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| ntroduction

I ntroduction

« S |'abeille venait a disparaitre, I"homme n’aurait plus que quelques années a vivre »,
Albert Einstein... Les abeilles font partie depuis des millénaires de la culture et du
patrimoine humain, elles sont donc essentielles au maintien d’ une biodiversité végétae tres
importante pour |’humanité (Paterson, 2008), d'ou la nécessité de faire connaitre
I'importance de ce petit insecte et les produits dérivés de laruche.

Les produits issus du travail de ce petit insecte sont utilisés depuis des millénaires
dans différents domaines (alimentaire, médicae, pharmaceutique...). La grande
importance de ces produits stimule I’homme et I'incite a persévérer dans les recherches

scientifiques pour mettre en lumiere leurs vertus (Bacher, 2008).

La santé et la beauté font parties des préoccupations de I’Homme qui continu
toujours a chercher le meilleur moyen de les entretenir. Ses recherches ont connu une
évolution Considérable ces dernieres années, et plusieurs industriels tels que les firmes
pharmaceutiques et I'industrie du cosmétique, integrent les produits de la ruche dans la
composition de leurs produits (Bacher, 2008).

En effet, profitant de I’ essor de plus en plus important des médecines naturelles
telles que I’ apithérapie, | es produits de laruche s’ inscrivent dans cette tendance, le plus
souvent en complément des traitements conventionnel s de certaines pathol ogies (Bruneau,
2002 ; Werner et Laccourreye, 2011).

Les chercheurs scientifiques ont démontré les multiples vertus des produits de la
ruche: antibactériennes, antifongiques, antivirales,... a I'neure ou la médecine moderne se
trouve confrontée a divers problémes (résistances aux antibiotiques, augmentation des
dépenses de santé...). Toutefois ces recherches restent encore peu nombreuses ou
incompl étes (Boukraa et al., 2008)

L’ objectif de la présente étude est de mettre en avant les produits de la ruche locaux
(région de Chellata Akbou) et d’ explorer |e potentiel antibactérien des extraits éthanoliques
de quatre produits a savoir : la gelée royale, le midl, le pollen et la propolis sur quelques

souches bactériennes rési stantes.

o
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|. Généralités sur les produitsdelaruche

Dans une colonieil y a3 sortes d abeilles : environs 50.000 ouvrieres, 3000 males et 1
reine. Les ouvrieres occupent, selon leur &ge, toutes les fonctions de la ruche. Seules les

ouvrieres produisent et récoltent les produits de la ruche (Dennett, 2006).

[.1. Miel

Selon (Romi, 2001), le miel est défini comme étant |a denrée produite par les abeilles
"Apis mellifera” a partir du nectar de la plante ou a partir des sécrétions provenant des parties
vivantes des plantes. Mais également a partir d'excrétions d'insectes butineurs laissées sur les
parties vivantes de la plante. Le miel est une substance naturelle sucrée dont |’ élaboration
résulte d’'un procédé complexe. Les abeilles brassent le nectar, récolté avec leurs pieces
buccales et y gjoutent leurs sécrétions. Une fois transformé, prédigéré et déshumidifié, le miel
est entreposé dans des avéoles de cire fermées. Il est récolté, et extrait généralement par
centrifugation, puisfiltré et conditionné (Flurin, 2009).

Le miel est un aiment glucidique a haute valeur énergétique. Il est recommandé pour
embellir la peau et soigner les blessures, et dans le traitement des plaies, de la fievre, des
ulcéres et dans la préparation de pates médicinales. Mais encore pour |I’amélioration de lavue,
deI'activité sexuelle ou encore dans le traitement de latoux, des angines (Harper, 2010).

Il existe une diversité des miels dont la composition varie selon la variété. Les

proportions des principaux constituants du miel sont reportées sur lafigure suivante :

oy 1% 2% 4% - W Eau
H Glucose
Fructose
Maltose
31% B Saccharose

38% M Autres sucre

Divers(polyphenols)

Figure 1. Composition générale du miel (Bruneau, 2002).

-~
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|.2.Geléeroyale

Appelé également «lait maternel de I’abeille» c'est le produit de sécrétion des
glandes hypo pharyngiennes qui se trouvent dans la téte des abeilles ouvriéres. Nourriture
exclusive des reines ou lors des 3 premiers jours de lavie larvaire des abeilles, la gelée royale,
d’ aspect visgueux, blanc crémeux a jaune doré pale, est secrétée par les nourricieres(Khenfer
et al., 2001).

La geléeroyale est prélevée directement dans les cellules royales, il convient de suivre
un certain protocole pour une récolte importante. Le principe consiste a rendre la ruche
orpheline en lui retirant sa reine, les ouvrieres vont aors satteler a la remplacer et vont
produire des cellules royales et des reines (Jan-Prost 2005).

Elle est traditionnellement utilisée pour traiter diverses maladies telles que le diabéte,
les douleurs articulaires, le stress, la fatigue physique et intellectuelle, | hypertension
artérielle, I’ hépatite chronique, les troubles menstruels et I'infertilité...etc. (Philippe, 1999).

La variabilité de composition de la gelée royale (tableau 2) est moins importante que

celle du miel. Elle est majoritairement composee d’ eau et des glucides (Ravazzi, 2007).

2%
13%

0,
4% Eau
15% Glucides
66% Lipides
Protides

B Autres (polyphenols...)

Figure 2: Composition générale de la gel ée royae (Ravazzi, 2007).
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[.3.Venin

Le venin est une sécrétion produite par les glandes a venin, stockée dans une poche
spécifique et injectée au travers du dard lors de la piqlre. Seuls les individus femelles de la
ruche en produisent (Clément, 2006). Le venin est un liquide translucide dont la composition
varie en fonction du nectar et du pollen consommés, de I’age et de |’ espéce concernée
(Domerego et Blanchard, 2007).

Le venin est récolté en faisant subir aux abeilles de légers électrochocs qui les incitent
a piquer a travers une fine membrane en caoutchouc déposée sur une plaque de verre. Le
venin est recuellli puis lyophilisé (Bruneau et al., 2003; Rossler et al., 2006). Il est bénéfique
en cas de rhumatisme ; ou il peut étre injecté directement par piqadre d abeille al’ endroit de la
douleur ou appliqué sous forme de pommade. Des préparations au venin sous forme de
poudres sont également efficaces dans le traitement du Zona, et de certaines éruptions
cutanées et inflammations.

L’ histogramme suivant résume la composition générale du venin :

50%
50%
40%
30% 22,8%

20% 11%
’ 45% 3% 2,5% 25% 2% 1% 0.7%
10% g

0%

m Mélinite B Phospholipase A2
Lipide Hyaluronidase

B Apamine M Peptide MCD
Glucides Adolapine
Cadiopeptide Autres (Eau,,)

Figure3 : Composition générale du venin (Dennett, 2006) .
|.4. Propolis

La propolis est une substance résineuse élaborée a partir de la salive des abeilles et de
la résine récoltée sur les bourgeons et les écorces d arbres blessés. Elle est utilisée par
I’ abellle pour protéger saruche (Cherbuliez et Domerego, 2003). Elle devient friable en

<)
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dessous de 15°C, molle a haute température. Sa couleur est variable selon la situation
géographique. Elle a une odeur spécifique, son golt est pimenté, et est trés peu soluble dans
I’ eau, mais soluble dans I’ alcool (Alphandéry, 2002).

Pour récolter lapropolis, |" apiculteur pose dans la ruche une grille souple constituée de
nombreux petits trous que I’ abeille va combler. Il place ensuite la grille au réfrigérateur, la
propolis devient cassante et se détache facilement (Cherbuliez et Domerego, 2003).

Elle est utilisée traditionnellement comme thérapeutique contre les atteintes
respiratoires, oto-rhino-laryngologie, de larégion buccale ou contre les dermatoses grace a ses
actions anti-inflammatoires, anesthésiantes, analgésiques, immuno-stimulatrices et
cicatrisantes. Elle trouve aussi une application en médecine vétérinaire dans le traitement des
plaies infectées ou encore dans le traitement de la fievre aphteuse (Mathis et Caullery,
1941 ;Cherbuliez et Domerego, 2003).

L histogramme suivant résume les proportions des composants de la propolis:

60% - 55%

50% -

40% -

30%

30% -

20% -

10% - 5% 5% 5%

0% N 1

Pollen Cire Huiles Résines et Autres
essentielles baumes substances

(polyphenols...)

Figure 4: Composition générale de la propolis (Philippe, 1999).

La propolis est composée aussi de plus de 40 flavonoides, de composés phénoliques,
d’aldéhydes aromatiques, d’'acides gras aiphatiques, de sucres, d’'acides aminés, d oligo-
éléments et de vitamine. On peut |la trouver dans différents produits tels que ; des pommades,
des emplétres, deslotions ou de gaze (Caillas, 1964).
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|.5.Pollen

Le pollen, petit éément sphérique ou ovoide de taille oscillant entre 20 et 40 microns
est contenu dans les sacs polliniques des anthéres de la fleur. Il sert a féconder la partie

femelle de lafleur et constitue les gamétes males dans le régne végétal (Gharbi, 2011).

L’ abeille travaille les antheres de la fleur avec ses parties buccales pour en faire
tomber les grains de pollen. Avec ses pattes elle brosse soigneusement son corps velu
recouvert de pollen et le raménent ala ruche sous forme de pel otes (Paterson, 2008).

L’ apiculteur récolte le pollen grace a une trappe a pollen qu’il dispose al’entrée de la
ruche. Cette récolte doit se faire lors des périodes ou la reine pond le moins pour maintenir la
croissance du couvain (Gadner et al., 2008).

L’ utilisation médicale de pollen est reconnue au début de moyen age, il est utilisé
dans le traitement des affections chroniques de la prostate, les maladies cardiaques et troubles
gastriques. 11 protége également les effets néfastes des rayons X (Harper, 2010).

La composition du pollen (figure 5), varie fortement en fonction de I’ origine florale.

m Eau
5% 18% 19% ® Protéines
5% )
24% Glucides
3% 27%

Microélé-ments

m Lipides

Figure 5 : Composition générale du pollen (Rossant, 2011).

|.6. Cire

La cire est une matiere molle, jaunétre et fusible produite par glandes ciriéres des
ouvriéres &gées d’ environ deux semaines qui sont situées sur laface ventrale de I’ abdomen de
I’abeille (Gharbi, 2011). Elle est fabriquée a partir du miel par la réduction chimique des

sucres et en utilisant les proténes du pollen (Gekker et al., 2005).

Lacire est utilisée en médecine pour traiter les brulures, les plaies et pour des soins de
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la peau, sous forme de préparations comme les emplétres. Elle est aussi utilisée pour le
traitement des amygdalites purulentes par application sur la nuque (Alphandéry, 2002).

La cire présente une composition plus complexe que les autres produits (figure 6).

1%

ZZA’ 2% 6% W Monoesters
8;%3A ’ 34% W Diesters
) Hydrocarbones
12% Acides libres
14% 14% B Hydroxypolyesters

B Hydroxymonoester

Triester

Figure 6: Composition générale de lacire (Clément, 2011).

[1. Propriétés biologiques des produits delaruche

1.1 Mie

Le miel possede en plus de ses activités énergétiques et nutritionnelles une action
cicatrisante et désinfectante, il peut aider la plaie a se refermer (Dumbrava et al., 2013). |
présente une action dynamisante, apéritive, antioxydante (par le bétacarotene, les
polyphenols...) (Viuda-Martos et al., 2008).En concentration suffisamment importante, les
flavonoides du miel réduiraient I'état inflammatoire et permettraient ainsi de soulager les
patients souffrant de brdlures, plaies...etc (Ergjuwa et al., 2012). Des études ont montré des
activités antifongiques contre Candida albicans, Candida glabrata, Candida krusel et
Trichosporron sp (Shenoy et al., 2012), ains que des activités antivirales contre I'herpes
simplex de type 1 et de type 2 sur les |ésions, notamment gréce aux flavonoides (Amoros et
al., 1992) et au monoxyde d’ azote (Caviaet al., 2007) contenus dans certains miels.

L’ activité antibactérienne du miel a été signalée pour la premiere fois en 1892 sur
certains bactéries telles que Salmonella Typhy, Salmonella Paratyphy, et Staphylococcus
aureus (Cortopassi-Laurino et Gelli, 1991). Leurs effets antibactériens sont dus aux
différentes substances qui varient, selon I’origine botanique (Cooper et al., 1999). Tous les

miels n’ ont pas la méme activité antibactérienne, maisil présente de maniere générale une
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activité envers des espéces bactériennes aérobies et les anaérobies, aussi bien Gram(+) que
Gram(-) (Ahmadi—Motamayel et al., 2013). Quatre facteurs sont largement mis en avant pour
expliquer cette action antibactérienne a savoir : I’'osmolarité, le pH acide, le peroxyde
d’ hydrogene, et le systeme non-peroxyde. Cependant, le principal agent responsable de cette
activité est le peroxyde d hydrogeéne, formé apres I’oxydation du glucose par la glucose-
oxydase, durant la maturation du miel (Avisse, 2014).

[1.2. Propolis

La propolis possede des propriétés anesthésiantes locales dues aux huiles essentielles
ou encore des propriétés cicatrisantes (Donadieu, 1993). Elle lutte aussi contre les caries
dentaires, les gingivites et réduit I'inflammation (Mossalayi et al., 2014). La propolis présente
également une action antivirale contre le poliovirus, les virus de type Herpes et VIH gréce ala
présence de flavonoides et de composés aromatiques (galangine, pinocambrine...) (Gekker et
a., 2005). Elle inhibe aussi le développement des champignons pathogenes tels que:
Candida albicans, Trichophyton rubrum ou encore Microsporum canis (Hegazi et al., 2000).
Elle est également connue pour ses actions anti-oxydantes dues en partie aux flavonoides
Inouye et al., (2011) ;(Chen et a., 2012) ont rapporté des actions antiparasitaires (contre la

toxoplasmose) et une activité anticancéreuse in vivo sur les animaux.

La propolis a un spectre antibactérien trés large gréce a sa composition en flavonoides
(pinocembrine, galangine) et acides aromatiques (acide caféique et acide férulique) (Bufalo et
al., 2013) qui empécheraient la division bactérienne. Des éudes ont mis en évidence une
synergie avec la pénicilline et la streptomycine, contre les Gram positifs, tels que
Saphylococcus aureus, Streptococcus, Paenibacillus alvei (Trusheva et al., 2010), ou encore
sur les Gram négatifs comme les salmonelles, Proteus mirabilis ou Helicobacter. En
revanche, une faible activité de la propolis a été constatée sur E. coli et les Pseudomonas
(Ghediraet al., 2009).

[1.3. Geléeroyale

La gelée royale présente de nombreuses propriétés biologiques et thérapeutiques. Elle
possede des propriétés anti-tumoraes grace a I'acide hydroxytransdecenoique
(Fujiwara,1990), mais également une activité antivirale, utile dans les traitements des

hépatites et des grippes (Boukaraa, 2008). Sarichesse en antioxydants aide a lutter contre

5
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Le vieillissement celulaire, en favorisant |'oxygénation des tissus, par les composés
polyphénoliques qu'’ elle contient (Caillas, 1964) . Cette substance possede aussi une action
anti-inflammatoire qui découle de I'inhibition de la production des cytokines pro-
inflammatoires (Ncube et al., 2008). Elle présente aussi une activité inhibitrice sur des
champignons tels que Candida albicans, C. glabrata, C. krusei et Trichosporon spp
(Boukaraa, 2008).

Des études ont montré que la gelée royale possede une activité antibactérienne. En
effet, elle inhibe certaines bactéries Gram (+) et Gram (-). Cette activité est due en mgjorité a
la présence d'un acide gras, I'acide trans-10-hydroxy-2-décénoique, des protéines et des
peptides qui sont actifs sur différentes bactéries. Escherichia coli, Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus (Geng et Aslan, 1999 ; Barnutiu et al., 2011).

[1.4. Pollen

Le pollen exhibe une action protectrice contre les radicaux libres, causes de
nombreuses maladies cardio-vasculaires et de cancers, gréce aux différentes vitamines qu'il
contient et ses divers flavonoides (Pierson et al., 1995), il exerce aussi une action antifongique
contre Candida glabrata (Fatrcova-Sramkova et al., 2013). |l présente, également un pouvoir
antioxydant et anti-inflammatoire important, gradce a sa composition en flavonoides
principalement (Pascodl et al., 2014).

Certaines études ont démontré que le pollen inhibe la croissance des souches
d’ Escherichia coli, de Staphylococcus aureus, de Pseudomonas aeruginosa et bien d’autres

micro-organismes pathogenes (Pascoal et al., 2014).

[1.5. Cire

La cire a peu de propriétés thérapeutiques connues. Cependant, c’'est une matiere
premiére fréguemment g outée alaformulation de nombreux produits (Hussein, 2001).

Aleméan et al., (1998) ont démontré que la cire a un effet protecteur contre les ulceres
d’ estomacs. Elle présente aussi des propriétés anti-inflammatoires et cicatrisantes, avec des
propriétés anti-oxydantes et antibiotiques. Elle est appliquée par les abeilles sur les avéoles
pour protéger la colonie des infections fongiques et/ou bactériennes (Begon, 1978).
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[1.6. Venin

Le venin d abeille est connu pour ses propriétés anti-inflammatoires essentiellement
dans les maladies articulaires gréce ala phospholipase A2, I’ agpamine (Durban et al., 2013). I
possede aussi des propriétés anticancéreuses, et antiparasitaires contre Trypanosoma cruzi

(Adade et al., 2012). Il présente aussi une action antivirale qui empécherait lafixation de

certains virus (notamment le virus de I'nerpés simplex de type 1) et leur pénétration (Gharbi,
2011).

Plusieurs éudes ont montré que e venin présente une activité antibactérienne gréce sa
composition majeure en mellitine et la phospholipase A2 qui désorganisent les membranes
cellulaires par la formation des pores, action plutét dirigée vers des bactéries a Gram négatif.
(Lazarev et al., 2011). On peut citer une efficacité sur Borrelia burgdoferi, responsable de la
maladie de Lyme. Des éudes in vivo sur des souris ont montré une activité contre

Mycoplasma hominis (responsables d’infections uro-génitales) (Lazarev et al., 2011).
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|. Matérid et méthodes

Notre expérimentation a été réalisée au niveau du laboratoire Microbiologie de
I’université d’ Abderrahmane Mira de Begaia. Cette étude consiste a tester |’activité anti-

bactérienne de quel ques échantillons des produits de la ruche.

|.1.0rigine des échantillons

Les échantillons des produits de la ruche sont aux nombre de quatre (tableau 1),

récoltés durant I’ année 2017 dans larégion (Chelatta, Akbou) et offert par |es apiculteurs.

L’ ensemble des échantillons (figure 07) ont été déposes dans des flacons en verre bien
fermés et enrobés avec du papier aluminium pour assurer |’ obscurité, puis transportés et
conserves au réfrigérateur.

Tableau |: Description des échantillons collectés.

Echantillons Etat Couleur Poids (g)
Miel Cristallise Marron 250
Geléeroyale Géatineuse Blanche 10
Propolis Poudre Marron 150
Pollen Solide Jaune 150

Figure 7: Echantillons des produits de la ruche anal ysés.
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|.2. Extraction des composés phénoliques

Les composés phénoliques totaux des produits de la ruche (miel, gelée royale,
propolis, pollen) ont été extraits en utilisant comme solvant I’ é&hanol absolu qui permet
I’extraction d’'un maximum de composants biologiquement actifs et I’obtention des
polyphénols (Cunha et al., 2004; Medanaet al., 2008)

Une quantité de 6g de chague produit a éé méangée avec 300ml de solvant
d extraction. Aprées 4 heures de macération a température ambiante sous agitation |égére et
constante, les extraits ont été laisses a 4°C pendant 24 heures, puis filtrés sur papier
wattman. Le solvant a été évaporé sous une hotte chimique. Les extraits secs destinés aux
tests microbiologiques ont été récupérés avec le DM SO (Dimethyl Sulfoxyde). Les extraits
ainsi obtenus, ont été conservés a4°C dans des flacons en verre bien fermés et conservés a

|’abri delalumiére.

|.3. Dosages des Composés phénoliques totaux

e Principe

Le réactif de Folin-Ciocalteu, mélange d’ acide phosphotungstique (HaPW12040) €t
d acide phosphomolybdique (H3PM012040), oxyde les composes phénoliques; les oxydes
métalliques produits sont de couleur bleue, dont I'absorbance est proportionnelle a la

quantité de polyphénols présents dans I’ échantillon (Boizot et Charpentier, 2006).
e Modeopératoire

La teneur en composes phénoliques est estimée selon la méthode de (Kéhkonen et
al., 1999). Un volume de 1 ml du réactif de Folin-Ciocalteu est gjouté a 0,2 ml d’ extrait.
Apres 3 minutes, 0,8 ml de la solution de carbonate de sodium (7,5%) sont gjoutés. Apres 1
heure d'incubation, |I’absorbance est mesurée a 740 nm. La concentration en composés
phénoliques des extraits, exprimée en gramme équivalent acide gallique par 100 g de

matiere seche, est déterminée en seréférant ala droite d éta onnage (annexel ).
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| .4. Evaluation del’ activité antibactérienne

|.4.1. Souchestestées

Pour cette activité, six souches ont été utilisées dont trois & Gram positif a savoir
Saphylococcus aureus ATCC 29213, Bacillus subtilis ATCC 6633, SARM RMA34, et trois
autres a Gram négatif a savoir Escherichia coli pAmpc S159, Pseudomonas aeruginosa
ViM P510, Acinetobacter baumannii VEB-1 ATTCC A131107588.

L’ensemble de ces souches appartiennent a la collection du Laboratoire d écologie
Microbienne (LEM) del’ université de Bejaia.
|.4.2. Réisolement des souches

Les souches conservées sont repiquées sur le milieu Muller Hinton. Le milieu de
culture ensemencé est incubé al’ étuve a 37° C pendant 18-24 heures.

|.4.3. Préparation de la suspension bactérienne

Trois a cing colonies bien isolées issues d une culture de 18-24 heures sont

dissociées dans 3 ml d’ eau physiologique suivi d’une agitation al’ aide d’ un Vortex.

|.4.4. Aromatogramme

L’ activité antibactérienne a été évaluée pour les produits purs et les extraits
éthanoliques obtenus a différentes concentrations, en utilisant la technique de diffusion en
milieu gélosé (Mueller Hinton) par deux méthodes. Deux essais ont été réalises pour

chague test d’ activité.

1.4.4.1. Méthode des disques

C’est une méthode de mesure in vitro du pouvoir antibactérien sur milieu gélosé a
I'agar (MH) réalisée dans une boite de Pétri. Le contact se fait par I'intermédiaire d'un
disgue de papier Wattman (Bauer et al., 1966).
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Les antibiotiques habituellement testés existent sous forme de disques de 6 mm de
diameétre. Pour reproduire les mémes conditions, nous avons utilisé le papier Wattman
coupeé en disques (6 mm) avec un contour régulier pour donner une zone d’inhibition facile
amesurer. Les disques ont été autoclavés 20 minutes & 120°C.

Dans chague boite de Pétri préalablement ensemencée, six de ces disgues ont été
disposés. Cinq ont été¢ chargé par 5 ul des extraits éthanolique a tester a différentes
concentration (5, 15, 25, 50, 60 mg/ml), le dernier a é&é chargé d’un méme volume de
DMSO (témoin négatif). Un témoin positif (antibiotique GM) a été déposé au centre de la
boite.

Les boites obtenues ont été laissées pour diffuser pendant 2 heures a 4°C. Elles sont
ensuite incubées al’ étuve pendant 18-24h a 37°C. Les diamétres des zones d’ inhibition ont

été mesurés par un pied a coulisse.

1.4.4.2. Méthode des puits

Le protocole suivi est celui dicté par Adwan et al, 2004. Dans chaque boite
ensemenceée, six puits (environ 6mm) ont été creusés dans la gélose a I’aide de la partie
supérieure d’une pipette Pasteur dans lequel sera coulée une petite quantité de gélose au
fond du puits. Chaque puits recevra un volume de 50ul de chaque produit a différentes
concentrations (5, 15, 25, 50, 60 mg/ml). Un puits recevra 50ul de DMSO (témoin négatif).
Un antibiotique (GM) a été déposé au centre de la boite.

L’incubation est effectuée a 37°C pendant 18 a 24 h apres une période de diffusion
de2h a4°C.

Pour ces deux techniques, la sensibilité du germe testé a é&é évaluée selon le
diametre de la zone d’inhibition obtenue. En effet, la sensibilité d’un germe est nulle pour
un diamétre inférieur ou égal a 8 mm. Elle est limitée pour un diamétre compris entre 8 et
14 mm, et moyenne pour un diametre entre 14 et 20 mm. Pour un diamétre supérieur ou

égal a20 mm le germe est trés sensible (Duraffourd et al., 1990).

Pour déterminer le pouvoir antibactérien du miel pur, nous avons opté pour la
méthode de dilution en milieu solide (Dold et Witzenhausen, 1955), cette technique
consiste a dissoudre 3g de miel dans 17ml de gélose MH lors de la préparation du milieu.

L es boites préal ablement ensemencées sont incubées 24h a 37°C.
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|.5. Etudedela synergie

|.5.1. Synergieextrait é&hanolique pollen/propolis

Les extraits qui ont présenté les effets antibactériens les plus importants ont fait
I’ objet de tests de synergie. Les extraits éthanoliques (pollen/propolis) ont été mélangés
adifférentes volumes (V1 /V ) (20/80, 80/20, 50/50, 90/10, 10/90) puis testés sur quatre
souches : Acinitobacter boumannii VEB-1 ATTCC A131107588, Staphylococcus aureus
ATCC 29213, SARM RMA34 et Bacillus subtilis ATCC 6633 par la méthode des disques
sur milieu MH. Les boites sont laissées pendant 2 heures a 4°C, puis incubées a |’ étuve
pendant 18-24h & 37°C.

|.5.2. Synergie extraits/antibiotiques

Les mémes extraits actifs ont fait I’objet de I'étude de la synergie avec un
antibiotique (gentamicine) sur les mémes souches bactériennes. Le disgue d antibiotique
déposé sur le milieu ensemencé, a €té imbibé par Sul de chaque extrait éthanolique
concentré a 100mg/ml pour la propolis et 88mg/ml pour le pollen. Les boites sont |aissees

pendant 2 heures a4°C, puisincubées al’ étuve pendant 18-24h a 37°C.

|.6. Détermination del’ activité bactéricide ou bactériostatique

La nature de I'activité de chacun des produits testés a été déterminée par la méthode
de Pibiri, (2003). A partir des aromatogrammes de 24 h, les zones trans ucides entourant
les disques ont été repiquées a l'aide d'une anse stérile dans des tubes a contenant le
milieu nutritif. Les tubes ont été par la suite incubés a 37°C, puis observeés apres 24 h puis
48H.

Un test de confirmation a été réalisé pour les tubes ne présentant aucun trouble ; un
deuxieme repiquage a été effectué sur MH (en stries). Au bout de 24 h d'incubation a 37°C,

I'absence de dével oppement bactérien confirme I’ effet bactéricide.
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|.7. Déter mination de la concentration minimaleinhibitrice (CMI)

La concentration minimale inhibitrice (CMI) est déterminée en utilisant la méthode
de diffusion (disques) en milieu gélosé (Mueller Hinton) décrite plus haut.

Une sé&ie de dilutions de 1/2 ,1/4, 1/8, 1/16, est rédlisée pour la plus faible
concentration des extraits ayant présentés une activité antibactérienne (5mg/ml pour la

propolis et 25mg/ml pour le pollen).
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|. Résultat et discussion

|.1. Extractions éthanoliques

Une extraction est réalisée avec un solvant (éthanol) qui entre dans la composition
de plusieurs préparations thérapeutiques (Park et al., 1998). Son efficacité dans |’ é&tude de
I"activité antibactérienne est confirmée (Rhagaoui et al., 2001; Park et al., 2002). Il

S évapore facilement et solubilise les composants actifs des produits (Krell, 1996).

|.2. Détermination du taux d’ extraction

Le rendement de I’ extraction éthanolique est déterminé par le calcul de la déférence
entre le poids de boite de Pétri et le poids de boite Pétri vide. Le pourcentage d’ extraction

est calculé comme suit :

Taux d’extraction (%) = [(P1 —Po)/E] 100

Po: Poids boite Pétri vide ()

P1: Poids de boite de pétri apres évaporation du solvant(g)

E : Poids de |’ échantillon initial (g)

Le taux de rendement ainsi que les concentrations finales de I’ extraction sont rapportés

dans le tableau suivant :

Tableau I1: Taux d'extraction et concentration obtenues.

_ poidsde Volume Concentration
Produits _
I”extrait sec (g) (ml) Rendement (%) | obtenue (mg/ml)
Miel 4.45 21 74,1 210
Propolis 2.65 25 44,1 100
Pollen 3.05 345 50,8 88
Geléeroyale 1.26 21 21 60
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|.3 . Teneursen polyphénols

Les résultats du dosage des composés phénoliques totaux des extraits éhanoliques
des quatre produits de la ruche ont été exprimées en g d’ équivalent acide gallique par 100g
de I'extrait éhanolique de chaque produits (g EAG/100g). Les teneurs en polyphénols

totaux sont illustrées dans la figure (08)

14,00 +
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12,00 -

10,00 -

2l00 7 I I . l
0,00

Propolis Pollen Geléeroyae

o o

o o
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Figure 8: Teneurs en composes phénoliques des différents extraits éthanoliques.

La propolis présente la teneur la plus élevée en composés phénoliques (11,83g
EAG/100g), suivie par le pollen (8,43g EAG/100g). La gelée royale et le miel possedent
des teneurs relativement faibles en ces composés avec 4,979 EAG/100g et 4,31 g
EAG/100g, respectivement.

Mouhoubi-Tafinine et al., (2016), ont rapporté des teneurs en COMpPOSES
phénoliques de la propolis (5,351g EAG/100g) inférieures a celles obtenus dans notre
étude. De méme Blanc et al. (2009), ont rapporté des teneurs en polyphénols du pollen
(2,938 g EAG/100g) moins importantes que celles obtenues. Ces variations dans les
teneurs en composes phénoliques seraient en relation avec |’ origine botanique et I’ année de
récolte (Hegazi 2000).

(Nabas et al., 2014), ont démontré que les faibles teneurs aux polyphénols
contenues dans la gelée royale seraient dues a la teneur en eau qu'est trés élevée, une
grande partie des polyphénols seront ainsi dégradés a cause des réactions chimiques

enzymatiques et bactériennes.
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Des valeurs de polyphenols plus importantes ont été rapportées par Ouchemoukh et
al., (2007). Cette variation prouve que le taux en polyphénols varie en fonction de la

source florale du miel, ainsi que des conditions climatiques et géographiques.
|.4. Activités antibacteriennes
Lesrésultats de I’ activité antibacterienne sont exprimés par la mesure des diametres

des zones d' inhibition obtenues (mm).

[.4.1. Aromatogrammes
l.4.1.1.Méthode des disques

a .Propolis

Lesrésultats relatifs al’ activité antibactérienne des extrais éhanoliques a
différentes concentrations sur les souches bactériennes sont reportés sur | e tableau suivant :

Tableau I11: Résultats de I'aromatogramme de I'extrait éthanolique de la propolis.

Saueus | B.subtilis A-baumanni
Concentrations E.coli ATCC ATCC P.aeroginosa| SARM VEB-1
mg/mli PAmpc S159 20213 6633 ViM P510 RMA34 ATTCC
A131107588
Pur (100) - 17,5£0,70 | 21,0£1,41 - 16,0+1,41 7,0£0
5 - 14,5+0,70 | 17,0+0 ) 12,5+0,70 8,010
15 - 17,0+1,41| 18,5+0,70 ) 14,5+0,70 | 8,5+0,70
25 - 18,0+1,41 | 19,0+0 ) 15,0+0,70 | 9,5+0,70
50 - 20,0+0,70 | 20,5+0,70 ) 17,0£0,70 | 11,5+0,70
60 - 20,0+2,82 | 20,0£0 ) 18,0+0,70 | 11,0+1,41

(-) absence de zones d’ inhibition.

Les résultats obtenus montrent des effets antibactériens importants des extraits

éthanoliques de la propolis sur quatre des six souches testées. Les diametres des zones
dinhibition obtenus sont proportionnels aux concentrations des extraits utilisés. Les
meilleures zones d’inhibition ont été constatées sur Saueus ATCC 29213 et B.subtilis
ATCC 6633 (figure 9, 10, 11). Lazone d'inhibition la plus importante (21,0+1,41mm)
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a été obtenue sur B.subtilis ATCC 6633 avec la concentration de 100mg/ml, adorsqu’ ellea
produit la plus faible zone d'inhibition (7mm) sur A.baumannii VEB-1 ATTCC
A131107588. Les diametres obtenus indiquent que certains composés actifs de la propolis
sont solubles dans I’ éhanol. Cette activité serait le résultat de I’action des polyphénols
présents en grandes concentrations dans certains produits de la ruche telle que démontré
par Kujumgiev et al., 1999 et Rhajaoui et al., 2001.

Aucune activité n'a éé constatée sur E.coli PAmpc S159 et P.aeroginosa ViM P510
contrairement aux résultats rapportés par Sanpa et al., (2012) et Adomaviéiaté et al.,
(2017). En effet, la composition de la propolis varie selon la localisation géographique, les
conditions climatiques, la période de récolte et le type de I'abeille productrice, ce qui
pourrait affecter ses propriétés biologiques notamment antimicrobiennes (Hegazi et al.,
2000).

Figure 9: Activité Figure 10: Activité
antibactérienne sur Saureus antibactérienne sur B.subtilis
ATCC 29213 ATCC 6633

Figure 9:Activité antibactérienne
sur SARM RMA34
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b .Pollen

Le tableau IV présente les résultats de |'activité antibactérienne des extrais

éthanoligues du pollen a différentes concentrations vis-a-vis des six souches testées.

Tableau I V: Résultats d’ aromatogramme de |'extrait éthanolique du pollen.

Concentrations | E.coli S.aueus | B. subtilis P.aeroginosa SARM A.baumannii
PAmpc | ATCC ATCC . VEB-1ATTCC
mg/mi S159 | 20213 6633 | VIMPSIO | RMA34 | " \131107588

Pur (88) - 8,00 18,00 - 10,0£0,70 -

5 - 7,0+0,40 |11,50+0,70 - 8,0+0,70 -

15 - 8,0+1,41 | 14,0+1,41 - 8,00 -

25 - 10,50+0,70( 15,50+0,70 - 8.50+0,70 -

50 - 12 ,0+0,50 | 13,50+0,70 - 10.0+£0,70 -

60 - 11 ,0+0,41 | 11,0+1 41 - 9.0+0,41 -

(-) absence de zones d'inhibition

L’ effet inhibiteur le plus fort a été constaté sur B.subtilis ATCC 6633 avec I’ extrait

éthanolique pur concentré & 88mg/ml avec une zone d'inhibition de 18,0+£0 mm, suivi par
Saueus ATCC 29213, SARM RMA34, A.boumannii VEB-1 ATCC A131107588 avec des
zones d’'inhibition variant entre 8 et 12mm (Figure 12 ,13). Selon Pierson et al.,(1995).

Cette différence de sensibilité serait liée aux différents composés phénoliques qu'ils

contiennent. Cependant, aucun halo d'inhibition n'est obtenu avec E.coli ATCC 25922,

P.aeroginosa ViM P510, contrairement a Lavie, (1960) qui a rapporté que |’ extrait

éthanolique du pollen possede une activité sur E. coli. Cette différence de résultats

reviendrait al’ origine florale du pollen mais également & son utilisation par les abeilles ce

qui lui confere une, plus ou moins, grande activité antimicrobienne.

Figure 11: Avtivité
antibacterienne sur B.subtilis
ATCC 6633

Figure 10: Activité
antibacterienne sur S.aureus
ATCC 29213
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c .Geléeroyale

Les résultats obtenus montrent que I’ extrait éthanolique de la gelée royale ne
possede aucune activité antibactérienne sur les six souches testées, ceci pourrait étre en
rapport avec leurs compositions phénoliques (faibles teneurs). En effet Geng et Aslan,
(1999) ont démontré que I’ activité antibactérienne de la gelée royale est due a d’autres
composes autres que les polyphénols. Pour confirmer cette activité, nous avons testé le
produit pur sur les différentes souches par des spots a la surface de la gélose Muller

Hinton. Aucune activité n’ a été obtenue par cette méthode.
d .Miel

L’ensemble des souches étudiées présentent une résistance a toutes les
concentrations de I’extrait éthanolique du miel testé. En effet, Donadieu, (1978) et
ouchemoukh,(2012) ont rapporté que les miels possedent en général des propriétés
communes, mais chacun se caractérise par des propriétés thérapeutiques propres. Ces
dernieres sont dépendants de plusieurs facteurs a savoir ; la composition, la nature du miel,
I"&ge de I’ abeille, 1a nature et I’ origine des fleurs, le climat, la saison de I'élevage et le
mode d’ extraction de midl. Aljadi et Kamaruddin, (2004) ont démontré que les composés
phénoliques interviennent faiblement dans le processus antibactérien du miel, ce qu’ est en
accord avec les travaux de (Efem, 1988) qui a démontré que |’ activité antibactérienne du
miel serait due au pH, a I'effet osmotique, au peroxyde d hydrogene, ou a la présence
d inhibine.

Les résultats obtenus par 1a méthode de dillution sur gélose montrent une absence
de prolifération des souches S.aureuse ATCC 29213, Bacillus subtilis ATCC 6633 et SARM
RMA34 par contre Acinetobacter baumanni VEB-1 ATCC A131107588, Escherichia.coli
PAmMpc S159, et Pseudomonas aeroginosa ViM P510 se sont dével oppées dans ce milieu
riche en midl, ce qui démontre que le miel pur posséde une activité contre les Gram positif
essentiellement Ceci peut étre attribué a la différence de la structure membranaire ; 1a paroi
cellulaire des bactéries a Gram (+) et a Gram (-). Ce résultat concorde avec celui de
(Guillon, 1996) rapportant une action inhibitrice du miel pur sur Saureus ATCC 29213,

SARM RMA34, en suivant le méme protocole.
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1.4.1.2. Méthode des puits

L’ effet antibactérien des extraits éthanoliques de quatre produits de la ruche sont

étudiées sur six souches bactériennes en utilisant S0ul d’extrait.

Tableau V: Résultat de I'aromatogramme de I'extrait éhanolique des quatre produits.

Produits/Bactéries | Dilution Pi.?r?gc Saueus B.subtilis | P.aeroginosa SARM Cébgfjlm:'lr']gg
S159 ATCC 29213 | ATCC 6633 ViM P510 RMA34 A131107588
5 - 12,5+0,70 - - 10,5+0,70 -
15 - 14,5+0,70 - - 11+0 -
Propolis 25 - 16,0+0 - - 12,5+0,70 -
50 - 16,00 - - 14+0 -
60 - 17,0£0 - - 15+0 -
5 - 12,5+0,70 - - 7+0 -
15 - 14,5+0,70 - - 7+0 -
Pollen 25 - 16,0+0 - - 7+0 -
50 - 16,0+0 - - 12,5+0,70 -
60 - 17,0£0 - - 13+0 -
5 - - - - - -
15 - - - - - -
Mid 25 - - - - - -
50 - - - - - -
60 - - - - - -
5 - - - - - -
15 = = = = = =
Geléeroyae 25 - - - - - -
50 - - - - - -
60 - - - - - -

(-) absence de zones d’ inhibition.

Les résultats relatifs a |’ activité antibactérienne des différentes concentrations des

extraits éthanoliques sur les six souches bactériennes testées, sont représentés dans le

tableau (V) et illustrés par les figures (14 ,15). Les extraits éthanoliques du pollen et de la

propolis possédent un effet antibactérien sur Saureus ATCC 29213 avec une meilleure

zone d'inhibition (17mm) a une concentration de 60mg/ml, et une activité sur SARM

RMA34 dont les meilleures zones d’inhibition étaient de 13mm pour |’ extrait de pollen et

15mm pour extrait de la propolis concentrés a 60mg/ml. Par contre E. coli PAmpc S159,

A.baumannii VEB- ATTCC A131107588, B.subtilis ATCC 6633 et P.aeroginosa ViM
PAmMpc S159 étaient résistantes pour les extraits éhanoliques de ces deux produits.
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Cependant aucun halo d'inhibition n’a éé obtenu pour I’ ensemble des extraits éthanoliques
du miel et de la gelée royale sur les souches testées quel que soit |a concentration.

En comparant ces résultats a ceux obtenus par la méthode des disques (voir
tableaux 111 et 1V), nous remarquons une faible zone d’ inhibition obtenue avec |es souches
Saureus ATCC 29213 et SARM RMA34 et une absence des zones d'inhibition avec les
autres souches testées. L’ évaluation de I’ activité antibactérienne des extraits éthanoliques
par la méthode des puits, n’a pas donné un résultat significatif. Cela est probablement lié a

une faible diffusion de ces produits en milieu solide.

Figure 13: Activité Figure 12: Activité
antibactérienne de la propolis antibactérienne du pollen sur
sur SARM RMA34 Saureus ATCC 29213

Vu la résistance des souches testées aux extraits éthanoliques de la gelée royale,
I effet antibactérien de la gelée royale pure a été testé tel que fait par Manfredi et Chiodo
(2000) et Horn et Hammes, (2002). Les résultats obtenus ont montré un effet antibactérien
sur Saureus ATCC 29213, SARM RMA34et Bacillus subtilis ATCC 6633 avec des
diamétres d’inhibition de 23mm ,21 et 20mm respectivement (figure 17 et18) et absence
d activité sur E. coli PAmpc S159, P.aeroginosa ViM P510 et A.baumanniiVEB-1 ATCC
A131107588.
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Sdlon Barnutiu et al. 2011, l'effet antibactérien majeur de la gelée royae est

atribué a une particuliere 10-carbone molécule dacide gras (acide 10-hydroxy-

décénoique).
Figure 14: Activité Figure 15: Activité
antibactérienne de la geléeroyae antibactérienne de la gelée
sur Saureus ATCC29213. royale sur SARM RMA34.

|.5. Etude dela synergie

La synergie est I’amédioration de I’activité individuelle de deux composes
différents une fois combinés. Si la combinaison entraine un effet détérioré, on parleraalors
d antagonisme. L’effet moins synergique mais non antagoniste est appelé addition ou
indifférence (Rani et a., 2009).

|.5.1. Synergie extraits/antibiotiques

Chague extrait éthanolique du pollenet de propolis a é&é combiné avec
I’ antibiotique (gentamicine), pour déterminer la capacité éventuelle des deux extraits
éthanoliques a augmenter I’ effet antibactérien. L’ antibiotique testé a inhibé les souches
Saureus ATCC 29213, SARM RMA34, Bacillus subtilis ATCC 6633 avec des zones

d’inhibitions de 21mm ,20mm et 18mm, respectivement.
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Tableau VI : Synergie entre les extraits et |’ antibiotique.

Diamétre dela zone d’inhibition (mm)
Souches extrait PP F?)Iétlzsall\/tl Différence| extrait P ?D);t(;i/ilt Différence
RSAI\;I'X'\S/'Af 16 21 1 10 21 1
A?ggzgjzsis 17,5 22 +1 8 23 +2
Jrdeiciond 21 19 v 18 20 2

PP : propolis; p: pollen; GM : Gentamicine

Les résultats des synergies réalisées entre chaque extrait et |’ antibiotique (tableau

V1) montrent que les deux extraits améliorent |égerement I’ efficacité de I’ antibiotique qui

se traduit par un léger gain de 1 mm pour lapropoliset de 1 a2mm pour le pollen.

L’ effet synergique peut étre en général di a la formation d’un complexe plus

efficace dans I’ inhibition d’ une espéce particuliere de microorganismes, soit par inhibition

de la structure cellulaire ou en provoquant la lyse ou la mort de ces microorganismes

(Cherbuliez et Domerego, 2003). Les combinaisons synergiques représentent une grande

source inexploitée de nouveaux produits pharmaceutiques avec des mécanismes d’ action

nouveaux et multiples qui peuvent surmonter la résistance microbienne (Ncube €t al.,

2008).

Figure 17: Synergie avec ATB sur
Saureus ATTC29213.

Figure 16: Synergie Extrait/ATB
sur B.subtilis ATCC6633.
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|.5.2. Synergie extrait é&hanolique pollen/propolis

L’ extraits éthanoliques de la propolis a éé combiné avec |’ extrait éhanolique du
pollen a différentes proportions (20 ul propolis (PP)/80 ul pollen (P) ,80 pl PP/20ul P, 90
MIP/20 plPP, 10 pl P/90 PP, 50 ul PP/S0 pl P).

Tableau VII : Résultats de la synergie entre les deux extraits.

Bactéries /produits PP P 20PP/80P | 80OPP/20P | 90P/10PP | 10P/90PP | 50P/50PP
S.aureus
ATCC29213 17,5+0,70 8,0+0 1740 15+0 14+0,41 13+0,70 1740
SARM RMA34 16,0+1,41 | 10,0+0,7 15+0,35 12+0 14+0,41 14+0,70 11+0
A.baumannii VEB1
ATCC A131107588 7,00 11+1,42 9+0,35 60 60,35 11+0 10+0
B'S‘Jbgg;;‘ TCC 21,0+1,41| 18,0+0 12+0,35 11+0 12+0,35 11+0 12+0

PP : propolis; p: pollen

D’ aprés les résultats obtenus qui sont rapportés sur le tableau V11 et illustrés par les

figures 20 et 21, les tests de synergie réalisées entre I'extrait de pollen et I'extrait de

propolis a différents volumes, n’ont

révélé aucune améioration de

I activité

antibactérienne vis-& vis des souches testées. Par contre un effet inverse des mélanges a

été constaté sur la souche Bacillus subtilis ATCC 6633 avec une diminution importante des

diameétres des zones d'inhibition.

Figure 19: Synergie sur SARM
RMA34.

Figure 18: Synergie sur A.baumannii

VEB-1 ATCC A131107588.
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|.6. Activité bactéricide ou bactériostatique

Les antibiotiques se définissent comme étant « une substance chimique produite
par un microorganisme qui tue ou inhibe la croissance d'un autre microorganisme »
(Madigan et al., 2009). Ceci s applique égaement aux produits naturels tels que les
produits de la ruche (Cherbuliez and Domerego, 2003).

Le tableau VIII présente les résultats du test de I'activité bactéricide ou

bactériostatique de nos extraits sur les souches testées.

Tableau VIII: Résultats de I’ activité bactéricide ou bactériostatique.

Bactéries
o A.baumannii
S.aureus SARM B.subtilis
VEB-1 ATCC
ATCC 29213 | RMA 34 | ATCC 6633
Produits A131107588
Propolis B b b B
Pollen b b b Nt

b : bactériostatique, B : bactéricide, (nt) non teste.

A I’issue des deux périodes d’incubation, il a éé constaté que I’ extrait é&hanolique
de la propolis possede une activité bactéricide vis-a-vis de Saureus ATCC 29213 (figure
23.B) et d Abaumanni VEB-1 ATCC A131107588, confirmé par I’ensemencement sur
milieu solide. Par contre elle a une action bactériostatique sur les souches (SARM RMA 34,
B.subtilis ATCC 6633). Elle inhiberait la croissance microbienne en bloquant la division
cellulaire et/ou en détruisant la paroi bactérienne, principalement sur les bactéries a Gram
positif (Cherbuliez et Domerego, 2003).

L’ extrait éhanolique du pollen exerce un effet bactériostatique sur SARM RMA34
(figure 22.A), Bacillus subtilis ATCC 6633 et S aureus ATCC 29213 caractérisé par

I” apparition d’ un trouble dans tous les tubes.
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A B
Figure 21: (A) Effet Figure 20: (B) Effet bactéricide
bactériostatique (Extrait pollen de (Extrait de la propolis sur
sur SARM RMA34). Saureus ATCC 29213).

| .7. Concentrations minimalesinhibitrices (CM1)

La concentration minimale inhibitrice (CMI) est déterminée par la méthode de

dilution sur milieu solide. Les résultats sont résumeés dans le tableau (1X).

Tableau | X: Résultats des concentrations minimales inhibitrices (mg/ml).

Bacteries A.baumannii
S.aureus SARM B. subtilis \'/EB-l ATCC
Produits ATCC 29213 RMA 34 ATCC 6633 A131107588
Propolis 0.62+0 0.62+0 5+0 5+0
Pollen 25+0 5+0 5+0 /
(/) Non testé

La mellleure CMI est observée avec I’extrait éthanolique de la propolis contre
SARM RMA 34 et Saureus ATCC29213 avec une valeur de 0.62mg/ml. la CMI la plus
élevée (25 mg/ml) est enregistrée avec I’ extrait éhanolique du pollen contre Saureus
ATCC29213.

La comparaison des valeurs des CMI de I'extrait éthanolique de la propolis
obtenus, avec d autres résultats dga publiés montre que notre produit est plus actif sur S
aureus ATCC29213 et SARM RMA 34 gue celui de I’Egypte (une CMI de 2,2-2,6mg/ml
pour S. aureus ATCC29213 et SARM) (Hegazi et al., 2000).
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Par contre Rhajaoui et al., (2001) ont trouvé que la propolis de I’Uruguay et de la Chine
étaient plus actives que celle éudiée dans le présent travail (une CMI de 0.08-0.1mg/ml
pour Saureus ATCC29213).
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Conclusion et perspectives

Le travail réalisé sur les quatre produits de la ruche (gelée royale, miel, pollen et
propolis) de larégion (chelattad’ Akbou), a permis lamise en évidence de |’ effet antibactérien
des extraits éthanoliques de ces quatre produits sur quelques souches bactériennes. Ce travail

a permis de dégager |es concluions suivantes :

e Tous les produits étudiés renferment des composés phénoliques a des concentrations
bien différentes. La propolis est la plus riche avec une teneur de 11,86mg EAG/100g
de poudre suivi du pollen, le miel et la gelée royale qui présentent des teneurs
relativement faibles.

e L’évauation de I'activité antibactérienne, par les deux méthodes de diffusions sur
gélose (puits et disgues) sont réalisées pour les extraits éhanoliques des quatre
produits, testés sur des souches bactériennes sauvages et résistantes. La méthode des
disques montre que la propolis est le produit le plus actif sur les souches (S.aureus,
SARM, B. subtilis ATCC 6633, A. baumannii) suivie par le pollen qui est peu actif sur
(Saureus, SARM, Bacillus). Par contre, les deux extraits (miel et gelée royale) ne
présentent aucun effet antibactérien sur toutes les souches testées. Cette activité est
plus importante pour les échantillons riches en composés phénoliques. Comparant les
deux; la méthode des disques a permis d’ obtenir de meilleurs résultats que celle des
puits.

e B.subtilis ATCC 6633 est la souche la plus sensible aux extraits éhanoliques de la
propolis et du pollen avec des zones d’inhibition allant jusgu’a 21mm de diamétre.

e Le mie pur montre un effet antibactérien sur toutes les bactéries a Gram positif testé
par la méthode de dilution en milieu solide. La gelée royale pure possede une activité
sur B.subtilis ATCC 6633, Saureus ATCC29213 et SARM RMA 34 par |la méthode des
puits.

e L’étude de la synergie entre les deux extraits éthanolique (pollen et propolis) et avec
I"antibiotique ne montre pas une augmentation significative dans I’ action contre les
souches étudiées.

e L’étude de I'activité bactéricide et/ou bactériostatique des extraits éthanoliques a
montré que l'extraits de la propolis étaient bactéricides, par contre celui du pollen

étaient plutdt bactériostatique vis-a-vis des souches testées.
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e Lameilleur CMI est observée avec |’ extrait éthanolique de la propolis contre SARM
RMA 34 et Saureus ATCC29213 avec valeur de 0.62mg/ml.

Les résultats de cette étude ouvrent la voie a la compréhension de la qualité des
produits de la ruche et leur implication dans la santé individuelle et collective des abeilles,
mais également de I’homme. IIs nous ont permis également de mettre en avant les produits de

laruche locaux et de comparer leurs efficacités a ceux d’ autres régions du monde.

Afin de compléter le présent travail, des éudes complémentaires peuvent étre

envisagees a savoir :

Evaluer I’ activité antibactérienne sur une large gamme de bactéries pathogenes et résistantes
afin de valoriser I'utilisation des substances naturelles dans le traitement des différentes
maladies.
Etudier d’ autre propriétés des produits de la ruche (effets antiviraux, antifongiques gastro-
protecteurs, anti-inflammatoires), ainsi qu’identifier les composés impliqués dans ces
activités.
La réalisation des testes in vivo afin d évalue les différents effets thérapeutique des produits
delaruche.

Il serait aussi possible Envisager une meilleure valorisation industrielle des produits de
la ruche, notamment en Algérie, visant |’utilisation de ressources naturelles, telle que la

propolis dans e domaine de I’ agro-alimentaire, de la pharmaceutique et de la cosmétique.
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Résumeé

Dans le présent travail, |’ extraction des composés phénoliques a été effectuée a partir de quatre produits de laruche
(miel, gelée royale, pollen, propolis), en utilisant |’ éthanol pur. Le dosage des polyphénols a montré
gue la propoalis est la plus riche en polyphénols totaux avec une teneur de 11,83mg EAG /100g.
D’aprés les résultats d’aromatogrammes, |’extrait éthanolique des quatre produits montre que la
propolis et le pollen possedent une activité antibactérienne sur B.subtilis ATCC 6633, Saureus
ATCCA29213 et SARM RMA34. La plus forte zone d'inhibition de 22mm est obtenue avec I’ extrait
éthanolique de la propolis a la concentration del00Omg/ml sur la souche B.subtilis ATCC 6633. Par
contre I’ extrait é&hanolique de la gelée royale et du miel ne possedent aucune activité antibactérienne.
Les testes réalisés avec les produits purs (miel, la gelée royale) montrent qu’ils possedent un effet

antibactérien contre les Gram(+).

L’ étude de la synergie entre les deux extraits éhanolique (pollen et proplis) et les extraits avec
I’ antibiotique ne montre pas une augmentation significative de I’ action contre les souches éudiées.
L’ étude de I'activité bactéricide et/ou bactériostatique des extraits éthanoliques a montré que les
extraits de la propolis éaient bactéricides, par contre ceux du pollen étaient plutot bactériostatique vis-
a-vis des souches testé. La meilleur CMI est observée avec I’ extrait é&hanolique de la propolis contre
SARM RMA 34 et Saureus ATCC29213 avec valeur de 0.62mg/ml.

Motsclés: propalis, pollen, miel, gelée royale, activité antibactérienne, souches bactriennes.

Abstract

In the present work, the extraction of phenolic compounds was carried out from four products
of the hive (honey, royal jelly, pollen, propoalis), using pure ethanol. The dosage of polyphenols
showed that propolisistherichest in total polyphenols with a content of 11.83 mg EAG / 100g. Based
on the aromatogram results, the ethanalic extract of the four products showed that propolis and pollen
had antibacterial activity on B. subtilis ATCC 6633, S. aureus ATCCA29213 and SARM RMA34.
The highest inhibition zone of 22 mm is obtained with the ethanolic extract of propolis a the
concentration of 100 mg/ ml on B. subtilis strain ATCC 6633. On the other hand, the ethanolic extract
of royal jelly and honey has no antibacterial activity. The tests carried out with pure products (honey,
royal jelly) show that they have an antibacterial effect against Gram (+).

The study of the synergy between the two ethanolic extracts (pollen and proplis) and the
extracts with the antibiotic do not show a significant increase in the action against the strains studied.
The study of the bactericidal and / or bacteriostatic activity of the ethanolic extracts showed that the
extracts of propolis were bactericidal, whereas those of the pollen were rather bacteriostatic with
respect to the strains tested. The best MIC is observed with the ethanol extract of propolis against
MRSA RMA 34 and Saureus ATCC29213 with avalue of 0.62 mg/ ml.

Key words: propolis, pollen, honey, royal jelly, antibacterial activity, bacterial strains.
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