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Introduction

Introduction

Quand une espece animale meurt, de nombreux organismes tels que des bacteéries, les
arthropodes, y compris des insectes et des vertébrés (mammifére et oiseaux) le visitent et le

colonisent rapidement (Carter, 2007).

Apres la mort, les insectes sont attirés par le corps dans une séquence prévisible (Payne,
1965 ; Tullis et Goff, 1987 ; Catts et Goff, 1992) et les insectes souvent se déposent sur le
corps dans les minutes suivant la mort (Anderson et Hobischak, 2004). Selon Smith (1986),
les insectes peuvent étre classés en quatre catégories écologiques différentes comprenant :
parasites et prédateurs des espéces nécrophages ; omnivores et accessoires (Smith, 1986; Catts
et Goff, 1992). Les insectes nécrophages sont majoritairement représentés par certaines
familles de mouches (Diptera) et de coleopteres (Coleoptera) (Souza et Linhares 1997,
Michaud et al., 2012).

Les dipteres sont remarquables par une extraordinaire diversité de conception
anatomiques, de spécialisations écologiques et de nombreuses origines de phytophage, de

prédation et de parasitisme (Kitching et al., 2005; Kutty et al., 2007, 2010; Courtney et al.,
2009; Pape et al., 2009; Wiegmann et al., 2011).

Les mouches couvrent un large éventail de spécialisation biologique (Merritt et al.,
2003), elles ne représentent pas moins d'un dixiéme de toutes les especes sur terre (Wiegmann
et al., 2011). Différents groupes en sont distingués, notamment les mouches domestique
(Burton M et al., 1973), et les mouches a viande (Forey P et al., 1992), appartenant
respectivement a la famille des Muscidae et celle des Calliphoridae. Ces especes ont en effet
un systeme olfactif particuliecrement développé qui leur permet de détecter la présence d’un
corps atres grande distance (Braack 1987 a; Kelling et al., 2003). Parmi ces espéces pionnieres
on trouve majoritairement des dipteres calliphoridae (Rognes 1997; Khoob Del et Davari,
2011).

Les calliphoridae sont de couleur métallique bleu, verte ou grise a grande lobe de chaque
aile (Encyclopédie du millenium, 1998), leur cycle de développement comprennent quatre

stades (ceufs, larve, ou asticot, nymphe ou pupe et imago ou adulte dont la durée varie avec la

température (Meyer J.A et al., 1983) et I’alimentation (Chinery M, 1992).

L’usage abusif des antibiotiques dans plusieurs secteurs est a I’origine de ’apparition

de bactéries multi résistantes, ce qui pourrait entraver 1’'usage de certains antibiotiques pour

1



Introduction

traiter certaines maladies, d’ou la nécessité de se tourner vers d’autres sources de préférence

naturelles pour la recherche de nouveaux antibiotiques.

Les larves de mouches en particuliers les Dipteres sont une source potentielle de
nutriment mais également une source potentielle d’antibiotiques naturels. Ces propriétés ont été
observées au cours de la dégradation cadavérique lors de contacts de ces larves avec les

différents micro-organismes du milieu.

C’est dans cet objectif, que notre travail s’inscrit. Il se base essentiellement sur 1’étude
de l’activité antibactérienne et antifongique des extraits de larves de calliphoridae récoltées
dans les montagnes de la région de Tamokra a la commune d’Aokas, wilaya de Bejaia. A cet
effet, ce travail sera subdivisé en deux parties ; la premiére sera consacrée aux données
bibliographiques en lien direct avec ce sujet. La seconde concerne le travail expérimental sur
I’évaluation de I’activité antibactérienne des larves sur plusieurs bactéries gram positifs et gram
négatifs ainsi que 1’activité antifongique sur des champignons différents, en mettant 1’accent
sur le matériel et les méthodes utilises dans les différents tests, et les principaux résultats

obtenus.
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I. Les insectes nécrophages

Dans 1’écosystéme terrestre tempéré, les insectes nécrophages participent a la
minéralisation des substances organiques, ils agissent comme des " éboueurs entomologiques "
et jouent un réle important dans I'élimination des déchets (Leclercq et Verstraeten, 1992 ;
Marchenko, 2001). Les espéces nécrophages se nourrissent des tissus cadavériques et plus
specifiqguement des liquides. On peut citer parmi cette catégorie, les Diptéres appartenant aux
familles des Calliphoridae et des Sarcophagidae, mais également des Coléoptéres des familles
des Silphidae et des Dermestidae (Dekeirsschieter et al., 2012). Les insectes nécrophages
(charognes) peuvent jouer un réle important dans la décomposition des carcasses (Payne,
1965 ; Carvalho et Linhares, 2001).

Selon les stades de putréfaction, certains insectes seront attirés trés tot sur le corps et
d'autres plus tard. La décomposition de I’organisme entraine des changements biochimique et
physique importants, qui seront plus odorantes pour certains et moins attrayants pour d’autre
(Leclercq, 1978 ; Anderson, 2001 ; Dekeirsschieter et al., 2009) ; la décomposition étant
fortement liée aux caractéristiques de 1’écosystéme cadavérique. La succession des insectes est
donc trés variable (Wells et Lamotte, 2001). Les insectes utilisent le micro-habitat créé par le
cadavre comme substrat pour se nourrir, un endroit pour pondre des ceufs (reproduction), abri
et méme un terrain de chasse. Selon leur caractéristique écologique on distingue quatre groupes
écologiques autour d’un cadavre : les especes nécrophages ; les especes nécrophiles ; Les
especes omnivores ; Les especes opportunistes (Leclercq, 1978 ; Smith, 1986 ; Wyss et
Cherix, 2006) ; la cinquiéme catégorie est parfois mentionnée comme étant des especes dites

accidentelles qui sont présentes sur 1’organisme par hasard (Arnaldos et al., 2005).

Une variété d'espéces d'insectes nécrophages se retrouve sur ou autour d'un cadavre
selon leur préférence pour un stade de décomposition donné, une certaine séquence
chronologique de colonisation est supposée donc avoir lieu (Byrd et Castner, 2010). Les quatre
ordres d'insectes sont : les dipteres, les coléopteres, les Iépidoptéres et les hyménoptéres
représentent approximativement 50% des especes animales décrites et les diptéres comprennent
actuellement plus de 10 % des espéces décrites (Pape et Thompson, 2010). Les insectes
nécrophages sont majoritairement représentés par certaines familles de mouches (Diptera) et de

coléoptéres (Coleoptera) (Souza et Linhares, 1997 ; Michaud et al., 2012). Les dipteres et les
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coléopteres représentent les principaux groupes impliqués dans les processus de décomposition
(Greenberg, 1991 ; Carvalho et Linhares, 2001).

Les dipteres sont les principaux décomposeurs a arriver sur la charogne, et les plus
courants étant les espéces de la famille des mouches a viande (Les Calliphoridae), de la famille
des Sarcophagidae (mouche a chair) et de la famille des Muscidae (mouche domestique). Ce
n'est que bien plus tard, lorsque le cadavre s’est en grande partie desséché que les espéces
d’autres groupes d’insectes notamment les Coléoptéres s'installent et poursuivent le processus,
il est courant de rencontrer des coléoptéres dans les derniéres étapes de la décomposition
(Kokdener, 2012).

I.1. Les dipteres

Les diptéres, ou « vraies mouches », sont I'un des ordres d'insectes les plus grands, et
les plus riches en espéces, les plus diversifiés sur le plan anatomique et les plus exploitants sur
le plan écologique (Yeates et al., 2007). Les dipteres ont colonisé avec succés tous les
continents, y compris 1’antarctique, et sont diversifiés non seulement dans la richesse des
especes, mais aussi dans leur structure, I’exploitation de 1’habitat, les habitudes de vie et les
interactions avec I’humanité (Skevington JH ; Dang PT, 2002) ; Environ 150 000 espéces de
diptéres ont été décrites (Groombridge, 1992 ; Thompson, 2005), cependant, le nombre total
réel de les especes de mouches existantes sont plusieurs fois ce nombre. Actuellement, l'ordre
est classé en environ 10 000 genres, 150 familles, 22 a 32 superfamilles, huit a 10 infra ordres

et deux sous-ordres (Yeates et Wiegmann, 1999).

Les dipteres sont des mouches a seule paire d’ailes ; les ailes méta thoraciques sont trés
réduites et transformées en une paire d’organes en forme d'haltére, nommés balanciers. La
monophylie des dipteres est bien établie sur la base de synapomorphies morphologiques, y
compris la modification des ailes postérieures en haltéres et les spécialisations des pieces
buccales adultes et des organes locomoteurs larvaires (Hennig, 1973). L’ordre des diptéres est
divisé en deux ou trois sous-ordres : Nématoceres et Brachyceres avec des brachycéres
subdivisés en Orthorrhapha et Cyclorrhapha (Bommarco et Vaissiére, 2012). Cette division
reposait principalement sur les caractéres des antennes adultes et de la calotte larvaire seule
(D.K. Yeates et al., 1999 ; D.K. Yeates et al., 2005 ; D.M. Wood et al., 1989).
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1.2. Cycle de développement des dipteres

Les diptéres sont des insectes holométaboles, ce qui signifie qu’ils ont un cycle de vie
meétamorphique complet ; ils ont 4 stades dans leur cycle de vie « adulte, ceuf, larve et pupe »
(Figure 1). Les larves de mouches (asticots) sont responsables de la consommation des organes
et des tissus du cadavre. Les larves de dipteres nécrotiques sont des animaux a sang chaud, ce
qui signifie que leur temps de développement dépend de la température de l'air extérieur. Ainsi,
plus la température est élevée, plus le temps de développement est court, donc plus la
température est élevée, plus le développement est rapide(Boulkenafet Fouzi, 2016). La femelle
pond ses ceufs, préférentiellement au niveau des orifices naturels du corps. Ces ceufs sont
pondus en paquets d'environ 200 et sont generalement agregés avec ceux d'autres femelles.
Cette agrégation des pontes est la résultante de signaux attractifs comme la présence d'ceufs, de
larves et/ou d'adultes. Les femelles vont chercher un site de ponte a la fois humide, évitant ainsi
la dessiccation des larves, et permettant pour leur progéniture un accés facile a la nourriture.
Apreés I'éclosion, Les asticotes passent par trois stades larvaires (L1, L2 et L3) entrecoupés par
deux mues, ensuit migrent et s’éloignent du corps pour effectuer leur métamorphose (puparium)
(Byrd et Castner, 2001). Puis, le stade pre-pupe, qui est un stade intermédiaire entre L3 et
pupe, et qui correspond, chez la plupart des espéces, a la phase d'éloignement du corps (Boulay,
2015). Lorsque la métamorphose est achevée, I'imago (insecte-parfait) s'extrait du puparium

pour s'envoler vers un nouveau cycle de vie, une fois ses ailes séchées (Gaudry et al., 2007).

Les diptéres de la plupart des charognards modifient également leur comportement,
provoguant la nymphose du cadavre. Ensuite, ils recherchent un endroit abrité sous terre ou
sous un objet pour se protéger des prédateurs. Les insectes se nymphosent par le processus de
durcissement de leur cuticule, qui rétrécit et durcit pour produire une pupe ouverte pour

s’extraire de cette enveloppe (Aubernon et al., 2014).
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Figure 1 : Cycle de développement d’un diptére (AUBERNON et al., 2012).
I1. Les larves des dipteres

11.1. Comportement des larves de Diptéres

Sur un organisme, une matiere organique ou un liquide biologique en décomposition, il
est fréquent d’observer des larves de diptéres pouvant compter plusieurs centaines a plusieurs
milliers d’individus. Les larves vont rester en contact physique (agrégat) et s'alimenter au méme
endroit sur le cadavre (Rivers et al.,2011). Du fait de ce comportement grégaire trés prononce,
un dégagement de chaleur métabolique pouvant atteindre plusieurs dizaines de degrés est
généré. Plus la masse de larves est importante, plus le dégagement de chaleur est élevé
(Charabidze et al., 2011). Cette accélération de température est favorable a la croissance des
larves puisqu’elle permet d’abaisser sa durée et de ce fait, le temps passé sur le cadavre, limitant

ainsi les risques de prédation.

Outre le dégagement de chaleur mettent en avant plusieurs bienfaits liés a I’agrégation ;
le premier est une coopération pour la digestion. En effet, les larves ont une digestion dite
extracorporelle, elles élaborent une salive riche en antibiotiques et en enzymes protéolytiques
qui permettent de dissoudre les tissus (Sandeman et al., 1990 ; Padilha et al., 2009). Plus il y

a de larves, plus la quantité d'élaboration salivaires est considérable, aboutissant ainsi a une
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dissolution facilitée des tissus et donc une meilleure assimilation (Rivers et al., 2011). Un autre
bienfait fréquemment cité est I’affaiblissement du risque de prédation. Il est enfin probable que

I’agrégation allége les pertes d’eau des individus et les protége contre la lyophilisation.
11.2. Conditions de développement des larves de Diptéres

Les larves évoluent en trois stades. De couleur blanche a blanc créme, les larves passent
par ces différents stades tout en s’alimentant de matiere organique en décomposition. La durée
des stades larvaires baisse quand la température s'accroit. Les asticots comportent des capteurs
sensoriels qui leur permettent de connaitre leur environnement (odeur, température, humidité,
composants chimiques et lumiere) et de se déplacer vers les sites les plus avantageux a leur
survie. Les larves de stade 1 préferent les endroits humides et tendent a étre lucifuges. De leur
coteé les larves de stade 3, fuient vers un lieu plus sec et plus lumineux. Les asticots peuvent

survivre plusieurs jours a 2°C.

En hiver, les asticots sont capables de se déplacer vers des zones plus chaudes pour
poursuivre leur développement. Les jeunes larves traquent des températures élevées (30 a
37°C), alors qu'une larve plus agée préférera des températures trés basses afin d’accomplir son
optimum de pupaison. La température maximale fatale de I’asticot n’est pas précisément

connue mais avoisine 46°C et differe en fonction du stade de développement (Lubac, 2006).
11.3. Elevage des Larves de mouches (Diptéres) dans le monde

Actuellement, uniquement quelques espéces d’insectes (grillons, vers de farine, super
vers et mouches soldats noires) seraient exploité pour 1’¢levage de masse en raison de la
maitrise actuelle de leur cycle de vie, des taux de conversion accélérés requis
(aliments/protéines), de la valeur nutritionnelle ciblée, de leur résistance au stress, de leur taux
de croissance, et de leur capacité a se nourrir sur des substrats alimentaires différents (Kok,
2012 ; Cabrera et al., 2015). Parmi ces especes, les mouches nécrophages sont
incontestablement trés désirables pour répondre aux besoins en protéines et limiter le gaspillage

alimentaire (Van Huis et al., 2014).

L'option d'application d'asticots pour le nettoyage de plaies désire slrement d'autres
conditions de production (Thomas et al., 1996 ; Sherman et al., 2000). Il s'agit en effet
d'élevages en laboratoire dans des conditions de stérilité absolue pour les mouches produites,

et donc pour les larves qui en naitront, puisque celles-la seront placées sur les plaies ou elles
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s'alimentent des chairs vives en cours de décomposition. Il est donc exclu que ces larves
d'élevage puissent inclure des germes infectieux résultant des milieux nutritifs utilisés pour les

élevages.
11.3.1. Utilisation des larves dans le domaine d'élevage des animaux

Parmi les difficultés fondamentales auxquelles est opposée la progression de
I’aviculture villageoise est ’alimentation déséquilibrée des oiseaux, en 1’occurrence celle des
canards de barbarie, des pintades locales et des poules pondeuses ou de chaires. L une des
ressources est les asticots qui peuvent étre produites par substrats variés disponibles en
abondance (Mensah et al., 2007). En effet, les asticots peuvent étre élevés pour alimenter des
animaux d’¢levage ayant besoin de protéines animales dans leur nutrition. C’est le cas des
monogastriques, tels que les poules, pintades, les canards, voire les porcs et les poissons, cette
action permet d’optimiser a trés basse cott les production d’animaux soumis a une nutrition
déséquilibrée, comme c’est souvent le cas en élevage villageois (Hardouin et al., 2000 ;
Hardouin et Mahoux, 2003). Une fois les asticots produits, ils peuvent étre utilisés sous
différentes formes. Certains auteurs suggérent de les administrer directement, c'est-a-dire a
I’état frais, aux volailles et/ou aux poissons (Hardouin et al., 2000), d’autres préconisent que
les asticots sont séchés, réduits en poudre avant d’étre employés dans la nutrition des
monogastriques (Bouafou et al., 2011). Mensah et al., (2007) et Ndadi (2010), conseillent
plutét une application de la farine d'asticots séchés dans la formulation des rations

nutritionnelles pour volailles.

11.3.2. Utilisation des larves dans I’alimentation humaine

D’apres Hardouin et al., (2000), les larves sont successible d'étre appliqués dans
I’alimentation humaine. Sonaiya et Swan (2004) ont rapporté également que les asticots
constituent des fortunes de protéines qui peuvent étre appliquées comme supplément d’une

nutrition faible en protéines ou de qualité médiocre comme le manioc et les patates douces.
11.3.3. Utilisation des larves dans le recyclage des déchets

Les larves de mouches ont une grande puissance d’adaptation a tous les milieux de
production, de ce fait leur capacité a recycler les déchets solutionne d'ailleurs de nombreux
soucis environnementaux liés particuliérement aux fumiers et a d’autres déchets organiques

comme l'abaissement du volume de fumier, le taux d’humidité et les odeurs nauséabondes et

8
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donnerait des ratios nutritionnelles riche pour les animaux (Newton et al., 2005). Le recyclage
de déchets de porcheries par I'élevage de mouches a quelquefois été étudié (Popov, 1998), sans

atteindre un grand succes.
11.3.4. Utilisation des larves dans la thérapie (Larvothérapie)

Gréace a leur pouvoir antimicrobien les larves sont utilisées en thérapie appelé de nos
jours lucilia thérapie, asticothérapie, larvothérapie ou « maggot therapy » en anglais. C’est une
technique thérapeutique basée sur l'application des larves de la mouche Lucilia sericata a des
fins thérapeutiques. Les asticots peuvent étre employés pour le nettoyage de plaies si ceux-ci
ont été développés dans des conditions convenables de stérilité absolue (Thomas et al., 1996 ;
Sherman et al., 2000).

11.3.5. Utilisation des larves pour dater la mort

La détermination de I’intervalle post-mortem (IPM) présente le point de départ souvent
obligatoire a la reconnaissance de la victime et des conditions du décés. En conséquence,
l'estimation de I’'I[PM a été énormément étudiée dans le cadre de la médecine 1égale, mais
pareillement en entomologie médico-légale, I’anthropologie, la bactériologie, 1’écologie, etc.
Sont autant de techniques aidant chacune, dans leurs domaines d’application, a estimer la date

de la mort (Beauthier, 2007).

Parmi les méthodes indispensables pour la détermination de I’'IPM, la premieére méthode
basée sur le développement des larves de Diptéres concerne presque uniquement les larves de
Calliphoridae. Cette technique permet en principe une évaluation spécifiée, dés la ponte des
premiéres mouches jusqu’a I’émergence des mouches adultes de la premicre génération. Le
facteur basal est la température locale. Cette méthode permet, en se basant sur la connaissance
de la durée de développement des mouches, de calculer 'IPM minimum (WYyss et Cherix,
2006).

11.4.VValeur nutritionnelle des larves

Parmi les larves les plus appliquées en alimentation animales ; les larves de mouche
soldat noir (MSN), elles assurent une source alimentaire de grande valeur nutritive, trés riche
en protéines et en lipides. Toutefois, la teneur en lipides et en protéines est variable et résulte

du type de régime alimentaire. Elles peuvent apporter environ 35-75 % de protéines de qualité
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élevée, 35% de matiéres grasses et 227 kg de chitine, les larves de mouches soldats noires sont
une ressource importante d’acides gras principales, dont les acides linoléiques et alpha-
linoléniques soit 42 % (Finke, 2013 ; Bukkens, 1997 ; Bukkens et Paoletti, 2005). Elles
assurent une haute contribution calorique (De Foliart, 1992 ; Buckens, 1997 ; Buckens et
Paoletti, 2005 ; Finke, 2013 ; Gaukhar, 2011).

La composition en cendre est comparativement grande. Elles sont pareillement riches
en calcium et phosphore (Arango Gutiérrez et al., 2004 ; St-Hilaire et al., 2007; Yu et al.,
2009).

Les larves de MSN comportent des acides aminés variés, dont la plus appréciable
proportion est la lysine avec 6 a 8%. La richesse nutritionnelle fait d’Hermetia illucens (MSN)
un insecte prometteur pour I’alimentation animale (Barragan-Fonseca et al., 2018b ; Gold et
al., 2018), bien que les larves ne possedent pas tous les nutriments indispensables a la croissance
des animaux d’¢élevage. Conséquemment, elles doivent €tre complétées par d’autres sources

telles que la farine de poisson.
11.5. Activité biologique et action des larves sur les bactéries

Bien qu’il y ait nécessairement des bactéries défavorables (pathogénes) dans
I'environnement dans lequel les larves croient, il existe des indices expressifs proposant que
I’existence de bactéries dans ou sur le cadavre semble collaborer au développement larvaire et
a la pupaison, ce qui pourrait étre di a une modification dans la nutrition des larves. En effet,
les bactéries sont considérées elles-mémes comme source de nourriture ou rendant les
nutriments plus assimilables aux larves. Les asticots composent et sécretent ou excrétent
régulierement des molécules antimicrobiennes qui sont actives sur certaines bactéries
(Thompson et al., 2013).

De multiples especes bactériennes deviennent de plus en plus résistantes aux
antibiotiques, obligeant une recherche constante d’autres substances antimicrobiennes. Dans la
littérature, diverses élaborations suggérent I’impact désinfectant des larves basé sur certains
mécanismes, tels que I’excrétion de substances antibactériennes par les larves. Ce concept avait
déja été exposé au monde dés 1935 par Simmons, puis par Thomas (Merabia et Merzougui,
2016). Ces substances paraissent plus bactériostatiques que bactéricides, mais l'incertitude du
degré d’inhibition serait peut-étre liée aux plusieurs méthodes d’assemblages des sécrétions

larvaires. Néanmoins, les sources de I’activité antibactérienne de ces derniéres sont mal connues
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; certaines auraient une action antibactérienne, d’autres rendraient le milieu moins propice a la
prolifération microbienne par un accroissement du pH. Les bactéries absorbées ne persistent
pas dans I'appareil et voies digestives des larves (Mumcuoglu et al., 2001).

I11- Elevage de la volaille

La volaille constitue une source de protéines animales appréciable et économique,
notamment pour les pays en voie de développement, ce qui a justifié son développement tres
rapide sur I’ensemble du globe depuis une trentaine d’années (Sanofi, 1999). Pour I’essentiel
de la production, la consommation mondiale de viande des volailles, en particulier celle des
poulets, est plus élevée que celle des autres viandes au cours des dernieres décennies (Belova
AV et al., 2013, Pandurevic T et al., 2014). En Algérie, ’aviculture reste la spéculation la
plus intensive, qu’elle soit pour la viande ou pour I’ccuf de consommation. Totalement
"artificialisée «depuis les années 80, elle est pratiquée de maniere industrielle dans toutes les
régions du pays avec cependant une plus grande concentration autour des grandes villes du
Nord » (MADRA., 2003a).

IV. les souches bactériennes et les champignons testés

Dans [I’étude des activités antibactériennes et antifongiques, les souches bactériennes

pathogenes et les champignons phytopathogenes ciblées sont :
IV.1. Les souches bacteriennes

IV.1.1.Salmonella AB(l) 27N

Les salmonelloses sont des maladies contagieuses, transmissibles a I’homme, due a la

multiplication dans I’organisme des oiseaux d’un germe du genre salmonella (Didier, 2001).

Salmonella est un genre de la famille des enterobacteriaceae qui sont des batonnets gram
négatifs, oxydase négative, catalase positifs, non sporulés; ce sont aussi des anaérobies
facultatifs ; presque toutes les espéce de salmonella sont mobiles via la flagelle péritriche avec
’agent pathogene de la volailles salmonella enterica ser-Gallinarum étant une exception notable
(P. D. Lopes et al., 2016 ; F. W. Schofield, 1945), et qui se développe bien sur vert brillant et
gélose Mac-Conkey, et isolement de 1’agent est souvent amélioré en incubant des échantillons

dans un milieu d’enrichissement sélectif avant la culture (Quinn et al., 1994b). La température
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de croissance optimale des salmonelles est de 37°C cependant la croissance a éte enregistrée
entre 2 et 4°C et jusqu’a 54°C (C. C. Adley et al., 2016).

Salmonella a été une cause majeure d'intoxication alimentaire dans certains pays au
cours des 100 dernieres années (Lee et al., 2015). Elle affecte a la fois les humains et les
animaux et est la principale cause de gastro-entérite humaine (Almeida et al., 2017); en raison
de sa nature inhérente, de sa forte prévalence et surtout de la difficulté d'appliquer des mesures
de gestion et de précaution, la salmonellose est caractérisée comme une maladie zoonotique de
grande importance dans certains contextes (Shinohara et al.,2008). Les sérotypes de
salmonella sont responsables de maladies humaines allant de la gastro-entérite aux infections

systématiques (Blaser, et al., 1982).

Les maladies liées a la salmonella enterica peuvent étre divisées en trois groupes : la
fievre typhoide, causee par S. typhi, fievre entérique causée par S. paratyphi A, B et C ; et
I’entérocolite ou les salmonelloses, causée par les autres sérotypes (Shinohara et al., 2008).Les
fievres typhoide et paratyphoide sont les principales causes de morbidité et de mortalité dans le
monde, avec environ 21,7 millions de cas et 217 000 déces chaque année (World Health
Organization, 2014 ; Crump et al., 2004). Les symptdmes sont caractérisés par des douleurs
abdominales, des maux de téte, de la fievre et de la diarrhée qui peuvent apparaitre dans la
semaine suivant I’incubation (Eng et al., 2015). Une fois confirmé, le traitement consiste
souvent en des antibiotiques (World Health Organization, 2003). Des rechutes peuvent

survenir chez 5 a 10 % des patients (Parry, Hien, 1533).

Les intoxications alimentaires sont a l'origine de la plupart des infections a Salmonella,
mais les animaux infectés, en particulier les contacts directs et indirects avec les reptiles et le
bétail, les volailles (poussins, poulets, canards, dindes) sont fréiqguemment Associées a la maladie,

en particulier chez les jeunes enfants (Giannella, 1996).

La salmonellose humaine associée au contact avec des volailles a été rapportée depuis
1955 (Anderson et al., 1955), est un probléme de santé publique émergent (Barton Behravesh
et al., 2014). En Thailande, des rapports ont montreé la relation entre Salmonella spp. dans les
aliments d'origine animale et des problemes de santé publique (Rasrinual et al., 1988 ; Boriraj
et al., 1997 ; Boonmar et al., 1998a). Salmonella spp se trouvent couramment dans les ceufs
de poule (Saitanu et al., 1994) et les viandes de poulet (Sasipreeyajan et al., 1996) et de porc

(Boonmar et al., 1997) au marché.
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Les volailles sont souvent associées a 3 maladies : la pullorose, la typhoide aviaire et

les infections paratyphoides.

La pullorose est une maladie mondiale causée par un organisme salmonelle non mobile,
a savoir salmonella pullorum, et la typhoide est une maladie causé par salmonella gallinarum,
une bactérie gram négatif non mobile qui est antigéniquement trés similaires a salmonella
pullorum. La maladie pullorique est la plus mortelle chez les jeunes oiseaux de trois semaines
ou moins avec effet minimes sur les adultes, tandis que la mortalité observée dans la typhoide
affecte les jeunes oiseaux et persiste jusqu’a 1’age adulte (Pomeroy et Nagaraja, 1991). Les
oiseaux nés d’ceufs infectés peuvent mourir peu de temps aprés 1’éclosion et sembleront
déprimés et faibles avec une matiére blanche et crayeuse adhérent a I’évent (Hinshaw et al.,
1926). Diminution de la production chez les poules pondeuses et de la fertilité chez les
reproducteurs en particulier dans le cas de la typhoide (Kahn et al.,2010). Les poulets adultes
dans les troupeaux atteints de la pullorose et la typhoide sont généralement asymptomatiques
mais peuvent présenter une depression, des plumes ébouriffées, des crétes pales et rétrécies,

une (Pomeroy et Nagaraja, 1991).

Etant donné que les aliments d’origine animale sont une source majeure de salmonella
spp. Il a été suggéré que 'utilisation d’antimicrobiennes dans la production d’animaux destinés
a l’alimentation pourrait contribuer a la présence d’une résistance antimicrobienne chez les

salmonella spp qui infect les humains (Cruchaga et al., 2001; lovine et Blaser, 2004).
IV.1.1.2. Escherichia coli

E. coli est un agent pathogene primaire ou secondaire, gram négatif, batonnet et de taille
moyenne (2 a 3 um de long), répondu dans la nature et habitant le tractus intestinale chez la
volaille (Gross, 1994). E. coli est une bactérie qui occupe une place particuliere dans le monde
de la microbiologie car elle peut provoquer des infections graves chez I'nhnomme et I'animal, mais
c'est aussi une partie importante de la microflore native de divers hétes. Les souches d'E. coli
sont un composant normal de la microflore intestinale animale et humaine, et donc servir
d'indicateur de contamination fécale dans les aliments (Geornaras et al., 2001); Possibilité de
transmission d’E. coli virulentes et/ou résistants entre I'animal et I'homme par de nombreuses
voies comme le contact direct, le contact avec les déjections animales, ou la chaine alimentaire.

Alors que la plupart des cas de colibacillose humaine sont bénins ou spontanément résolutifs,
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les éclosions de la souche O157:H7 d'E. coli ont récemment attiré I'attention du public car il

s'agit d'un agent pathogene d'origine alimentaire potentiellement mortel (Tauxe, 2002).

Les infections a Escherichia coli 0157:H7 surviennent dans tous les groupes d'age et les
jeunes sont le plus souvent touchés. Dans I'étude, le taux d'incidence annuel spécifique a I'age
était le plus élevé chez les enfants de moins de 5 ans (Ostroff SM et al., 1989). Cependant,
certains sous-ensembles de cette espece bactérienne ont acquis des génes qui permettent de
savoir si elles provoquent des maladies intestinales ou extra-intestinales (Kaper et al., 2004);1ls
représentent également un important réservoir de génes de résistance pouvant conduire a des
échecs thérapeutiques en méedecine humaine et vétérinaire. L'infection par E. coli 0157:H7 se
présente avec une large spectre de manifestations cliniques, y compris des crampes abdominales
séveres avec peu ou pas de fievre et une diarrhée aqueuse qui évolue souvent vers une diarrhée
sanglante (Griffin PM et al., 1988). Atteinte extra-intestinale, y compris cardiaque et

manifestations neurologiques, a été rapporté (Hamano S et al., 1993).

La Colibacillose aviaire, qui survient le plus souvent chez les poulets, les dindes, les
canards peut étre localisée ou systematique et est causée par des souches virulentes
opportunistes, dont la plupart sont des E. coli extra intestinaux (Johnson et Russo, 2002). Bien
que la plupart des souches affectant la volaille soient spécifiques a I’espece, les volailles sont
expérimentalement sensibles a E.coli entérohémorragique humaine O157 :H7 et peuvent
excréter pendant des mois (Schoeni et DOYLE, 1994). Les matiéres fécales et la poussiere
dans les poulaillers sont une source importante d’E.coli pathogéne (Gross, 1994). Les oiseaux
sont indolents et anorexiques. Ils présentent des symptomes respiratoires (Boissieu, 2008). Les
jeunes oiseaux peu résistants a l'infection mourront de facon aigué de septicémie, mais les
poulets plus agés sont souvent résistants et survivent aux lésions septicémiques initiales
(Nakamura et al., 1985).

IV.1.1.3.Staphylococcus aureus

Les staphylocoques sont des bactéries aérobies-anérobies facultatives, immobiles, non
sporulées, positives a la catalase, négatives a I’oxydase et fermentant le glucose sans gaz. Ce
sont des bactéries mésophiles (croissance optimale a 37°C), neutrophiles (pH 7 optimal) et
halophiles (se développent a de fortes concentrations en NaCl). Ce dernier caractére étant mis
a profit en bactériologie alimentaire pour I’isoler grace a des milieux sélectifs (milieu de

Chapman) (Le Loir Y., et al., 2010). Les staphylocoques a coagulase négative, longtemps
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considérées comme des commensaux ou des contaminants relativement inoffensifs, sont
aujourd’hui reconnus comme étant a ’origine de plusieurs infections humaines ou leur réle

pathogéne est bien établi (Kloos and Bannerman, 1994).

Staphylococcus aureus est un pathogéne humain important qui provoque plusieurs
maladies chez ’homme, notamment des infections cutanées, le syndrome de la peau échaudée,
le syndrome du choc toxique, endocardite, arthrite septique et ostéomyélite. La bactérie est
également la premiere cause d'infections nosocomiales. La maladie induite par S. aureus est
souvent suppurée et associée a une destruction tissulaire étendue et a une nécrose. Il a été
démontré que S. aureus envahit le poussin normal ostéoblastes a la fois in vitro et in vivo
(Hudson et al., 1995 ; Reilly et al., 2000). S. aureus est fréquemment associé a des infections
suite a des interventions chirurgicales, en particulier chez ’homme, mais sont ¢galement des
implantés chez ’homme, mais sont également responsable de maladies chez les patients

immunocompétents intacts (Vandenesch et al., 1995)

Staphylococcus aureus est le plus souvent isolé des articulations, des gaines tendineuses
et des os de poulets et de dindes infectés ; dans la volaille, ils peuvent, comme chez d'autres
especes animales et chez I'nomme, appartenir a la microflore cutanée normale (Devriese, 1980).
S. aureus est un habitant normal de la peau et des voies respiratoires supérieures des poulets
malades et en bonne santé (Shiozawa et al., 1980).De plus, il peut étre impliqué dans des
problemes tels que l'ostéome litis, le pied bumble et l'arthrite, et il est le plus souvent isolé des
articulations, des gaines tendineuses et de I'os animaux affectés (Andreasen, 2003). Il n'est pas
rare d'isoler S. aureus du sac vitellin, du foie et de la peau des poulets de chair et des dindes
commerciales (Devriese, L. A et al., 1975 ; Nairn, M, 1973). Dans plusieurs cas, S. aureus a
été la cause de la dermatite staphylococcique, similaire a la dermatite gangreneuse clostridienne

observée chez les volailles (Cervantes, al., 1988 ; Froyman, 1982).

IV.1.1.4. Klebsiella sp

Les especes du genre Klebsiella sont généralement identifiées et distinguées selon des
réactions biochimiques. Le genre est défini comme une bactérie gram-négatif, immobile,
généralement encapsulée en forme de batonnet de la famille des Enterobacteriaceae qui produit
de la lysine décarboxylase mais pas de l'ornithine décarboxylase, généralement Voges-positive
Proskauer (Edwards, et al., 1986).
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Klebsiella est omniprésent dans la nature. Elle peut partager deux habitats. L'un est
I'environnement trouvé dans les eaux de surface, les eaux usées, le sol et les plantes(Bagley, et
al., 1978 ; Brown, C et al., 1973 ; Edberg, et al., 1986 ; Matsen, et al., 1974 ; Seidler, R. J
et al., 1975) et l'autre est la surface muqueuse des mammiféres tels que les humains et les
chevaux des cochons qui les colonisent. Klebsiella est connue de la plupart des cliniciens
comme la cause de la pneumonie bactérienne communautaire. Elle survient surtout dans
I'alcoolisme chronique (Carpenter, J. L, 1990) et présente des anomalies radiographiques
caracteéristiques dues a des infections purulentes séveres avec une mortalité élevée (Felson, B
et al., 1949 ). Si laissé non traiter ; C'est également une cause importante d'infections
communautaires graves telles que la pneumonie nécrosante, l'abces purulent du foie et

I'endophtalmie endogene (Podschun et Ullmann 1998).

1VV.1.1.5. Bacillus subtilis

Bacillus ce sont des bactéries aérobies ou aéro-anaérobie facultatives formant des
endospores, deux espéces formant des endospores, Bacillus anthracis et Bacillus Subtilis, le
genre a atteint 146 espéces dans la cinquieme édition du Bergey's Manual (Bergey et al., 1939).
Bacillus subtilis est largement accepté comme modele des bactéries a gram positif (Sonenshein
et al., 2002).Bacillus subtilis, le représentant le plus commun du genre, s'est avéré avoir de
larges propriétés suppressives pour plus de 23 types d'agents pathogénes des plantes in vitro en
raison de sa capacité a produire une grande abondance dantibiotiques avec une variété
étonnante de structures et d'activités ( Stein, 2005). Le genre Bacillus dont Bacillus subtilis est
I’espéce type est un organisme est un modele établi pour la recherche sur les bactéries gram
positif recemment, son génome fut complétement séquencée et il représente le premier génome

publié d’une bactérie vivant dans le sol (Kunst et al., 1997).
IV.2. Les champignons testés
IV.2.1. Fusarium sp

Le genre fusarium a été introduit par (Link, 1809) fusarium sont des champignons

imparfaits « fungi imperfecti »ou deutéromycétes ou encore Adélomycétes.

Ce dernier traverse son troisiéme siecle comme 1'un des genres comprenant de
nombreux champignons qui peuvent causer directement des maladies chez les plantes, chez les

humains ou bien chez les animaux domestique (Boonpasart et al., 2002 ; Goldschmied et
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al.,1993 ; Krcmery et al., 1997 ; Martino et al., 1994 ; Rabodonirina et al., 1994 ; Rebell,
1981 ; Vismer et al., 2002). Le taux de mortalité chez les humains a cause des infections
systématique a fusarium est inférieur 70% (Krcmery et al., 1997) et les patients seropositifs
sont plus exposé a de telles infection (Eljaschewitsch et al.,1996 ;Guarro et al., 2000).Le
principal caractére distinctif des Fusarium est la présence de phialides, des cellules
conidiogenes qui donnent naissance aux micro- et macroconidies fusiformes et cloisonnées
(Burgess et al., 1994).

1V.2.2. Aspergillus sp

Aspergillus est considéré comme un champignon saprophytes environnemental. Ces
moisissures se développent sur le compostage de la matiére organique pourrie dans le sol, le
compostés les denrées alimentaire et les céréales (Gugnani, 2003).La distribution
géographique d'Aspergillus est trés large et la plus courante dans les régions tropicales et
subtropicales, ce qui la rend adaptée aux environnements chauds et secs (Castegnaro et Pfohl-
Leszkowicz, 2002). Certaines especes peuvent étre directement pathogenes pour I’homme et
les animaux en étant capables d’envahir les tissus vivants et provoquer des aspergilloses

(Morin, 1994).
1V.2.3. Botrytis sp

Le genre Botrytis comprend 22 especes dont la plupart ont un spectre d’hote restreint
comme Botrytis fabae sur les léegumineuses. Botrytis cinerea appartient au genre botrytis est un
champignon ubiquiste, trés polyphage et opportuniste qui colonise plus facilement les tissus
affaiblis (Blancard et al.,2003). L’observation microscopique de mycélium du champignon
lors de son développement, montre des houppes constituées pas de gros tubes se ramifiant au
sommet sous forme arborescent .lorsque le développement de la moisissure est assez
satisfaisant, on découvre aux extrémités des grappes tres considérables formees de conidies ;

de ces conidies se liberent des spores ovoides (Badji et Ait Abdelmalek,2017).

V. Risque d’antibiorésistance

La résistance aux antibiotiques est un terme relatif puisqu’il existe de nombreuses
définitions en fonction du critere sur lequel on se base (génétique, biochimique,
microbiologique ou clinique) (Muylaert A et al., 2012). Selon OMS, 2007, L'apparition rapide

de la résistance aux antibiotiques est un probleme majeur de santé publique. Une mauvaise
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hygiéne dans I’environnement humain ou animal comme 1’abattage, aux niveaux des hdpitaux
et la communauté augmente la diffusion des bactéries résistantes ; les bactéries et les génes de
résistance peuvent disséminer d’un hote a un autre (Levy, 1997). La cause de la résistance aux
antibiotiques est un sujet de grandes préoccupations et des facteurs tels que 1’utilisation
inappropriée des antibiotiques, les mutations génétiques bactériennes et le transfert horizontal
entre especes bactériennes étant l'un des facteurs les plus importants. Les bactéries a gram
négatif telles que Acinetobacter spp, E. coli, klebsiella spp font partie des microorganismes
extrémement résistantes aux antibiotiques existants (Carlet, J.et al., 2012). Les bactéries
peuvent également acquérir la résistance a un antibiotique ; cette résistance se fait par mutation
ou acquisition de genes portés par des éléments génétiques mobiles tels que les transposons,
intégrons, plasmide ou phage (Kempf et Zeitouni, 2012).

L'utilisation imprudente et systématique d'antibiotiques a des conséquences trés graves.
Cette mauvaise gestion crée une forte pression sélective sur les souches résistantes en détruisant
les bacteries les plus sensibles et en permettant aux bactéries les plus résistantes de survivre et
de se multiplier ; Ce type de bactéries infectent principalement les personnes extrémement
fragilisées (personnes agees, nourrissons, patients greffés ou en réanimation, et surtout en

milieu hospitalier.

Les animaux sont aussi des gros consommateurs d’antibiotique, ces antibiotiques
appartenant aux mémes classes que celles utilisées en medecine humaine, cette utilisation est
responsable de résistance qui peut étre croisée. L'application d'antibiotiques dans la production
de volaille entraine une résistance accrue aux antibiotiques non seulement des souches
bactériennes pathogénes mais également des bactéries commensales (Lukasova et
Sustackova, 2003).Staphylococcus aureus ST398 résistant a la méthicilline a été identifié chez
la volaille et d'autres animaux d'élevage, et la transmission de cette souche de l'animal a
I'homme a été observée(Pantosti, A, 2012) ; le transfert potentiel de bactérie résistantes de
produits de volaille a la population humaine peut se produire par la consommation ou la
manipulation de viande contaminée par les agents pathogéne (Van den Bogaard et
Stobberingh, 2000), Les résidus dans la production animale peuvent en fait avoir un impact
négatif sur la santé humaine ; c'est le cas des tétracyclines qui interférent avec le développement
des dents chez les jeunes enfants (Kummerer, 2009). L’oms, dés 2003, a officiellement incité
les ¢éleveurs a ne plus utiliser d’antibiotique comme facteurs de croissance et a en user

prudemment en thérapeutique.
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Par conséquent, la résistance aux antibiotiques est sans frontieres et peut se propager
n'importe ou.. D’ou la nécessité de se tourner vers d’autres sources de préférence naturelles pour
la recherche de nouveaux antibiotiques. Parmi les ces préférence en trouve les mouche de la
famille des calliphoridae, en raison de leurs habitudes alimentaires nécrophages et parce
qu’elles sont des décomposeurs naturels de la matiere organique tout au long de leur cycle
biologique,elle entre en contact avec plusieurs agents pathogenes.Ce contact est la principale
raison du développement d'un systéme immunitaires a haute résistances a de nombreux micro-
organismes conférant aux calliphoridae la capacité de produire et de sécréter de puissantes
substance antimicrobiens ,a fort potentiel pour le développement de la médecine naturelle
(Yakovleva et al., 2019).
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I1. Matériel et méthodes

La partie pratique du présent travail a été realisée au niveau du laboratoire de
microbiologie de 1'universit¢é Abderrahmane Mira Bejaia durant la période allant du

01.03.2022 au 30.06.2022.
I1.1. Préparation de la poudre des larves

Afin de réaliser le présent travail, une poudre a été préparée a partir de larves d’insectes

nécrophages en suivant les étapes suivantes :

11.1.1. Elevage et collecte des larves

Les larves ont été collectées sur trois cadavres, a savoir deux lapins, un poulet déplumé
et un chacal découvert mort (Figure 2). Les cadavres (lapins et poulet) ont été placés

immédiatement apres leur mort dans un endroit sécurisé.

Figure 2 : le stade frais

11.1.2. Récolte des larves, lavages, et congélation

Les larves au stade larvaire L3 ont été prélevées délicatement des carcasses a 1’aide
d’une cuillere. Les larves ont été aussitot rincées a I’eau 3 a 5 fois afin d’enlever les impuretés,

puis conservées dans des flacons en verre dans un congélateur (Figure 3).
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Figure 3 : photographies des larves collectées

(A) Récolte des larves; (B) lavage des larves; (C) conditionnement pour congélation
11.1.3.Préparation de la poudre

Afin de préparer la poudre, les larves ont été répartie sur deux lots et deux méthodes de

séchage ont étés suivies :
a. Séchage a Pair libre

Les larves qui ont été déja rincées ont été égouttées avec un papier absorbant
pendant 2h, puis déposées sur un tissu et recouvert d’un autre et laissées sécher. Apres
15 jours de séchage a Iaire libre, les larves ont été broyées par un broyeur électrique
jusqu’a D’obtention d’une poudre tres fine, qui sera par la suite conservée dans des
flacons hermetiques.

b. Lyophilisation

Pour le séchage réalisé par lyophilisation, les larves déja congelées ont été réparties dans

des boites de pétri puis enveloppées par du parafilm puis mises dans un lyophilisateur.

11.2. Préparation des extraits

11.2.1. a partir de la poudre séchée

L’extraction a été réalisée par macération, en utilisant trois concentrations de poudre de
larve (19, 3g, 6g) en utilisant trois solvants d’extraction (eau distillée, éthanol 50%, éthanol
absolu). La poudre mélangée avec 10 ml de chaque solvant a été mise sous agitation pendant

24h, puis les solutions filtrées.
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Les filtrats ont été mis dans une étuve a 40 C° afin de chasser les solvants, jusqu’a
I’obtention d’une masse constante. Les résidus secs ont été reconstitués avec un volume de
diméthylsulfoxyde (DMSO), calculé pour obtenir une concentration de 0,5g/10ml. Les extraits

reconstitués ont été bien homogénéisés et conservés a 1’abri de la lumiére a 4°C.
11.2.2. & partir de la poudre lyophilisée

Une partie de la poudre lyophilisée a été utilisée directement pour 1’extraction des
composés actifs. Pour I’autre partie, I’extraction est précédée par une étape de délipidation a
I’hexane, ou 02 g de poudre lyophilisée ont ét¢ mélangées a 20 ml d’hexane, aprés une
homogénéisation et une centrifugation les deux parties ont été séparés et transférées dans des

tubes différents. Le culot a été séché afin d’éliminer 1’hexane.

L’extraction a partir de cette matrice délipidée et de la poudre lyophilisée a été effectuée
par macération pendant 24h sous agitation en utilisant plusieurs solvants a savoir I’eau distillée,
I’éthanol 100%, 1’éthanol 70% et 1’éthanol 50%. La maceration est suivie par une filtration,
une évaporation puis une reconstitution par le DMSO pour obtenir des concentrations de 0,23
g/5 ml et de 0,277g/5ml pour la poudre lyophilisee-déelipidée et la poudre lyophilisée

respectivement.
11.2.3. par écrasement

Les larves congelées ont été écrasées par un broyeur, réparties dans tubes eppendorfs
puis centrifugées pendant 20 minutes. Le surnageant a été transféré dans de nouveau tubes pour
étre utilisés directement ou apres dilution pour tester les deux activités antibactérienne et
antifongique.

I1.4.Détermination du rendement de I’extraction

Le rendement des extraits a été determiné par la différence du poids des boftes vides et

apres séchage. La formule suivante est appliquée pour calculer le rendement :

[ R(%) = [(P1 - P0) /E] 100 J
PO : poids de la boite vide (Q).

P1 : poids de la bofte aprés évaporation du solvant (g).

E : poids de I’échantillon initial (g).
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IL.5. Etude de I’activité antibactérienne et antifongique

11.5.1. Activité antibactérienne

Afin de réaliser cette partie, cing souches bactériennes ont été mises a notre disposition
par le laboratoire LEM de I’universit¢é Abderrahmane Mira de Bejaia. Deux bactéries Gram +
(Staphylococcus aureus 220 et Bacillus subtilis) et trois souches Gram —(Salmonella AB(l)
27N, Escherichia coli 3445, Klebsiella 2806). Deux méthodes ont été utilisées pour réaliser

ces tests a savoir celle des disques et celle des puits.
11.5.1.1. Préparation des suspensions bactéeriennes

Les bactéries a tester sont ensemencées sur des boites de pétri contenant de la gélose
nutritive (GN) et incubées pendant 24h a 37 C°, afin d’obtenir une culture jeune. A partir de
ces boites a I’aide d’une pipette pasteure, 2 a 3 colonies bien isolées et parfaitement identiques
ont éte préleveées et introduites dans 5 ml de bouillon nutritif (BN), aprés 24h d’incubation a 37
C°. Des suspensions bactériennes de 108 UFC/ml (UFC : unité formant colonies) ont été

préparees.
11.5.1.2. Ensemencement et chargement des extraits

Les boites de pétri de 9 cm de diameétre contenant la gélose Muller-Hinton, ont été
ensemencé en stries serrées par ecouvillonnage a partir des suspensions bactériennes
standardisées (108 UFC/ml).

Deux dilutions de 20% et de 50% ont €té préparées pour chaque extrait, excepté pour les
extraits obtenus a partir des larves lyophilisées dilipidés ou uniquement des dilutions a 50% ont
été préparées. Concernant les larves écrasees, des dilutions de 20%,40%, 60% et 80% ont été

effectuées.

Des disques de papiers stériles de 6 mm, ont été déposés a la surface de la gélose
ensemenceée puis chargés avec 5ul de chaque extrait. Pour chaque boite de pétri ensemence, 03
disques et 2 témoins y ont été déposés ; un témoin positif (Meropenem de 10ug) et un témoin
négatif (Disque chargé de DMSO). Pour la méthode des puits, 10 ul de chaque extrait ont été

chargées dans les puits préalablement creusés dans la gélose.
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Les boites sont laissées 2h a 4 C° afin de permettre la pré-diffusion des extraits, puis
incubées a 37 C° pendant 24h.

L’activité antibactérienne a été déterminée en mesurant a I’aide d’une regle le diameétre

de la zone d’inhibition, des différents extraits autour des disques.

11.5.2. Activité antifongique

11.5.2.1. Préparation de la suspension sporale

Trois suspensions sporales ont été préparées pour Aspergillus sp, Fusarium sp, et
Botrytis sp, mis a notre disposition par I’équipe Biomasse et environnement du laboratoire
LMER de I'université de Bejaia. Un prélévement des spores a été effectué délicatement a partir
de cultures de 7jour a 28 C° sur extrait de malt puis mélangé a 9ml d’eau physiologique stérile.
Une mesure de la densité optique a été réalisée a 1’aide d’un spectrophotometre a 630 nm afin
de standardiser la suspension a 10 spore/ml ; une suspension est considérée standard a une

absorbance de 0,12.

I1.5.2.2. Test d’activité antifongique

La technique utilisée pour la détermination de I’activité antifongique des extraits des
larves est la méme que celle utilisée pour 1’évaluation de I’activité antibactérienne, il s’agit de
la méthode de diffusion sur agar, la gélose EM a été ensemencée par écouvillons avec les
différentes suspensions sporales. Des disques de papier stériles d’un diamétre de 6 mm ont été
déposés sur la gélose puis immédiatement par un volume de 5ul des différends. Les boftes ont

été incubées a 28°C pendant 7 jours.
11.5.3. Activité bactéricide ou bactériostatique

Dans le but de déterminer si les extraits des larves ont un effet bactériostatique ou
bactéricide, des prélévements ont été effectués dans les zones d’inhibition puis transférés dans
des tubes stériles contenant 4 ml de bouillon nutritif, puis incubés pendant 24h a 37°C.
L’apparition d’un trouble indiquera un effet bactériostatique tandis que 1’absence du trouble

indiquera un effet bactéricide.
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Résultat et discussions

. Taux d’extraction

Le rendement d’extraction dépend de plusieurs paramétres tels que ; le solvant, pH et la
composition de 1’échantillon (Quy Diem Do et al., 2014). L’analyse des résultats (figure 4),
montre que le rendement d’extraction le plus important est observé avec 1’éthanol 100% avec
un pourcentage de 40%, en comparaison a I’extraction avec I’éthanol 50% (35,5%) et a

I’extraction obtenu avec le solvant aqueux 100% (25%).

45%
40%
35%
30%
25%
20%
15%
10%

5%

0%

A 100% E 100% EA 100%

Figure 4 : Rendement d’extraction des extraits de larve séché a I’air libre.

L’extraction des composes de la poudre des larves est une étape cruciale pour la
valorisation de ces principes actifs, elle dépend de la méthode et du solvant approprié qui
préservent leurs propriétés biologiques. Dans cette étude, il ressort que la macération par

éthanol 100% est la meilleure technique d’extraction.

L’¢éthanol entre dans la composition de plusieurs préparations thérapeutiques (Brehon
et al., 2000). Son efficacité dans 1’étude de I’activité antibactérienne est confirmée (Drago et
al., 2000 ; Rhajaoui et al., 2001 ; Park et al.,2002).

Les résultats obtenues lors de I’extraction avec divers solvants a partir de larves

lyophilisés (figure 5) montrent que le rendement d’extraction le plus important est observé avec
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I’éthanol

100% et 1’éthanol 70% avec un pourcentage de 17,2% et 16,7% respectivement en

comparaison a I’extraction éthanol 50% (13,85%) et a I’extraction obtenu avec le solvant

aqueux 100% (3,25%).

15,00% 17,20% 16.70%
16,00°
14 0o 13 85%
12,00°
10,00
4,00 3,25%
2,00
E A E4T0% E4 505

Figure 5 : Rendement d’extraction des extraits de larves lyophilisées.

Concernant les larves lyophilisées délipidées a 1’hexane (Figure 6), L’analyse des

résultats montre que le rendement d’extraction le plus important est observé avec 1’éthanol

70%, avec un pourcentage de 16,8%, suivi du solvant aqueux (11,25%) puis de 1I’éthanol 50%

(11,4%).

Le plus faible taux (10,65%) est obtenu par éthanol pur.

18.00%
16.80%
16.00%

14.00%

12.00% y
’ 10.65% 11.25% 11.40%
LU 000

10.00%

8.00%
6.00%
4.00%
2.00%

0.00%

ED AD D 70% D 50%

Figure 6 : Rendement d’extraction des extraits de larves lyophilisées délipidées.
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I1. Activité antibactérienne et antifongique des extraits de larves

I11.1. Activité antibactérienne

Comme attendu, le DMSO (témoin négatif), n’a montré aucune zone d’inhibition, car
ce dernier n’est pas efficace comme agent antimicrobien (ElI Morsy et al., 2020). Alors que le
témoin positif (Meropenem) a généré une zone d’inhibition claire autour du disque

d’antibiotique (figure 7). Ces résultats s’appliquent a ’ensemble des souches tests.

Figure 7 : résultats du témoin positif et du témoin négatif.

Les résultats des activités antibactériennes des différents extraits a différentes
concentrations sur les souches testés reportés sur le tableau 1, montrent que les extraits obtenus
avec L’eau n’ont aucun effet sur ’ensemble des souches testées. Alors que Kruglikova.A. A
et Chernysh .S. 1, 2011, ont rapporté une activité antibactérienne des extraits aqueux des larves

sur des souches similaires.
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Tableau 1: résultats des activités antibactériennes.

Extrait
Souche testée Dilution
A 100% | E 100% EA 50%
pure - 7,15+0,21* | 7,5+0,70°
S.aureus 50% - 7,66+0,57% | 7,33+0,30°
20% - 7+0,02 -
pure - 7,1+0,14% | 8,33+0,572
Salmonella 50% - 7,2+0,28% | 8,23+0,25°
20% - 8,52+0,70° | 7,63+0,552
pure - - -
E.coli 50% - 7,5+0,70% | -
20% - 7,330,572 | -
pure - - -
klebsiella 50% - - -
20% - - -
pure - 7,25+0,35% | -
B. subtilis 50% - - -
20% - - -

(-) absence de zone d’inhibition

Les extraits éthanoliques (Ethanol 100%), ont montré de Ilégeres activités
antibactériennes contre S.aureus (Gram positif) et Salmonella (Gram négatif), quelle que soit
la dilution utilisée en utilisant la méthode des puits (figure 8). Aucune différence significative
n’a été enregistrée. Seuls les extraits dilués a 50% et 20% ont un effet sur E.coli (Gram négatif),
et uniquement la dilution a 50% a induit une légére zone d’inhibition sur B. subtilis (Gram

positif) (figure 8).

28



Résultat et discussions

Figure 8  Activité antibactérienne des extraits éthanoliques 100%.

L’extrait obtenu avec 1’éthanol 50%, n’a aucune activité sur les trois souches
bactériennes E.coli, klebsiella, et B. subtilis, quelle que soit la dilution utilisée. Par contre toutes
les dilutions de cet extrait ont présenté des activités contre Salmonella, contrairement a
S.aureus, qui a réagi uniquement a I’extrait pur et a celui dilu¢ a 50% (figure 9). Ces résultats
sont similaires a ceux obtenus par Steenvoorde, 2007 et Thomas, 1999, ces auteurs ont montré
que les larves étaient capables de détruire les bactéries a Gram positif comme Staphylococcus

aureus (Dallavecchia et al., 2020).

=

Figure 9 : Activités antibactérienne des extraits éthanoliques 50%.

Aucune activité antimicrobienne sur les bactéries testées n’a été obtenue avec les
extraits de larves broyées (écrasées) ou lyophilisées et ceux quelque soit la dilution appliquée.

Dans notre étude, des dilutions variées des extraits éthanoliques des larves de diptéres
ont montré une activité antimicrobienne pour E. coli,K. pneumoniae et S.aureus, Salmonella et
B. subtilis. Tandis qu’aucun autre extrait (extraits aqueux issue de la poudre séchée, ceux issues
de la poudre lyophilisée et ceux issues de la poudre écrasée) n'avaient montré une activité sur

toutes les souches avec les différentes dilutions.
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Des variations dans les résultats ont été rapportées par divers auteurs (Barnes et al.,
2010 ; Ratcliffe et al., 2011 ; Ratcliffe Et al., 2015), les raisons pourraient étre liées a des
facteurs abiotiques tels que l'alimentation, le stress causé par les conditions et la durée de
conservation (température et humidité), la méthode d'extraction , les différents diluants ou en

raison de la perte d'activité du ces extraits (Dallavecchia et al., 2020).

Ces effets antimicrobiens seraient imputables a des substances découvertes dans les
sécrétions larvaires et auraient une action antibactérienne. En effet en plus de l'abattage
bactérien dans le tube digestif, les larves produisent des molécules antimicrobiennes dans leur
excrétion (sécrétion) tel que : I’allantoine, I’acide phénylacétique et le phénylacétaldéhyde

(Sherman, 2009).

Durant les années 2000, des expériences similaires ont été realisées, il a été constaté que
la diminution du nombre de bactéries était liée au niveau de l'activité enzymatique, a savoir les
enzymes protéolytiques qui sont présentes dans le pré- estomac des larves et qui seraient, aussi

responsable d I’activité antibactérienne (Ibnourras, 2017).

Bonn (2000), et Thomas (1999) ont rapporté aussi in vivo, de I'ammoniac dans les
sécretions qui en augmentant le pH du milieu participerait a lI'effet antimicrobien. Aussi des
agents naturels antibactériens (antibiotiques-like) ont été notés dans d'autres publications

(Kennedy et Trich, 1997 ; Reames et al.,1998) (Mérabia et Merzougui , 2016).

L'effet des extraits larvaires contre différentes souches bactériennes peut résulter aussi
de la perturbation du biofilm des bactéries, comme indiqué par Valachova et al. (2014) qui ont
rapporté que les excrétions de l'asticot sont differemment efficaces contre les biofilms de S.

aureus et P. aeruginosa.

De nombreux rapports peuvent étre trouvés sur la mort d'une large gamme de microbes
par des excrétions larvaires comprenant des bactéries Gram-négatives comme Klebsiella
pneumoniae,Escherichia coli et Salmonella spp, pseudomonas aurijinosa et des bactéries

Gram-positives telles que Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis mais aussi Staphylococcus
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epidermidis, Listeria monocytogenes et isolats cliniques de Staphylococcus aureus résistant a

la méticilline (Sherman, 2009).

11.2. Activité antifongique des extraites de larve

Les résultats de 1’étude de I’activité antifongiques des extraits de larves obtenus apres
extraction des composes actifs par divers solvants (éthanol absolu, éthanol aqueux 50% et I’eau

sont reportés sur le tableau 2.

Tableau 2 : résultats des activités antifongiques.

: Extraits
Champignon | iy tion

S A 100% E 100% | EA 50% C+H

pur - - - -

Aspergillus | 50% - - - -
20% - - - -

pur - - - -

Fusariumsp | 50% - - - -

20% - - - -
pur 10,56+0,51* | - 13,43+0,37° | -
Botrytis 50% 11,43+0,37% | - - -
20% - - - -

(-) absence de zone d’inhibition

Les résultats ont montré que seuls les extraits aqueux (purs et dilués a 1/2) et ’extrait
éthanolique 50% pur ont une activité uniguement sur Botrytis (figure 10). La meilleure activité
a été obtenue avec I’extrait éthanolique (13,43+0,37 mm) avec une différence significative,
suivie par D’extrait aqueux dilué a 1/2 (11,43+£0,37mm), puis par P’extrait aqueux pur

(10,56+0,51).

Aucune activité antifongique sur les champignons testés n’a été obtenue avec les extraits

de larves écrasées ou lyophilisées et ceux quelque soit la dilution appliquée.

31



Résultat et discussions

Figure 10 : Activité antifongique de champignon Botrytis sp (extraits de larve sécher a I’aire
libre).
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Figure 11 : Activité antifongique des champignons Botrytis sp et fusarium sp (extraits de larve
lyophilisée délipidée).

Cependant, peu d’auteurs ont testé le pouvoir antifongique des larves des Calliphoridae.
Dans une étude réalisée in-vitro par Al Naimi et al., en 2013, les auteurs ont déemontré une
activité des larves de Calliphoridae vis-a-vis de Trichophyton terrestre et Saccharomyces
cerevisiae. lls ont également trouvé que les souches fongiques ingérées par les larves ont été
tuées dans leur tube digestif. Les trois champignons Saccharomyces cerevisiae, Candida
albicans et Aspergillus niger ont été tués par les larves de Calliphoridae (Mérabia, A et
Merzougui, Y, 2016). Une autre étude a été réalisée in vivo par Meérabia et Merzougui, en
2016. Les résultats obtenus des tests antifongiques ont été satisfaisants ; les trois champignons
Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans et Aspergillus niger ont été tués par les larves de

L. sericata appartenant a la famille des Calliphoridae.
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I1.3. Détermination de I’activité bactéricide ou bactériostatique

Une substance est dite bactéricide quand elle tue les micro-organismes ou les germes concernés
et dite bactériostatique quand elle inhibe la croissance de ces germes (Belaiche, 1979).

Nous avons testé cette activité seulement sur les extraits qui présentent une bonne activité
antibactérienne vis-a-vis des souches testées. La lecture est faite aprés 24h d’incubation. Les
résultats de 1’étude de D’activité bactéricide ou bactériostatique montrent que les extraits
éthanoliques des larves (50%, et D 50%) présentent un effet bactériostatique contre les souches
bactériennes testees.

Figure 12 : Effet bactéricide ou bactériostatique.

Néanmoins, dans une autre étude realisée par Mérabia et Merzougui, en 2016, un total
de six souches bactériennes a été utilisé pour tester ’action bactéricide des larves de diptere.
Leurs résultats ont montrés que ces derniéres sont capables de tuer Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Citrobacter freundii et Klebsiella

pneumoniae.
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Conclusion

Les insectes nécrophages présentent une partie indispensable de notre environnement,
ils jouent un réle écologique trés important en décomposant la matiére organique morte trouvée
sur le sol, les insectes nécrophages sont également trés diversifiées, dont I'ordre les plus

important est celui des diptere, comprenant la famille des Calliphoridae.

Les larves des calliphoridae sont caractérisées par leur taux de développement rapide,
leur complexité et leur richesse en composés; ce qui les confére des propriétés nutritionnelles,
antibactériennes, antifongiques, et une action désinfectante large. Grace a ces bienfaits les

asticots sont utilisés dans différents domaines médical, agricole...etc.

Avec le developpement de la résistance antimicrobienne et antifongique, le recours aux
techniques alternatives s’avere nécessaire. Le but du présent travail est de confirmer et étudier
l'activité antibactérienne et antifongique des larves de dipteres en particulier celles des
Calliphoridae, en vue d’encourager leurs utilisation dans la thérapie soit comme médicament
des plaies infectés ou bien comme un antibiotique naturel destiné a I’utilisation dans 1'élevage
des animaux, comme un médicament et aliment a la fois, afin de diminuer les risques des
I'antibiorésistance sur la santé des consommateurs, et pourquoi pas un medicament a

consommation directe pour I'étre humain .
A la lumiére de la présente étude, il convient de citer les conclusions suivantes :

Le meilleur rendement d’extraction des composés des larves séchées est obtenu avec
I’éthanol 100%, avec un pourcentage de 40%, et avec un pourcentage de 17,2 pour les larves
lyophilisées. Par contre le meilleur rendement d’extraction des composées des larves
lyophilisées délipidées est obtenu avec I'éthanol 70% avec un pourcentage de 16,8%. Cette
extraction dépend de quelques facteurs tels que : le solvant, pH et la composition de

I’échantillon.

L’extrait aqueux des larves ne possede aucun effet contre les souches bactériennes

testées.

Toutes les dilutions des extraits éthanoliques (Ethanol 100%), ont montré de légeres
activités antibactériennes contre S.aureus et Salmonella, Seuls les extraits dilués & 50% et 20%
ont un effet sur E. coli, et uniquement la dilution a 50% a induit une légere zone d’inhibition
sur B. subtilis.
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Toutes les dilutions des extraits éthanoliques (Ethanol 50%), n’ont aucune activité sur
les trois souches bactériennes E. coli, klebsiella,et B. subtilis. Elles présentent des activités
contre Salmonella seulement, contrairement a S.aureus, qui a réagi uniquement a 1’extrait pur

et a celui dilué a 50%.

Les résultats ont montré que seuls les extraits aqueux (purs et dilués a 1/2) et I’extrait

éthanolique 50% pur ont une activité uniquement sur Botrytis.

Les extraits de larves broyées (écrasées) et lyophilisées avec les différentes dilutions

n’ont aucune activité antimicrobienne sur les bactéries et champignons testés.

Les extraits éthanoliques (Ethanol 50%) des larves inhibent la croissance (effet

bactériostatique) des souches bactériennes et champignons testeés.

Par conséquent, 1’extrait larvaire de diptéres Calliphoridae peut étre considéré comme

ayant un potentiel en tant que antibiotique naturel simple et peu colteux a fabriquer.

Enfin, n’oublions pas que les larves, si précieuses, ne peuvent étre synthétisées
artificiellement par I'étre humain. Seules les mouches des dipteres, principaux décomposeurs
de la nature, sont capables de les produire. C’est pourquoi, il est impératif de préserver la survie
de ces insectes. Comment, sans notre aide, pourraient-ils en effet survivre face a la menace des

insecticides, des produits chimiques, de lutte contre eux et du changement climatique ?
Il serait pertinent de compléter la présente étude en :

-Caractérisant les substances actives secrétées par les larves d’insectes nécrophages en
particulier les calliphoridae, leurs nature moléculaire et les propriétés des composés

antimicrobiens de l'excrétion de ces larves

-Evaluant Pactivité antibactérienne sur une large gamme de bactéries pathogénes et
champignon phytopathogenes résistants afin de valoriser I'utilisation des substances naturelles

dans le traitement des différentes maladies ;
-Variant les solvants d’extraction pour atteindre plus de composant larvaire ;

-Sensibiliser le personnel soignant ainsi que les patients sur les avantages et les bienfaits

de cette thérapie;

-Encourageant les laboratoires nationaux a développer les larves pour faciliter les études

et les éventuelles applications thérapeutiques ;
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-Etudiant d’autres propriétés des larves des dipteres (effets antiviral, antioxydant, anti-
cancéreux, anti inflammatoire...), ainsi qu’en identifiant les composés impliqués dans ces
activités ;

-Etudiant I’interaction avec une plus large gamme d’antibiotiques ;

-Combinant les extraits des larves avec d’autres substances d’origines naturelles ;

-Explorant le teneur en huiles essentiel chez les larves de diptéres et développer les

modes d'extraction appropriés ;

-Vérifiant la présence des toxines dans les excrétions larvaires des dipteres pour une

application saine chez I’homme.
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Résumé

Résumé

Ce travail a été consacré a 1’élevage des larves suivies de plusieurs étapes sur terrain et au laboratoire ce qui nous
a permis d’obtenir trois types de poudre de larves, une poudre séchée, une poudre lyophilisée, et une poudre
écrasée. Des extraits de poudre larvaire ont été préparés par macération, en utilisant plusieurs solvants a savoir
I’eau distillée, 1’éthanol 100%, 1’éthanol 50%, 1'éthanol 70%. L’analyse de ces résultats montre que le meilleur
rendement d’extraction est 40% obtenu avec 1’éthanol 100%. D’aprés les résultats, un effet anti bactérien
intéressant est obtenu avec 1’éthanol 100% sur les bactéries S. aureus, Salmonella, un effet anti bactérienne est
obtenu avec 1’extrait éthanolique 50% vis-a-vis Salmonella et un effet plus ou moins important a été constaté sur
S. aureus qui a réagi uniquement a I’extrait pur et celui dilué a 50%. Les extraits de la poudre larvaire possédent
un effet bactériostatique vis-a-vis les souches bactériennes. En outre, les résultats d’étude de I’activité antifongique
sur les 3 champignons ont montré que seuls les extraits aqueux pur, diluée a 50%, et extrait éthanolique 50% pure

ont une activité uniquement sur Botrytis
Les mots clé : les diptéres nécrophages, les larves calliphoridae, I’activité antibactérienne et antifongique.
Summary

This work was devoted to the rearing of the larvae followed by several steps in the field and in the laboratory
which allowed us to obtain three types of larvae powder, a dried powder, a freeze-dried powder, and a crushed
powder. Larval powder extracts were prepared by maceration, using several solvents namely distilled water, 100%
ethanol, 50% ethanol, 70% ethanol. The analysis of these results shows that the best extraction yield is 40%
obtained with 100% ethanol. According to the results, an interesting antibacterial effect is obtained with 100%
ethanol on the bacteria S. aureus, Salmonella, an antibacterial effect is obtained with the 50% ethanolic extract
against Salmonella and an effect more or less important was noted on S. aureus which only reacted to the pure
extract and that diluted to 50%. The extracts of the larval powder have a bacteriostatic effect against bacterial
strains. In addition, the study results of the antifungal activity on the 3 mushrooms showed that only the pure

aqueous extracts, diluted at 50%, and 50% pure ethanolic extract have an activity only on Botrytis.
Key words: necrophagous diptera, calliphoridae larvae, antibacterial and antifungal activity.
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