultats obtenus par
AL-Waili et al., (2012) pour C.albicans avec CMI 30% mais inférieurs pour E. coli et
S.aureus (CMI 30%). Boukraa et Bouchegrane, (2007); reportent des CMI pour
C.albicans de 1’ordre de 42-46% v/v ce qui est supérieurs a nos résultats, alors qu’ils ont
déterminé des CMI de 51 et 59% pour Aspergillus niger, ce qui est proche de nos résultats.
Nos résultats sont similaires a ceux obtenus par Moussa et al., (2011) pour Aspergillus
niger avec des CMI de 53-57%.

Les CMI obtenues dans notre étude sont supeérieurs a ceux obtenus par Omaya et
Akharaiyi, (2010), (CMI: 4-5% v/v) pour les souches bactériennes.

La CMI du miel de Tualang est de I'ordre de 8.75% - 25%, et le miel de Manuka
8.75% - 20% contre plusieurs germes pathogénes (Tan et al., 2009).

De nombreuses études ont rapporté I’effet antibactérien et antifongique de la
propolis (Grange & Davey, 1990 ; Silici et Kutluca, 2005; Oliveira et al., 2006; Rahman et
al., 2010, Al-Waili et al., 2012; Astani et al., 2013).

Buchta et al., (2011) rapportent que la propolis brute a un effet antifongique.

L'effet antimicrobien de la propolis est di a ses composants qui sont la plupart du
temps de nature phénolique, principalement les flavonoides (galangine, pinocembrine,
pinobanksine), les acides phénoliques (ferrulique, p-coumarique, caféique) et leurs esters
qui constituent des agents antimicrobiens actifs (Bankova et al., 1996; Boukrad et

Sulaiman, 2009),mais aussi les dérivés des benzophenones, les diterpenes (Kujumgiev et
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al., 1999). Ces effets varient selon la souche étudiée, 1’origine de la propolis, sa dose, et le
solvant utilisé (Ugur et Arslan, 2004).

La propolis est principalement active sur les bactéries gram-positives et moins
efficace ou parfois inefficace sur les bactéries gram- négatives (Marcucci, 1995,
Stepanovi¢ et al., 2003; Silici et Kutluca, 2005).

Certains auteurs pensent que les bactéries gram -négatives sont faiblement sensibles a
I’effet de propolis a cause de la présence de pompes a efflux au niveau de membrane
bactérienne qui empéche la pénétration des constituants actifs de la propolis ou assure
leurs expulsion a I’extérieur de la cellule bactérienne, ou parce que la propolis contient
beaucoup de substances phytochimiques issues des plantes et qui sont plus efficaces
essentiellement contre les bactéries gram positives (Garedew et al., 2004).

Generalement les extraits des plantes sont plus efficaces contre les bactéries gram
positives que les bactéries gram négatives (Rahman et al., 2010).

Le mode d’action de la propolis est moins connu, les mécanismes impliqués sont :

La désorganisation du cytoplasme, I’attaque de la membrane cytoplasmique, 1’inhibition
de la division cellulaire, inhibition des enzymes bactériens et de la synthése des protéines,
et ’inhibition de I’ARN polymérase bactérien (Takaisi-Kikuni et Schilcher, 1994).

Rahman et al., (2010) ont étudiés I’effet antibactérien de la propolis canadienne par
la technique d’incorporation en milieu liquide sans utiliser 1’extraction alcoolique et ils ont
obtenu une CMI de 2.74 mg/ml pour S.aureus ce qui est supérieur a notre
résultat(0.7mg/ml), et une CMI de 5.48mg/ml pour E.coli (20mg/ml) ce qui est inférieur a
notre résultat.

Autres études utilisant la méthode d’incorporation d’EEP (Extrait Ethanolique de Propolis)

avec des CMI variables représentés dans le tableau 11.
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Tableaull : CMI en mg/ml de propolis de différentes régions du monde :

origine CMI germe références
République de 0.15-1 s.aureus Astani et al., (2013)
CZECH
0.13-1.2 C.albicans
MILA et 0.08-0.2 S.aureus Segueni et al., (2014)
JIUEL(ALGERIE) 0.1-1.1 E.coli
0.1-1 P.aeruginosa
BRAZIL 1.25 S.aureus Lupatini nogueira et
al., (2016)
TURKEY 0.075 C.albicans Arslan et al., (2011)
BRAZIL (sao paulo) 0.38 S.aureus FERNANDES JR et
12.05 E.coli al., (2001)

Du tableau 11 on constate que nos résultats sont proches des resultats de Astani et al.,
(2013), Lupatini nogueira et al., (2016), Fernandes jr et al., (2001).
Beaucoup de gens préferent les produits dépourvus de 1’alcool, c’est dans ce cadre qu’on a
utilisé la propolis sans extraction alcoolique.
Aspergillus niger est résistant, aux concentrations testées (jusqu’ a 60mg/ml), cela est peut
étre due qu’il nécessite des concentrations plus élevées pour étre inhibés, ou il est
insensible a 1I’échantillon de propolis testé.

Buchta et al., (2011) déterminent que la propolis brute montre in vitro une activité

antifongique inferieur que leurs extraits.

De nombreux auteurs ont rapporté 1’effet antibactérien et antifongique de la gelée
royale : Boukraa, (2008), Dinkov et Stoyanchev, (2014, Dinkov et al., (2016), Garcia et
al., (2013), Moselhy et al., (2013).

La variation d’effet inhibiteur de la gelée royale observée entre les différentes
souches, peut étre reliée aux composants de la gelée Royale, associée a I origine

géographique et la variabilité génétique des abeilles (Moselhy et al., 2013).
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Les résultats de notre étude sont proches de ceux obtenus par Boukraa et al., (2009)
qui ont obtenu des CMI de 1.7 % et 2 % pour .S.aureus et E.coli respectivement, et
similaires a celle obtenu par Boukraa (2008) avec une CMI de 4% pour P.aeruginosa.

Nos résultats sont inférieurs a ceux obtenus par Dinkov et al., (2016) avec des

concentrations de 20-30 % pour les MRSA.
Moselhy et al., (2013) déterminent des CMI de I’ordre de: 15.63-500 pg/ml pour
Staphylococcus aureus, et 500 ug/ml contre Escherichia coli,et des CMI 62.5-125 pg/ml
contre Candida albicans, 62.5 pug/ml et 125 pg/ml contre Aspergillus niger pour la gelée
royale égyptienne et chinoise respectivement.

La gelée Royale est une mixture complexe hétérogéne de sucres de nectar, de
protéines (surtout les MRJP), et des secrétions glandulaires des jeunes abeilles ouvriéres,
c’est une émulsion de protéines et carbohydrates et lipides et autres composants
hydrosolubles.

Les composants impliqués dans 1’activité antimicrobienne de la gelée royale sont un
peptides nomme la Royalisine qui posséde un effet antibactérien contre les bactéries gram-
positive (Boukraa, 2008), en plus des acides gras : ’acide trans-10-hydroxy-2- decenoique
(10HDA) et I’acide 3- hydroxydodecanoique , I’acidel1- oxododecanoique, et I’acide
11-S-hydroxydodecanoique(Boukraa, 2008; Moselhy et al., 2013, Garcia et al., 2013;
Dinkov et al., 2016), en outre la gelée royale contient des peptides courts « les jelleines : I,
I, I, 1IV» qui présentent un large spectre antimicrobien contre les bactéries gram-
positives et gram-négatives et les levures (Boukraa, 2008, Dinkov et al., 2016).

La gelée royale a un effet antimicrobien supérieur que celle du miel, et a montré une
efficacité nettement supérieur contre les souches fongiques, le seul probléeme que c’est un
produit fragile et rapidement altérable, selon Boukraa, (2008) I’addition de miel a la gelée
royale le préserve et permet son stockage a température ambiante pour une durée plus

longue.
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Conclusion

Le miel, la propolis, la gelée royale d’origine algérienne ont montré un effet
antibactérien et antifongique élevé in vitro contre les souches testées (Staphylococcus
aureus, Eschérichia coli, Pseudomenas aeruginosa, Candida albicans, Aspergillus niger)
qui sont des souches pathogenes.

L’analyse des parametres physicochimiques de miel montre que le miel algérien a
une valeur de pH et une teneur en eau qui sont en accord avec les normes internationales
(codex alimentarius), et par conséquent il se conserve bien et garde ses propriétés
nutritives et thérapeutiques.

En méme temps la teneur en polyphénols totaux et les flavonoides du miel montre des
valeurs élevées, ces substances sont tres bénéfiques pour la sante et sont tres forts
antioxydants, et jouent un role dans I’activité antimicrobienne.

Le miel est connu depuis long temps pour son effet bénéfique sur la santé humaine et
il sert comme un remeéde naturel, cependant la propolis et la gelée royale sont moins
connues et par conséquent sont moins utilisées.

Dans notre étude on a trouve que la gelée royale est plus efficace que le miel comme
un agent antibactérien et antifongique contre les souches testées in vitro, et dans une étude
précédente Boukraa, 2008 a trouvé qu’ une association des deux produits a un effet additif
contre Pseudomenas aeruginosa souche pathogéne multi-antibio-resistante et la CMI des
deux produits associeés a diminué considérablement.

La propolis est une substance qui suscite beaucoup de recherches et intérét des
chercheurs du monde a cause de ses nombreuses vertus et sa richesse en polyphénols et en
flavonoides. L’effet antibactérien  (surtout contre les bactéries gram positives) et
antifongique de la propolis doit étre valorise, ce produit peut étre une alternative
thérapeutique important.

L’industrie pharmaceutique en Algérie peut se servir des produits de la ruche et les
présente sous forme d’un produit fini au consommateur algérien, sachant que la tendance
générale des consommateurs dans le monde estime bien les produits naturels.

L’homme utilise ces produits depuis I’Antiquité a des fins nutritionnelles et
thérapeutiques sans connaissances approfondies.

L’émergence des souches microbiennes multi-antibio-résistantes, phénoméne qui a

apparu avec I’invention et I’utilisation abusive des antibiotiques, constitue un défi aux
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chercheurs qui multiplient leurs efforts pour trouver des solutions & ce phénomeéne qui
menace la santé humaine et animale.

Le miel, la gelée royale, et la propolis doivent étre le sujet de recherches
approfondies pour les utiliser sur des bases scientifiques.

Ces produits issus de travail d’un petit insecte « I’abeille » cité dans le Coran peuvent
étre utilisés dans le traitement des plaies et les infections cutanés a germes sensibles avec
un grand succes.

L’Algérie avec sa vaste superficie et sa végétation riche et diverse donne a ces
produits de la ruche une importance thérapeutique pouvant servir d’alternatives aux

traitements conventionnels ayant montré leurs limites.
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Annexe 01

Annexe

Résultats des testes de sensibilité antimicrobien :

Escherichia coli :

Temoin

CMI PROPOLIS : 20mg/ml

CMI M3 : 7% CMI gelée royale : 4%



Annexe 01

Pseudomenas aeruginosa :

Temoin

CMI M3 : 7% CMI M2 :12%

G.RCMI : 5% Propolis CMI : 22mg/ml



Annexe 01

Staphyloccocus aureus :

Temoin

CMI M3 : 6%

G.RCMI : 1.5% propolis : CMI 0.7mg/ml



Annexe 01

Candida albicans :

Témoin CMI M1 : 35%

CMI M3 : 30% CMI M2: 35%

CMI G.R: 4% propolis CMI : 4mg/ml



Annexe 01

Aspergillus niger :

Temoin CMI M1 : 55%

» ¥ /
Aﬁ JZ:"

Propolis culture + a 60mg/ml CMI G.R:14%



Annexe 01

Aspergillus niger+(40mg/ml de Propolis)

Staphyloccocus aureus +(G.R 1%)



Annexe 01

P.aeruginosa +(propolis 10mg/ml)

Aspergillus niger + (13% G.R)



Annexe 02

Tableau de CHATWAY 1935

Indice de Teneur en Indice de Teneur en Indice de Teneur en
réfraction (20°) eau (%) | réfraction (20°) | eau (%) | réfraction(20°) | eau (%)

1.5044 13.0

149335 17.2 1.4835 212
1.5038 13.2

1.4930 174 1.4830 214
1.5033 134

14925 17.6 1.4825 21.6
1.5028 13.6

1.4920 17.8 1.4320 218
1.5023 13.8

14915 158.0 1.4815 220
1.5018 14.0

1.4910 18.2 1.4810 222
1.5012 142

1.49035 18.4 1.4805 224
1.5007 144

1.4900 18.6 1.4800 226
1.5002 14.6

1.4895 18.8 1.4795 228
1.4997 14.8

1.4890 19.0 1.4790 230
1.4992 15.0

14885 19.2 1.4785 232
1.4987 15.2

14880 194 1.4780 234
1.4982 154

1.4875 19.6 1.4775 23.6
1.4976 15.6

14870 19.8 1.4770 233
1.4971 15.8

1.4865 200 1.4765 240
1.4966 16.0

1.4860 202 1.4760 242
1.4961 16.2

14855 204 1.4755 244
1.4956 16.4

14850 206 1.4750 246
1.4951 16.6

1.4845 208 1.4745 248
1.4946 16.8

1.4340 21.0 1.4740 25.0
1.4940 17.0
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