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Résumé

La présente étude est une comparaison de I’effet antibactérien entre 03 variétés de miel et
de leurs propolis correspondantes, récoltés en Algérie (Batna, Tizi-Ouzou et Tébessa) vis-a-vis des
souches d’Escherichia coli et de Staphylococcus aureus, isolés de lait de mammites cliniques
bovines et de tester leur efficacité par rapport aux antibiotiques.

Ce travail a été realisé en utilisant la méthode de diffusion en milieu solide préconisé par
Eucast et CLSI et pour la détermination de la CMI, la technique d’inhibition en milieu liquide.

A la lumiére des résultats obtenus, 1’é¢tude de 1’antibiorésistance de ces germes isolés a
révélé des taux de résistance élevé par rapport a Staphylococcus aureus, avec un pourcentage de :
100 % a la Pénicilline ,80 % a la Tétracycline ,60 % a la Spiramycine et & la Pristinamycine.

De méme, E.coli a montré des résistances non négligeables, avec 40% : a I’ Ampicilline,
au Thrimethoprim-sulfamethoxazole, a la Tétracycline et a I’association Amoxicilline-Acide
clavulanique, et 20% , seulement, pour la Céphalotine. L’effet inhibiteur du miel et de la propolis
par rapport a ces antibiotiques s’est avéré tres proche (P>0,05).

Par ailleurs, les différentes comparaisons faites sur les 2 échantillons de la ruche vis-a-vis
de ces bactéries ont montré :

Que ’effet miel et celui de la propolis provenant de la méme ruche est non significatif sur
S.aureus, par contre cette signification est différente sur E.coli (P>0,05). Celle-ci a mis en valeur
que cette bactérie est plus sensible au miel. En paralléle, ’effet anti bactérien de la plupart des
échantillons, en fonction des régions, est sans signification sur les 2 germes (P>0,05).

Ainsi, Les différents extraits des propolis ont présenté des activités antibactériennes
semblables pour les 02 types d’isolats (P>0 ,05).

Par ailleurs, La CMI et la CMB varient en fonction de la variété de miel et de la souche

testée, mais le miel a 1’état pur reste le meilleur choix pour détruire complétement les souches.

Mots clés: Miel, mammites cliniques, propolis, Escherichia coli, Staphylococcus
aureus .



Abstract

The present study is a comparison of the antibacterial effect between 03 varieties of honey
and their corresponding propolis, harvested in Algeria (Batna, Tizi-Ouzou and Tébessa) with
respect to Escherichia coli and Staphylococcus aureus, isolated from milk of clinical mastitis and
testing their efficacy against antibiotics.

This work was carried out using the solid medium diffusion method recommended by
Eucast and CLSI and for the determination of the MIC, the inhibition technique in a liquid medium.

In the light of the results obtained, the study of the antimicrobial resistance of these isolated
organisms revealed high levels of resistance compared to Staphylococcus aureus, with a percentage
of: 100% with Penicillin, 80% with Tetracycline, 60% with Spiramycin and Pristinamycin.

Similarly, E. coli showed significant resistance, with 40%: Ampicillin, Thrimethoprim-
sulfamethoxazole, Tetracycline and Amoxicillin-clavulanic acid combination, and 20% only for
Cephalotin. The inhibitory effect of honey and propolis on these antibiotics was very close (P>
0.05).

In addition, the different comparisons made on the 2 samples of the hive with respect to
these bacteria showed:

The effect honey and that of propolis from the same hive is not significant on S.aureus,
however this meaning is different on E. coli (P> 0.05). It has highlighted that this bacterium is
more sensitive to honey. In parallel, the anti-bacterial effect of the samples, depending on the
regions, is meaningless on the 2 seeds (P> 0.05).

Thus, the different extracts of propolis showed similar antibacterial activities for the 02
types of isolates (P> 0.05).

In addition, the MIC and MBC vary depending on the variety of honey and strain tested, but

pure honey remains the best choice to completely destroy the strains.

Key words: Honey, clinical mastitis, propolis, Escherichia coli, Staphylococcus
aureus.
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Dutroduction

En Algérie, comme dans la plupart des pays, les mammites bovines constituent une
pathologie dominante dans les élevages bovins laitiers (Sanders et al., 2011). Elle est définie par
une inflammation de la glande mammaire. Elle est provoqueée , dans la plupart du temps , par une

infection bactérienne (Rémy, 2010 et Angoujard, 2015).

En fait, les mammites représentent la premiére cause d’utilisation et de consommation
d’antibiotiques dans les élevages (Berkama et al.,2006). Ceci a pu entrainer une problématique
relativement majeure par 1’apparition de bactéries résistantes ou multi résistantes aux antibiotiques
et la présence des résidus d'antibiotiques dans le lait qui peuvent causer des problémes a deux

niveaux :sanitaires et technologiques (Bagreé et al ., 2015).

Les producteurs laitiers sont de plus en plus conscients des conséquences de la présence de
ces résidus, ce qui a poussé les médecins vétérinaires et les producteurs a essayer d’autres
alternatives thérapeutiques. Parfois, ces derniéres ont données d’excellentes efficacités

antibactériennes par rapport aux antibiotiques.

De ce fait, le recours au développement de nouveaux agents thérapeutiques d’origine
naturelle ; présentant moins de danger pour la santé et palliant aux effets secondaires des

antibiotiques ;est devenu indispensable.

Parmi ses produits, on a la propolis et le miel qui sont caractérisés par leurs propriétés
inhibitrices et thérapeutiques intéressantes .celles-ci sont probablement liée aux mécanismes qui
sont impliqués dans les propriétés antibactériennes et qui agissent en synergie (Belhaj et al., 2016)

Par ailleurs, afin de minimiser 1’utilisation abusive et anarchique des ATB en pathologie

mammaire, nous sommes intéressés a réaliser cette étude, tout en visant les objectifs suivants :

v de déterminer la sensibilité aux antibiotiques des souches d’E .coli et de S.aureus
isolées a partir du lait de mammites cliniques bovines ;
v' de faire une étude comparative de I’effet antibactérien du miel et celui de la propolis

vis-a-vis de ces méme germes ;




v"de comparer I’activité antibactérienne ente le produit qui a présenté le plus d’effet

et les antibiotiques, et de déterminer leur CMI et leur CMB.

Enfin, ce travail est subdivisé en deux grandes parties : La partie bibliographigue qui englobe
: des généralités sur les mammites et 1’étude de I’agent étiologique. Nous aborderons ensuite la
pathogénie et nous montrerons successivement le traitement envisagé a ce propos et la synthése des
connaissances actuelles sur les propriétés génerales et spécifiques du miel et de la propolis et

notamment sur son pouvoir antibactérien.

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

quelques perspectives.
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Chapitre | Les mammites cliniques

I.1. Définition des mammites :

C’est une inflammation d'un ou de plusieurs quartiers de la mamelle de la vache (Annexe
01). Elle est généralement septique et provoquee dans la plupart du temps par une infection
bactérienne (Rémy, 2010 et Angoujard, 2015).

1.2. Classification des mammites bovines :
1.2.1. Mammites cliniques :

Les mammites cliniques sont définies par la présence de symptémes fonctionnels. Elles
entrainent systématiquement des modification macroscopiquement visible de la qualité du lait dans
son aspect, sa texture et dans la quantité produite (grumeaux, pus, caillots sanguins, etc.).

Les mammites cliniques peuvent étre associées a des signes locaux (douleur, chaleur,
cedéme, rougeur, etc.) et/ou généraux (hyperthermie, abattement, anorexie, etc.) (Rémy, 2010). Les
mammites sans signes généraux sont plutdt d'évolution subaigué, alors que les mammites avec

signes généraux sont plutét d'évolution aigué a suraigué (Jamali, 2017).

1.2.2. Mammites sub-cliniques :

Les mammites subcliniques sont asymptomatiques ; les animaux atteints ne présentent pas
de symptdmes fonctionnels (pas de modification du lait), de symptdmes locaux (pas de signes
externes d'inflammation), et de symptdmes généraux. Ces mammites se traduisent uniquement par
une réaction immunitaire (augmentation de la concentration en cellules somatiques du lait) (Rémy,
2010 et Bosquet et al., 2013).

1.3. Importance des mammites bovines :
1.3.1.Impact économique :

La mammite tient son importance du fait qu’elle représente la pathologie la plus fréquente et
la plus cotiteuse pour I’industrie laitiére a cause de la chute de la production laitiere, la réforme
précoce des vaches, les frais de traitement, les problemes causeées par la présence des résidus
d’antibiotiques dans le lait (Annexe 02). (Debreil , 2008) .

1.3.2. Impact sanitaire :
Le lait des mammites clinique n’est pas commercialisé, mais celui des infections

subcliniques peut entrer dans la production des fromages et autres produits laitiers ( Debreil , 2008).




Chapitre | Les mammites cliniques

La contamination de ceux—ci par certains germes ( Staphylococcus aureus , Listeria
monocytogenes et Salmonella ) peut étre responsable de toxi-infections alimentaires en 1’absence

de pasteurisation (Debreil , 2008 et Hamiroune et al .,2017 ) .

1.4. Agents étiologiques des mammites cliniques :
Les mammites sont dans la majorité des cas d’origine bactérienne .Cependant, quelques cas

d’origine virale et mycosique ont été décrits.

1.4.1.Bactéries :
La classification des germes responsable des mammites est souvent répartie en deux
groupes : les germes majeurs et les germes mineurs .Cette dichotomie repose sur la fréquence

d’isolement et I’impact économique de ces germes (Durel et al ., 2011) .

1.4.1.1.Bactéries majeures :

Les bactéries majeures regroupent des coques a Gram positif tels que les Streptocoques
(Streptococcus uberis, Streptococcus dysgalactiae ,Streptococcus agalactiae ,etc.) les
Staphylocoques (Saphylococcus aureus ) , encore quelques entérocoques (Enterococcus faecalis ) et
des bacilles a Gram négatif tels que les entérobactéries (E.coli et Klebsiella pneumonie ). Ces
germes majeurs peuvent étre a ’origine de pres de 70 % des mammites cliniques ou subcliniques

(Asnoune et al ., 2012).

a. Escherichia coli
*Définition :

Escherichia coli est un bacille a Gram négatif , de la famille des entérobacteries. Les
infections mammaires a entérobactéries (E. coli, Klebsiella spp, Enterobacter spp, Citrobacter spp,
etc.) ont la méme pathogénie. Il est impossible de les différencier cliniguement sans examens
complémentaires, c'est pourquoi le terme de « mammite a entérobactéries » est souvent employé a
cOté du terme de « mammite colibacillaire ».

E. coli est isolé plus fréquemment lors de mammite clinique que lors de mammite
subclinique (Benhamed et al ., 2014).Elle peut aboutir a une forte dégradation de I'état général de
I'animal et & une importante mortalité (Rémy, 2010).

*Source et contamination :

E. coli est une bactérie peu contagieuse. Son réservoir principal est la litiére des animaux
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contaminée par les bouses (Benhamed et al ., 2014).

Elles contaminent la mamelle pendant le tarissement et entrainent des mammites cliniques
subaigués ou subcliniques, intervenant souvent dans les trois mois post-vélage (Rémy, 2010).

De méme, les souches « mammaires » d'E. coli persistent dans la mamelle et peuvent étre

transmises d’un quartier a un autre lors de la traite (Bradley et Green, 2000).

*Pouvoir pathogéne :

E. coli et certaines entérobactéries peuvent échapper a la réponse immunitaire grace a leur
capsule polyosidique située autour de la paroi bactérienne. Elles sont moins sensibles aux
immunoglobulines, aux neutrophiles et au complément (Sérieys et al , 2005).

E.coli posséde une forte capacité d’adhéssion qui facilite leur invasion dans les cellules
¢épithéliales mammaires .Aussi , elles dirigent leur internalisation dans une vacuole d’endocytose, ce
qui empéche I'action des lysosomes et leur multiplication (Passey et al., 2008).

Le pouvoir pathogene des entérobactéries est en partie associée au lipopolysaccharide
(LPS), élément de la paroi de la bactérie qui se libere a la mort de celle-ci. Le lipide A constituant
du LPS et également appelé endotoxine, est a I'origine de I'endotoxémie et du choc correspondant.

On parle ainsi de « mammite toxique » (Sérieys et al , 2005).

b. Staphylococcus aureus
*Définition :

Staphylococcus aureus est une coque a Gram +, hémolytique, aéro-anaérobie facultatif. Il forme
des colonies rondes, lisses, leur diameétre est égale a 4-6 mm , de couleur blanche, jaune ou orangée
sur gélose d'ou son nom de staphylocoque doré. C'est une bactérie résistante dans le milieu
extérieur.

Staphylococcus aureus est a 1’origine d’infections persistantes présentant surtout une forme
subclinique, mais pouvant parfois également s’exprimer par de courts épisodes cliniques.

Staphylococcus aureus est une bactérie contagieuse entre bovins. Généralement, seules
guelques souches sont présentes dans un élevage (mode mono-clonal). La plupart du temps, une a
deux souches seulement sont responsables de plus de 80 % des infections sévissant dans un élevage
donné (Boss et al ., 2016).
*Source et transmission :

Staphylococcus aureus est présent naturellement sur I'ensemble de la peau, des trayons et

des muqueuses des bovins. Des lesions de la peau favorisent sa multiplication.

——
(&)}
| —
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Son réservoir principal est la mamelle infectée des vaches laitiéres en production.

La contamination se fait lors de la traite par la machine a traire, les mains du trayeur ou son
matériel. (Asperger et Zangerl, 2011).

Aprés pénétration dans le canal du trayon, Staphylococcus aureus envahit les canaux
galactophores. 1l colonise les cellules épithéliales dés 24h apres la pénétration dans le canal du
trayon. Sa multiplication est plut6t lente dans I'épithélium, le pic étant atteint entre 2 et 11 jours
suivant lI'animal (Aydin et al ., 2011)., puis assez rapide dans le parenchyme mammaire. La
détection dans le parenchyme mammaire peut se faire des 4 jours post-inoculation (Boss et al .,
2016).

Par conséquent, Staphylococcus aureus est une bactérie contagieuse entre bovins. Elle a
plus rarement une origine environnementale. Celle-ci est suspectée lors de I’identification d’une

grande variété de souches (Boss et al ., 2016).

*Pouvoir pathogene :

Staphylococcus aureus possede de nombreux facteurs de virulence lui permettant une
meilleure adhésion aux épithéliums (adhésines), une invasion facilitée des cellules, etc. Lui confére
aussi une résistance aux attaques du systeme immunitaire avec, par exemple, la leucocidine qui
détruit la membrane des leucocytes ou avec la protéine A qui blogue la phagocytose (Bouchiat et
al., 2015). S. aureus a également la capacité de constituer des biofilms.

Staphylococcus aureus peut également pénétrer dans les macrophages, les polynucléaires
neutrophiles et les cellules épithéliales et s'y multiplier. Devenu intracellulaire, il n'est plus en
contact avec les éventuels antibiotiques extracellulaires circulant dans le sang (Bogoslowski et al ,
2018).

Certaines souches produisent des p-lactamases qui les rendent résistantes a certains membres

de la famille d’antibiotique des B-lactamines. (Morgenstern, 2016).

c. Staphylocoques a coagulase négative :

Les staphylocoques a coagulase négative (SCN) (Staphylococcus intermedius, S.
epidermidis, S. hyicus, S. xylosus, etc .) sont des coques Gram + dépourvus de coagulase qui est le
point de différenciation avec Staphylococcus aureus. Les staphylocoques a coagulase négative
génerent majoritairement des mammites subcliniques, le plus souvent chroniques, une mammite a
SCN entraine une perte de production laitiére de 8 a 10 %.

Les staphylocoques a coagulase négative ont longtemps été considérés comme des

pathogénes mineurs. Suite a la découverte de leur importance sanitaire et économique, ils sont
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devenus des pathogénes majeurs (Breser et al .,2018).

d.Streptococcus uberis :

C’est une coque Gram +, non hémolytique , contagieuse . C’est une bactérie ubiquitaire ; on
le trouve sur la peau , les trayons , le pelage et dans la cavité buccale , dans 1’environnement .Tout
comme E.coli, son origine est les féces (Durel et al ., 2011) .

Streptococcus uberis est responsable de mammites cliniques et de mammites subcliniques
(Durel etal ., 2011) .

1.4.1.2.Les bactéries mineures :
Les bactéries mineures responsables de mammites sont moins fréquemment rencontrées lors
de mammites cliniques tels que: les mycoplasme, Streptocoques (S. agalactiae ), les entérobactéries

autres qu’ E.coli (Klebsiella spp ,etc) , certains Pseudomonas (Asnoune et al ., 2012).

a.Les mycoplasmes :

Le germe majoritairement isolé est Mycoplasma bovis, le réservoir de ce germe est
représenté par les quartiers déja infectés. Sa transmission est tres facile d’une vache a I’autre.

Les mammites cliniques a mycoplasmes peuvent étre associées a d’autre pathologies

(maladie respiratoire ) (Maunsell et al ., 2011).

b.Arcanobacterium pyogenes :
Arcanobacterium pyogenes est a 1’origine des mammites dites « mammite d’été ». Ces
mammites touchent majoritairement les vaches taries . 1l est a I’origine des mammites trés severes.

Dans la majorité des cas , le quartier est définitivement perdu (Zastempowska et Lassa , 2012).

c.Listeria monocytogenes et Salmonella spp :

Ces deux bacteries importantes, en terme de sécurité sanitaire des aliments, provoquent
rarement des mammites. Ces derniéres sont le plus souvent subcliniques .

Les autres bactéries responsables des mammites environnementales sont essentiellement
représentées par Streptococcus dysgalactiae, Enterococcus spp, Trueperella
pyogenes,  Klebsiella  spp, Enterobacter spp, Serratia spp et Pseudomonas
spp (Khanetal ., 2017) .

——
~
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1.4.2.Autres agents responsables des mammites :
a. Virus :

Le codt important du diagnostic au niveau de laboratoire, les nombreux signes cliniques lors
d’infection virale, le caractére subclinique des mammites virales , sont des facteurs qui affectent la
recherche du rdle des virus dans les mammites.

Le virus de I'herpes simplex (HSV) peut étre une cause rare d'infection mammaire et

provoque des lésions le plus souvent sur les zones orales et génitales (Quattrocchi et al ., 2017).

b. Levures, champignons et algues :

Les levures (Candida albicans, Cryptococcus neoformans), les champignons (Aspergillus
fumigatus) et les algues (Prototheca zopfii) responsables des mammites sont des agents pathogenes
mineurs. lls représentent moins de 2% des isolats (Bidaud et al., 2010). Ce sont des agents
naturellement présents dans I'environnement. Les sources de contamination sont souvent des litiéres
humides et/ou des moisies (Rémy, 2010 et Edmondson,2010).

Les levures et les champignons entrainent des mammites cliniques de sévérité moyenne avec
des quartiers durs, chauds, la présence de caillots de lait lors des premiers jets (Mendes et al .,2017)

Les algues (Prototheca zopfii) provoquent des mammites subcliniques ou cliniques aigués
avec une forte augmentation des taux cellulaires et une importante baisse de la production laitiere
(Shahid et al ., 2017).

1.5. Pathogénie des infections mammaires :
1.5.1. Pénétration des germes dans la mamelle :

Hormis le cas des mammites d’origine hématogéne (mammite brucellique ou tuberculeuse),
les germes pathogénes pénétrent dans la glande par la voie galactogéne (Figure 01).
1.5.2. Infection de la glande :

Les germes qui provoquent l’infection s’adhérent du sinus lactiféere. Ensuite, ils se
multiplient rapidement et envahissent le tissu mammaire. Cette prolifération s’accompagne de la

production d’enzymes et de toxines qui vont 1éser le tissu sécrétoire .
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Figure 01 : La penétration et le développement de la mammite dans une mamelle infectée (Viguier
et al., 2009)

1.5.3. Devenir de ’infection :

L’évolution peut se faire :

- vers la guérison spontanée, lorsque la réponse cellulaire est de bonne qualité ;

- vers D’extension de I’inflammation et de I’infection, lorsque le micro-organisme est trés
pathogéne. On observe alors des manifestations cliniques de mammite ;

- vers la persistance de I’infection dans la glande, on parle de mammite sub-clinique. Un équilibre
s’installe entre I’infection et la réponse inflammatoire de la glande. Lorsque 1’équilibre se rompt

I’expression clinique reprend (Angoujard,2015 ).

1.6. Traitement des mammites cliniques :
1.6.1. La fluidothérapie :

Lors de deshydratation et surtout de choc, la fluidothérapie est la base du traitement de
réanimation. L'état de choc est provoqué lors de mammites par la libération d'endotoxines par les
agents pathogénes comme les entérobactéries ou par des exotoxines produites par les
staphylocoques, les streptocoques, les clostridies et Trueperella pyogenes (Angoujard,2015 ).

Les mammites dues a des entérobactéries comme E. coli induisent une hypocalcémie. Une

complémentation calcique est a realiser par voie orale (Angoujard,2015).

——
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1.6.2. Anti-inflammatoire (Al ) :

Les agents anti-inflammatoires sont fréquemment utilisés chez les vaches atteintes de
mammites cliniques aigués sévéres. Ils permettent de contrdler 1’enflure, la douleur et la souffrance
de la vache infectée. Ils sont souvent utilisés en complément d’une antibiothérapie et pour des
raisons d’éthique. Il existe deux classes d’anti-inflammatoires soit les glucocorticoides (GC) (anti-
inflammatoires  stéroidiens AIS) et les anti-inflammatoires non-stéroidiens  (AINS)(
Angoujard,2015).

1.6.3. Traitement a base d’ Antibiotiques :
1.6.3.1.Voie d’administration :

Dans le cas des mammites cliniques accompagnées de signes genéraux, le traitement
antibiotique se fait par voie diathélique (intramammaire) avec un spectre large Gram ~ et Gram * et
générale pour lutter contre les infections secondaires a la bactériémie .

Les mammites cliniques avec signes généraux nécessitent un traitement de premiere
intention le plus efficace possible afin d'éviter I'évolution vers la septicémie et la mort de I'animal.

Alors que, les mammites cliniques non accompagnées de signes généraux , sont souvent des
infections récentes et de localisation parenchymateuse superficielle (Sinha et al.,2018).
recommandent l'utilisation de la voie diathélique en premiére intention. La voie générale est
justifiée seulement lors de congestion importante du quartier, qui restreint la bonne diffusion de
I'antibiotique intramammaire ou lors de mammite sub-clinique qui devient clinique (Angoujard ,
2015).

1.6.3.2. Traitement des mammites colibacillaires :

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

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

pathologie mammaire (Roca et al ., 2010).

10

——
| —



Chapitre | Les mammites cliniques

1.6.3.3. Traitement des mammites cliniques a Staphylococcus aureus :

La pénicilline, I'érythromycine et les céphalosporines sont des antibiotiques fréquemment
utilisés dans le traitement de la mammite a Staphylococcus aureus. L'érythromycine appartient au
groupe des macrolides qui agit dans la cellule bactérienne difféeremment de la pénicilline et présente

une bonne distribution dans la glande mammaire (Selvabai et al .,2017).

1.6.4.La résistance aux antibiotiques utilises dans le traitement des mammites :
1.6.4.1.Résistance d" E. coli :

La plupart des E.coli isolées de mammite bovine ( 98,73%) étaient résistants a la
sulfamonométhoxine et au sulfaméthoxazole et plusieurs étaient résistants a la gentamicine (6,33%)
,au ciprofloxacine (10,13%) et a tétracyclines (24.80%) (Zhang et al ., 2018).

E.coli aussi , résistant a I'ampicilline (Srinivasan et al., 2007) et I’oflaxacine ; cela est due a
I'utilisation extensive des B-lactamines et des quinolones dans la guérison et la prévention de cette

infection .

1.6.4.2.Résistance des Staphylocoques aux pénicillines :

Les isolats de Staphylococcus aureus a partir du lait de vache attient de mammite ont une
forte résistance a la pénicilline G(80,95 %), la prévalence élevée de cette résistance, est démontée
aussi dans les travaux en Malaisie (86% et 76.6%) (Jamali et al., 2014) et en Chine de (90.4% et
744%)(Wang et al., 2015) ; Cette résistance résulte de I’acquisition d’un gene de B lactamase et
une pénicillinase plasmidique suite & l'administration étendue de cet antibiotique dans les fermes

laitieres (Jamali et al., 2015).

1.6.5. Autres traitements :

Beaucoup d’autres traitements sont utilisés lors de mammites cliniques. Le massage du
quartier avec ou sans onguent, I’hydrothérapie, les injections de vitamines et les traitements
homeopathiques font partie de cette catégorie. Dans la plupart des cas, leur efficacité n’a pas été

démontrée par des études cliniques contrélées et aléatoires (Rémy, 2010).

11
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I1.1.Le miel :
11.1.1.Définition de miel :

Le miel est défini comme étant la denrée produite par les abeilles mellifiques a partir du
nectar des fleurs ou de certaines sécrétions provenant de parties vivantes de plantes. Cette denree

peut-étre fluide, épaisse ou cristallisée (Amir et al., 2010).

11.1.2.Les différents types de miel :
Il existe une variété de miels, correspondant aux fleurs et aux plantes visitées par les

abeilles ,ainsi qu’a la source récoltée (nectar ou miellat) (Amir et al., 2010).

11.1.2.1 Selon ’origine florale :
On peut citer :
11.1.2.1.1.Les miels monofloraux :
Les miels “monofloraux” sont élaborés a partir du nectar et/ou du miellat provenant d’une
seule espece végétale. Ce qui nécessite d’installer les ruches a proximité de la plante recherchée

(Bonté et Desmouliére, 2013).

11.1.2.1.2.Les miels polyfloraux :
Ces miels sont élaborés a partir du nectar et/ou du miellat provenant de plusieurs especes

végétales (Bonté et Desmouliére, 2013).

11.1.2.2.Selon I’origine sécrétoire :
11.1.2.2.1.Le miel de nectar :

Le nectar, exsudation sucrée plus ou moins visqueuse, contient environ 90 % des sucres. Il
contient également des acides organiques (acides fumarique, succinique, malique, oxalique, etc.),
des proteines, notamment des enzymes, des acides amineés libres (acides glutamique et aspartique,
méthionine, sérine, tyrosine, etc.), et des composes inorganiques (comme les phosphates).

Chaque espéce végétale fournit un nectar aux caractéristiques propres qui conferent au miel

sa saveur et son parfum (Sarah et Wissam , 2015).

11.1.2.2.2.L.e miel de miellat :
Il s’agit d’un liquide sucré produit par plusieurs especes d’insectes parasites vivant sur la
plante, tels que des pucerons. Lorsque les conditions climatiques deviennent défavorables, le miellat

peut représenter une source nutritive intéressante pour 1’abeille (Sarah et Wissam, 2015).

12
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11.1.3.Processus d’élaboration du miel :
Le miel est une substance naturelle sucrée dont 1I’¢laboration résulte d’un procédé complexe

qui comporte les étapes suivantes (Figure 02) .

11.1.3.1.Le butinage :

L’abeille butineuse plonge dans la fleur afin de puiser son nectar et le conserve dans son
jabot ,ou ferments ou enzymes de son tube digestif entrent en action pour transformer le nectar en
miel, le saccharose du nectar, sous I’action de I’invertase, se transforme en glucose, fructose,
maltose et autres sucres. Cette étape fournit aux abeilles les élément indispensable & leurs survie
(Tourneret, 2015).

11.1.3.2.La trophallaxie et enrichissement :

Les modifications physicochimiques se poursuivent dés 1’arrivée dans la ruche ou la
butineuse transfére sa récolte a des abeilles ouvrieres d’intérieur qui, par régurgitations successives
d’une abeille a une autre compléteront et termineront la transformation commencée, avant d’aller

dégorger ce liquide dans les alvéoles de cire disponibles (Bonté et Desmouliere,2013).

11.1.3.3.L’évaporation :

La solution va alors subir une nouvelle concentration par évaporation qui s’effectue sous la
double influence de la chaleur régnant dans la ruche et de la ventilation assurée par les abeilles
“ventileuses” qui créent, par un mouvement rapide de leurs ailes, un puissant courant d’air

ascendant dans la ruche (Tourneret, 2015) .

11.1.3.4.La conservation :
Une fois I’alvéole remplie de miel, elle est obturée par un opercule de cire qui permet de le

conserver dans de bonnes conditions (Tourneret, 2015).

'
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Le butinage
|

Figure 02 : Le processus de fabrication naturel du miel (Anicet et Anne-Virginie , 2013).

11.1.4. Composition chimique du miel :
11.1.4.1.Les glucides :

Le miel est principalement composé des sucres (monosaccharides), plus précisément d’un
mélange de glucose (31%) et de fructose (38%) . IIs proviennent en grande partie de I’hydrolyse du
saccharose (présent dans le nectar ou le miellat) ( Boussaid, A et al., 2014).

11.1.4.2.Les acides organiques :

C’est I’acide gluconique, dérivé du glucose, qui prédomine dans le miel (Da Silva, 2016).

11.1.4.3.Les acides aminés et les protéines :
Les acides aminés et les proteines sont présents en faible quantité dans le miel (0,26 %)
(Werner et Laccourreye, 2011).

11.1.4.4.Les lipides :
La proportion des lipides est infime, sous forme des glycérides et des acides gras (acide
palmitique, oléique et linoléique ) (Werner et Laccourreye, 2011).

11.1.4.5.Les sels minéraux :

Les matiéres minérales ne sont présentes qu’a un taux d’environ 0,1 % , leurs teneur dépend
des plantes visitées par les abeilles ainsi que du type de sol sur lequel les végétaux poussent
(Annexe 03) (Bonté et Desmouliére, 2013).

14
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11.1.4.6.Les enzymes :
Les enzymes proviennent soit des nectars, soit des sécrétions salivaires de 1’abeille qui est

responsable de I’hydrolyse des disaccharides (Werner et Laccourreye, 2011).

11.1.4.7.Les vitamines :

Le miel ne contient que tres peu des vitamines, essentiellement des vitamines du groupe B
provenant des grains de pollen en suspension, tels que la thiamine B1, la riboflavine B2 (Kim et
Brudzynski, 2018).

11.1.4.8.Les pigments :
Les caroténoides et les flavonoides sont principalement responsables de la coloration du

miel (Werner et Laccourreye, 2011).

11.1.5. Propriétés thérapeutique du miel :
11.1.5.1. Propriétés antibactériennes :
La puissante activité in vitro du miel est démontré vis-a-vis des bactéries résistantes aux

antibiotiques qui est due aux différents facteurs physiques et chimiques (Kwakman et al., 2010).

11.1.5.1.1.Les facteurs physiques :
a. L’osmolarité :

L’osmolarité est la conséquence de la forte teneur en sucre du miel qui présente un effet
bactéricide. 1l agit donc de maniére osmotique, en provoquant une forte déshydratation des germes

qui n’ont alors plus suffisamment d’eau pour survivre (Soltani et al ., 2015).

b. Le pH acide :
Le pH du miel est relativement acide, situé entre 3,5 et 6. Il permet de ralentir ou éviter la

croissance de certaines espéces de bactéries pathogenes ( Chakir et al ., 2016).

11.1.5.1.2. Les facteurs chimiques :
a. Le systéme peroxyde d’hydrogéne :
C’est la glucose-oxydase sécrétée par les glandes de 1’abeille lors de la transformation du

nectar en miel qui permet 1’oxydation de 1’eau et du glucose en eau oxygénée et d’acide gluconique.
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Glucose-oxydase

Glucose + eau + O, wmm—————(- Acide gluconique + H,O,
S

L’acide gluconique formé accroit I’acidit¢ du miel et le rend peu favorable au

développement des colonies bactériennes (Khan et al.,2017).

b.Les facteurs phytochimiques :
Parmi les facteurs phytochimiques se retrouve les huiles essentielles des nectars des fleurs

dont le pouvoir antibactérien est déja connu comme les flavonoide (Khan et al.,2017).

c. La Défensine-1 :

Est une protéine fabriquée par les glandes hypopharyngiennes et mandibulaires des abeilles
disponibles dans le miel et la gelée royale. Ce sont des petits peptides, de masse moléculaire variant
de 3,5 a 6 k Da, qui posseédent un large spectre d’activité antimicrobienne contre les bactéries gram

positif (Bonté et Desmouliere, 2013).

d.Le méthylglyoxal (MGO) :

Certains miels sont doués d’une activité¢ qualifiée le « non peroxydasique » , c’est-a-dire
qu’ils conservent un fort pouvoir antibactérien méme quand leur activité peroxydasique est
neutralisée par la catalase ou par chauffage ( miel de Manuka) .

Cette activité est attribuées a une molécule : le méthylglyoxal (MGO).Le MGO est
synthétisé lors du stockage du miel par conversion du dihydroxyacétone (Mavric et al .,2008).

11.1.5.2.Propriétés cicatrisantes :

La propriété cicatrisante de miel fait 1’objet de nombreuses €tudes cliniques a travers le
monde quel que soit leur origine: plaies post-opératoires, bralures, ulceres et escarres, du fait de sa
capacité a stimuler toutes les étapes de la cicatrisation (Chaudhary et al., 2015).

Le miel libére de maniére progressive et inoffensive du peroxyde d’hydrogéne (H20, ) et
permet d’accélérer la réparation tissulaire (Koenig et al .,2016).

En effet, le H,O, au contact des tissus et du sang, se décompose en eau et en oxygene qui
permet de nettoyer la plaie. De plus, I’eau oxygénée favorise 1’angiogenése, la prolifération des
fibroblastes et des cellules épithéliales qui participeront a la réparation tissulaire (Chaudhary et al.,
2015).
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Le fait de son hyper-osmolarité au niveau des plaies, le miel draine la lymphe et le plasma
des tissus sous-adjacent et périphériques, ce qui contribue @ maintenir un milieu humide (Koenig et
al .,2016).

Ce milieu humide est responsable de:

» L’élimination des agents pathogénes ;
> le débridement mécanique par les mouvements des fluides, ainsi un nettoyage de la plaie
(détorsion);
» larésorption de I’cedéme 1ésionnel.
La défensine-1 et la méthylglyoxal sont efficaces pour la détersion, la formation des tissus
de granulation et I’élimination des exsudats et permettent souvent une bonne cicatrisation

(Chaudhary et al., 2015).

11.2. La propolis :
11.2.1. Définition de la propolis :

La propolis, également appelée colle d'abeille, est une matrice complexe naturelle synthétisé
par les abeilles a partir des produits collectés dans les bourgeons des arbres, les sucs et les raisins
(Figures 03).

Le mot propolis est dérivé du grec, dans lequel « pro » signifie (devant) et « polis» signifié
(cité) veut dire « devant la cité » indiquant que ce produit naturel est utilisé dans la défense de la
ruche. En raison de sa nature cireuse et mécanique, la propolis est utilisée par les abeilles comme
ciment pour garder I'humidité et la température stable dans la ruche toute I'année, et sceller les

fissures ou les espaces ouverts (Zabaiou et al ., 2017) .

Figure 03 : La propolis brute (Donadieu, 2008)
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11.2.2. Origine de la propolis algérienne :

Selon la flore botanique disponible en Algérie, la propolis prend différents origines : Pin
(Pinus ssp) qui occupe les zones semi arides, le chéne (chéne lige et chéne zeen) qu’on trouve au
Nord-Est du pays, Chataigniers, Cypres (cupressus spp), casuarina et le peuplier (populu ssp)
(Annexe 04) (Moudir, 2004).

11.2.3. La récolte de la propolis :
La récolte de la propolis s’effectue d’abord par les abeilles et ensuite par I’homme
11.2.3.1. La récolte de la propolis par les abeilles :
La récolte de propolis est faite par un nombre relativement restreinte d'abeilles ouvriéres
butineuses, Cette opération assez lente qui peut durer d'une a plusieurs heures de la fagon suivante :
» al’aide de ses antennes, I’abeille repére un morceau de propolis, puis avec ses mandibules,
elle en détache un fragment en s’aidant parfois de ses pattes antérieures ;

» le morceau de propolis modelé par les mandibules est pris avec les pattes antérieures ;

A\

celui-ci est alors transféré aux pattes du milieu ;
» par un mouvement rapide la propolis est finalement déposée dans la corbeille des pattes

postérieures, ou elle est transportée jusqu’ a la ruche (Simone-Finstrom et Spivak, 2010).

11.2.3.1.1.Les conditions de la récolte :
La récolte de la propolis dépend de nombreux facteurs cités dans le tableau 01.

Tableau 01 : Les conditions de la récolte de la propolis (Ferhoum,2010).

Le critére Les conditions

L’4Age de I’abeille | I’age minimale est de dix-huit jours .

La saison en début de printemps, ou a la proche d’automne .

La temperature | température supérieure a 20°C .

les caucasiennes et certaines autres races d’Asie mineure (celle
La race d’Anatolie centrale en particulier) propolisent, en général d’avantage que

les autres.

Il a été constaté que les ruches situées dans les régions boisées

La géographie | propolisent plus que les ruches de plaines .

11.2.3.2. La récolte de la propolis par I’apiculteur :
La propolis peut étre récoltée selon des techniques diverses :

» raclage et grattage des cadres ou des parois de la ruche, de préférence a une température
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assez basse, la propolis, alors dure et friable, se détachant mieux ;
» par des grilles spécialement congues a cet effet. Ce procédé donne une propolis de
meilleure qualité, qui permet 1’élimination des déchets les plus grossiers. lls est ensuite

dissoute a froid dans 1’alcool éthylique a 70 % ce afin d’¢éliminer la cire (Angoujard,2015) .

11.2.4.Utilisation de la propolis :
11.2.4.1.Utilisation de la propolis par les abeilles :
Dans la ruche , la propolis est utilisée par les abeilles pour :
» Boucher les trous et éviter les courants d’air indésirables ;
» Pour lisser et imperméabiliser les parois intérieures afin d’éviter une humidité excessive ;
» Pour protéger I’entrée les intrus ( les parasites et les pathogénes ) (Finstrom et Spivak,
2010).
11.2.4.2.Utilisation de la propolis par I’homme :
La propolis est largement utilisée dans plusieurs domaines tels que :
11.2.4.2.1.L.a cosmétique :
De nos jours en cométique , elle est utilisée pour ses propriétés antiseptiques dans des
produits shampoings .Elle est également utilisée dans les déodorants , les savons , les crémes (
Sung, 2017).

11.2.4.2.2.L.e domaine agroalimentaire :
La propolis peut étre pour la prolongation de la vie d’entreposage en congélation des

poissons (Dos Reis et al.,2017) .

11.2.4.2.3.La médecine :

La propolis est utilisee dans divers traitements mentionnés dans le Tableau 02.
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Tableau 02 : Des exemples d’utilisation de propolis dans le domaine de médecine

(Soufy,2017).

La maladie

L’utilisation de la propolis

Appareil

respiratoire

Les angines banales
habituelles.

Il est utilisé sous forme de morceaux ou pates a macher
comme du chewing-gum ou encore sous forme de spray

a pulvériser dans la gorge .

laryngites / tracheites /

rhino pharyngites /

La propolis est utilisee sous forme de poudre fine prisée

directement dans chaque narine.

Les otites externs

elle est utilisée sous forme de poudre ou mieux de

gouttes de teinture a instiller.

P’affection bucco-

dentaire

L’abcés dentaire

mastiquer un morceau de propolis du coté opposé de
I’infection, deux a trois fois par jours .La propolis a des
vertus désinfectantes et cicatrisantes qu’on peut
exploiter dans le traitement des aphtes, soit en pate a
macher ou en bain de bouche.

Elle a un effet préventif sur les germes responsable des

caries dentaires .

Diabéte

La propolis a une action directe sur le pancréas

endocrine,l’effet attend est hypoglycémiant .

Le cancer

Les résultats obtenus jusqu’a présents montrent un effet

anticancéreux de la Propolis Algérienne.

11.2.5. Composition chimique de la propolis :

La propolis comprend différents composants avec des portions différentes présentés dans le tableau

suivants :

Tableau 03 : La composition chimique de la propolis (Zancanela et al, 2017).

Constituant Pourcentage
Résine végeétale 50 %
Cire 30 %
Huile aromatique 10 %
Pollen 5%
Autre substance organique 5%

20

—
| —




Chapitre 11 Miel et propolis

11.2.6.Composition physique de la propolis :
Les principales propriétés physiques sont rapportées dans le tableau suivant.(Tableau 04).
Tableau 04 : Les propriétés physiques de la propolis (Zancanela et al, 2017).

Le critére étudié Leur aspect
Dure et friable a 15 °C.

Molle de 25 a 45 °C.
Gluante de 60-70 °C en moyenne.

La consistance

jaune clair (coniferes) au brun tres foncé, presque noir en
La couleur passant par toute une gamme de brun extrémement riche et

étendue (rougeatre, verdatre, etc.) .

La saveur souvent acre et parfois amere

Odeur en général ardbme agréable et douceatre .

11.2.7.Propriétés thérapeutique :
11.2.7.1.L’activité antimicrobienne :

L’activité bactéricide de la propolis a été démontrée sur des bactéries Gram+( large spectre)
et Gram— parmi eux: Staphylocoque (Stapylococcus aureus et S .mutans), Streptocoque
(Streptococcus mutans et S. sanguinis), Bacilles (Bacillus ucereus et B.subtilis), Proteus

(P.vulgaris et P.mirabilis) et des Pseudomonas (Onlen et al ., 2007).

11.2.7.2. L activité antifongique

Elle a des effets antimycosiques, contre les germes appartenant au genre Candida et contre
les levures (mycose vaginales, buccales, digestives) (Khurshid et al ., 2017). Aspergillus et autres
champignons : Trichophyton rubrum ou encore Microsporum canis (Cardinault , 2012) et
ascomycetes qui sont sensible a I’action de 1’acide caféique, de la galantine et d’autre substances

contenues dans la propolis (Ozcan, 2004) .

11.2.7.3.L’activité antivirale
Des études ont montré que la propolis était efficace contre de nombreux virus : myxovirus,

poliovirus, coronavirus et le virus de la grippe (Siheri et al ., 2017).
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11.2.7.4. L activité antiparasitaire
Quelques études ont montré que la propolis était efficace contre les Trichomonas,
Trypanosoma (responsable de la maladie du sommeil) , leishmania et Giardia lamblia (parasitose

intestinale) (Abdel-Fattah et Nada , 2007).

11.2.8.Toxicité

La toxicité de la propolis est trés faible . cependant Il peut exister des cas d’allergies de
contact (dermatose et eczéma) avec un allergéne bien identifié : le 3,3-dimethylallyl caffeate
(Gardana et al ., 2007).

'
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1.1.0Objectifs :

La mammite clinique bovine est une pathologie qui cause des pertes économiques énormes
et un impact défavorable sur la santé humaine.

De ce fait, ’objectif de ce travail est de faire une comparaison entre ’effet antibactérien des
échantillons choisis vis-a-vis des souches isolées a partir de cette affection, puis les comparer avec
celui des antibiotiques et de déterminer leurs CMI et de leurs CMB .Tout cela est dans le cadre

d’identifier un nouveau moyen de lutte.

[.2.Cadre de I’étude :
Notre expérimentation a été faite aupres du laboratoire de microbiologie, du département de
biologie appliquée, de I’université de Cheikh Laarbi Tebessi, Tebessa pendant une durée allant du

1 février jusqu’a fin Avril.

I. 3. Matériels et méthodes :
1.3.1.Matériels :
1.3.1.1. Echantillons du miel et de la propolis :
Notre étude a été faite sur 3 variétés de miel avec leurs propolis correspondantes (Figure
04).Par ailleurs, les renseignements de chaque échantillon sont récapitulés dans le tableau suivant :

Tableau 05: Les renseignements sur les échantillons du miel.

N° . . Date de Le mode Couleur
Types du miel Région )
d’échantillon récolte d’extraction | (marron)
M1 Monoflorale Batna Avril 2017 Manuelle Clair
M2 Polyflorale Tizi-Ouzou | Mai 2016 Manuelle Foncé
M3 Polyflorale Tébessa Mai 2016 Manuelle Foncé

Figure 04: Les échantillons de miel et leurs propolis correspondantes.
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1.3.1.2. Les souches bactériennes:

Au total, 10 souches, isolées a partir de mammites cliniques, ont fait I’objet d’une évaluation
de leurs sensibilités, in vitro, aux antibiotiques et aux échantillons récoltés (Tableau 06). Elles ont
¢été fournies par le laboratoire de recherche de la gestion des ressources animales locales, de 1’école
nationale supérieure vétérinaire d’Alger (Figure 05).

Tableau 06 : Les souches bactériennes.

Nom de souches Nombre
Staphylococcus aureus 05
Escherichia coli 05
Escherichia coli (ATCC25922) 01

Figure 05 : Souches conservées sur gélose nutritive inclinée
1.3.1.3.Les antibiotiques :

Les antibiotiques testés sont sélectionnés parmi les molécules actives, actuellement sur les
entérobactéries (Escherichia coli) et les Staphylocoques (Staphylococcus aureus), et ceux qui sont
utilisés le plus couramment par les vétérinaires praticiens dans le traitement des mammites (Tableau
07 et 08).

Tableau 07: Liste des antibiotiques testés sur Staphylococcus aureus .

_ o Charge Diamétre critique
Famille Antibiotique | Code )
du disque | S> I R<
Macrolide Spiromycine *SP 100mcg 24 - 19

Tétracycline Tétracycline *TE 30mcg 22 20-21 19

Streprogramine | Pristinamycine | *RP 15mcg 21 19-20 18
B.Lactamine Amoxy-clav | AMC 30mcg 20 - 19

Pénicilline PEN 10mcg 28 - 29

Valeurs critiques tirées a partir : d’Eucast, 2015%, d’Eucast, 2012 * et CLSI, 2015.
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Tableau 08 : la liste des antibiotiques testés sur Escherichia coli.

Famille Antibiotique Code Charge Diametre critique

dudisque | S> I R<

Ampicilline *AMP 10 mcg 14 - 14

B.Lactamine Cephalothin *CEP 30 mcg 18 15-17 14
Amoxy-clav AMC 30 mcg 19 - 19

Quinolones Oflaxacine *OFX 5 mcg 22 20-21 19
Sulfamides | Thrimethoprim- | **SXT | 25 mcg 14 12-13 11

sulfamethoxazolel
Tétracycline Tétracycline TE 30 mcg 15 12-14 11

Valeurs critiques tirées a partir : d’Eucast, 2015*, d’Eucast 2017** et CLSI, 2015.

1.3.1.4. Matériel nécessaire :
» Verreries et appareillages : (Annexe 05).
» Milieux de culture : ( Annexe 06 ).
o Gélose:
» Gélose biliée au vert brillant et au rouge neutre (VRBL) .
» Gélose Muller Hinton (MH ) .
» Gélose nutritive (GN) .
» Gélose Chapman.
e Bouillon:

> Bouillon nutritif.

1.3.2. Méthodes :
1.3.2.1. Prélevements :
L’ entroposage du miel récolté est effectué¢ dans des flacons en verre stérile ,dans un endroit
a I’abri de la lumiére et a une température égale a 0-5 °C, afin de garder les composés fragiles tels
qu’ils sont.
En paralléle , la propolis obtenue est placée dans des sachets en plastique, a température

ambiante et a I’abri de la lumicre jusqu’au moment de 1’ analyse au laboratoire.

1.3.2.2.Recherche des Staphylococcus aureus et des coliformes thermo-tolérants dans les
échantillons du miel :

Cette partie a pour but de sélectionner les miels qui vont étre utiles pour notre
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expérimentation, en vérifiant, a ’avance, leurs activités antibactériennes Vis-a-vis des bactéries a
testés.

Par ailleurs, Le choix du milieu est selon la disponibilité du produit dans le laboratoire.

v" Protocole
- Couler les boites par le milieu de VRBL et celui de Chapman.
- Prélever a I’aide d’une anse de platine, un 6se de miel.
- Ensemencer les boites, préalablement coulées par les deux milieux, par des stries, en utilisant la
méthode de quadrants (Figure 06).
- Incuber les a température de 44 °C pour VRBL et de 37°C pour Chapman, pendant 24 h.

Figure 06: Ensemencement du miel sur milieu VRBL.

v' Lecture :
- Les coliformes apparaissent sous forme de petites colonies (Lac+) ,d’un diamétre de 0,5 mm,
d’une couleur rouge-violet, trés souvent entourées d’un halo rouge de précipitation biliaire.
- Par ailleurs, les staphylococcus aureus sur Chapman forment des colonies luxuriantes, pigmentees

en jaune et entourées d’une auréole jaune due a la fermentation du mannitol.

1.3.2.3. Antibiogramme :
v’ Principe de I'antibiogramme :

La technique consiste a déposer a la surface de la gélose, préalablement ensemencee avec
une suspension bactérienne, des disques de papier buvard imprégnés de différents antibiotiques.
Chague antibiotique diffuse au sein de la gélose a partir du disque et y détermine des concentrations
inversement proportionnelles a la distance du disque.

Apres 18 heures d'incubation a 37 C°, chaque disque est entouré ou non, d'une zone

d'inhibition de la croissance bactérienne. La multiplication des bactéries s'arréte la !ou existe dans la

(2]
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gélose, une concentration d'antibiotique égale a la CMI. On détermine une valeur critique inferieure
(diameétre minimum) et une valeur critique supérieure (diametre le plus élevé) permettant de classer
les souches, sensibles (au-dessus de la valeur critique supérieure), résistantes (en dessous de la

valeur critique inferieure) et intermédiaires (entre ces deux valeurs).

v" Protocole :
Les souches ont été testées par la méthode de diffusion en milieu solide selon la technique
préconisée par le CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2011) et Eucast, 2017.
Le milieu utilisé est la gélose Muller-Hinton fabriquée par I’institut pasteur d’ Algérie (IPA).
- Il doit étre coulé en boites de Pétri sur une épaisseur de 4 mm .

- Les géloses doivent étre séchées avant I’emploi.

Le test est réalisé comme suit :
a. Préparation de I’'inoculum :
- A partir d’une culture pure de 18 a 24 h sur milieu d’isolement non sélectif, racler a ’aide d’une
anse de platine quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques.
- Bien décharger I’anse dans 5 a 10 ml d’eau physiologique stérile a 0,9%.
- Bien homogénéiser la suspension bactérienne, son opacité doit étre équivalente a 0,5 Mac Farland
ou a une D.O. de 0,08 4 0,10 lue a 625 nm ( Figure 07).
Remarque : On a comparé la turbidité par rapport a 1’étalon de Mac Farland préparé au laboratoire.

Ceci est rapporté dans I’annexe 07.

Figure 07 : Préparation de I’inoculum.

b. Ensemencement :
- Tremper un écouvillon stérile dans 1’inoculum.
- L’essorer en le pressant fermement (et en le tournant) contre la paroi interne du tube, afin de

décharger au maximum.
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- Frotter 1’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, séche, de haut en bas, en stries serrées
(Figure 08).

- Répéter I’opération 2 fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois, sans oublier de faire pivoter
I’écouvillon sur lui-méme. Finir I’ensemencement en passant 1’écouvillon sur la périphérie de la
gélose.

- Dans le cas ou 1’on ensemence plusieurs boites de petri, il faut recharger 1’écouvillon a chaque

fois.

Figure 08 : Ensemencement sur gélose Muller Hinton.
c- Application des disques d’antibiotiques :
- Il est préférable de ne pas mettre plus de 6 disques d’antibiotiques sur une boite de 90 mm.
- Les disques d’antibiotiques choisis sont posés a la pince flambée. Deux précautions sont
importantes a respecter :
v' les disques doivent étre parfaitement appliqués a plat sans glissement en appuyant
légérement sur la surface de la gélose ;
v une distance minimale de 15 mm doit séparer un disque périphérique du bord de la boite et
deux disques doivent étre éloignés au minimum de 30 mm de sorte que les zones d'inhibition
ne se chevauchent pas.

(e

Figure 09 : Application des disques d’antibiotiques.
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d- Incubation :
Les boites sont incubées a 35°C pendant 18 heures, au plus tard 15 minutes apres avoir été

inoculées.

e- Lecture et interprétation :
- La lecture se fait en mesurant les diameétres d’inhibition exprimés en millimetre a 1’aide d’un pied
a coulisse.
- Les mesures seront prises en procédant par transparence a travers le fond de la boite de Petri
fermée.
- L’interprétation est effectuée conformément aux indications d’EUCAST et de CLSC.
- Les souches, pour lesquelles le diameétre de la zone d’inhibition est inférieur au seuil de résistance,
sont considérées comme «résistantes».
- Les souches , pour lesquelles le diamétre de la zone d’inhibition est supérieur au seuil de
sensibilité, sont considérées comme « sensibles» et les souches ,pour lesquelles le diamétre de la
zone d’inhibition est compris entre le seuil de résistance et le seuil de sensibilité, sont considérées

comme «intermédiaires».

f- Contrdle de qualité :
La souche de référence Escherichia coli ATCC 25922 a été utilisée dans les mémes

conditions de test et d’incubation pour tester 1’efficacité des antibiotiques.

1.3.2.4. Evaluation de P’activité antibactérienne du miel et de la propolis:
L’évaluation a été faite en appliquant la méthode de diffusion par disque sur gélose. De ce
fait, nous allons suivre les mémes étapes de 1’antibiogramme, sauf qu’ici on doit préparer les

échantillons ainsi que les disques.

a. Preéparation des échantillons :
al. Extraction de la propolis:
Elle est faite suivant le protocole préconisé par FAO, 2018.
v Précautions a prendre avant de démarrer I’extraction :
Afin de préparer la propolis brute pour 1’extraction, il faut tout d’abord, la purifier a I’aide d’une
spatule, en enlevant les gros débris, tels que les morceaux de bois ou les abeilles mortes.
Ensuite, pour augmenter au maximum la surface de contact de la propolis avec le solvant

utilisé, elle doit étre cassée en petits ou broyée en fine poudre.

(2]
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Si la propolis est trés collante pour étre broyée correctement, elle doit étre placée dans un
réfrigérateur ou un congélateur, pendant quelques heures. Une autre alternative serait d’étirer les
morceaux de propolis en fines feuilles ou en bandes minces, ce qui permettrait
d’augmenter la surface de contact entre la propolis et le solvant, et favoriser ainsi la
dissolution des composants actifs de la propolis.
e Extraction :

Il existe trois types d’extraction de la propolis selon le solvant utilisé :

v’ extraction éthanolique;

v’ extraction aqueuse ;

v' extraction huileuse.

v Préparation des mélanges :
% Extrait éthanolique de la propolis :
» On abesoin de 3g de propolis et 9 ml d’éthanol pur pour un extrait a 30 % de propolis.
» Mettez l'alcool et la propolis dans un récipient et fermez-le hermétiquement.
» La propolis doit étre laissée trempée dans 1’alcool pendant plus d’une semaine dans un
endroit sombre.

» Agitez la propolis une ou deux fois par jour .

% Extrait aqueux de la propolis :
> Les extraits aqueux peuvent étre obtenus par trempage de 3g de la propolis dans 9 ml

d’eau distillée stérile pendant plusieurs jours, ou en la faisant bouillir dans de 1’eau .

s Extrait huileux de la propolis :
» Tremper 3gde lapropolis dans 70 ml d’huile alimentaire (huile de coco , huile de

tournesol ,etc. )

v' Chauffage :
> Faire bouillir tous les mélanges préparés a 50°C pendant 10 minutes ( Figure 10).
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v" Filtration :

Aprés macération et stérilisation, le mélange est filtré par un papier filtre (Figure 11) .

L\N‘\seBath 5

m“ Feumn mil

Figure 10: Stérilisation des mélanges prépares.

Figure 11: Filtration du mélange (propolis+ huile) .

- Le filtrat doit étre un liquide clair, exempt de particules.

- Il est conservé dans des tubes a essai propres, fermés hermétiquement, a 1’abri de la lumiere.

- Enfin, apres filtration, on a pu avoir la liste des extraits de la propolis comme rapporté dans

le tableau 08 et illustré par la figure 12.

Tableau 09 : Liste des extraits des propolis préparées.

Extrait

Enchantions

Extrait ethanolique

Extrait aqueux

Extrait huileux

Propolis1(P1) EEP1 EAP1 EHP1
Propolis1(P2) EEP2 EAP2 EHP2
Propolis1(P3) EEP3 EAP3 EHP3
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Figure 12: Les différents extraits des propolis.

a2.Préparation des disques :
Habituellement, les disques des antibiotiques sont présentés sous forme des disques de 6
mm de diamétre. Donc, les disques du miel et de la propolis doivent présenter ces mémes
conditions.
- Couper papier Wattman en disques de 6 mm .
- Stériliser les disques par autoclavage pendant 20 min a 120 °C dans une boite de pétri en verre

contenant 10 ml d’eau distillée (figure 13) .

Figure 13 : Préparation des disques.

v Application des disques :

A l'aide d'une micropipette , on dépose 10 a 15 microlitre du miel sur chaque disque (On
peut faire aussi la méthode d’imprégnation.

Les disques du papier Wattman sont déposés a l'aide d'une pince stérile sur la gélose,

préalablement ensemencé, pour déterminer l'activité antimicrobienne du miel (Figure 14).
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Figure 14 : Application des disques a base du miel et de la propolis.

1.3.2.5. Détermination de la CMI et de la CMB :

e Concentration minimale inhibitrice (CMI) :

a.Principe de la CMI :

La méthode de dilution est effectuée en milieu liquide. Elle consiste a mettre un inoculum
bactérien au contact de concentrations décroissantes de miel. L’inoculum bactérien est distribué
dans une série de tubes (méthode de macrodilution) contenant le miel. Aprés incubation, la CMI est
indiquée par le tube qui contient la plus faible concentration de miel ou aucune croissance n'est
visible (Djaafri et al, 2014).

b. Protocole :

v' Méthode de dilution en milieu liquide :
- la suspension bactérienne préparée doit étre ajustée a 0,5 MC Farland.
-10 tubes a essais stériles sont placés dans un portoir numérotés de 1 a 8, sauf le premier et le
dernier tube.
- le premier tube : témoin - (tube M ou miel) et le dernier tube : témoin + (tube bouillon nutritif).
- 1 ml de Bouillon nutritif stérile est ajouté dans chaque tube, sauf le tube 1 (M).
- 1 ml de miel non dilué est ajouté dans le tube 1 et le tube M a l'aide d'une micropipette stérile.
- Une série de double dilution a été formée par le transfert de 1 ml de miel non dilué a I'aide d'une
nouvelle micropipette stérile vers le tube 2 a partir de tube 1, apres homogénéisation par un vortex.
- Apres une bonne homogénéisation, 1 ml est transféré par une autre micropipette stérile de tube 2
au tube 3 et ainsi de suite jusqu'au 8°™ tube.
- Par la suite, on prend 1 ml a partir de tube 8 et on le jette.
- 1 ml de la suspension bactérienne, préparée préalablement, est ajoutée dans les tubes, sauf le tube
M.
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- Les tubes sont incubés pendant 24 h a 37 °C.

- Aprés incubation, l'inspection de la présence (+) ou I’absence (-) de la croissance se fait a l'oeil
nue (turbidité).

Ces etapes sont répétées pour chaque échantillon du miel (Ahmed et al., 2014).

e Concentration minimale bactéricide (CMB) :
La détermination de la CMB est de trouver la concentration minimale pour laquelle le miel

détruit totalement la bactérie testée (effet bactéricide).

a. Protocole :
- Ensemencer les boites, préalablement couler par la gélose nutritive, par les tubes qui n’ont pas
présente des troubles, pendant 1’étape précédente (Figure 15).
-Incuber les boites & 37°C , pendant 24 heures.
-Enfin, la dilution pour laquelle la boite reste stérile (culture négative) est considérée comme la
CMB du miel étudié (Ahmed et al., 2014).

Figure 15 : Ensemencement de la GN par les tubes déclarés négatifs.
1.3.2.6. Analyse statistique :

Les données obtenues de I'expérimentation ont été soumises a une étude statistique, qui est
consisté en une analyse de la variance suivie par le test de Newman et Keuls ,dont le but est de
classer les différents echantillons ainsi que les antibiotiques en groupes homogénes pour permettre
une explication des phénomenes mis en jeu. Ces analyses ont été effectuées avec le logiciel
STATISTICA 10.

34

—
| —



Chapitre 11 Reésultats

I1. Résultats :

I.1. Recherche de Staphylococcus aureus et des coliformes thermo-tolérants dans les
échantillons du miel :

Les données relatives a la recherche des bactéries dans le miel sont mentionnées dans le
tableau suivant :

Tableau 09: Résultat de la recherche des coliformes thermo-tolérants et de Staphylococcus aureus.

Miel Résultat de la recherche
M1 Absence de culture
M2 Absence de culture
M3 Absence de culture

La recherche des bactéries citées ci-dessus a montré 1’absence de ces derniéres dans les
trois échantillons du miel.

11.2. Résultats de test de sensibilité aux antibiotiques et aux échantillons utilisés :
11.2.1.Effet sur Staphylococcus aureus :
a .Sensibilité aux antibiotiques :
Les résultats relatifs au profil de sensibilité des souches de Staphylococcus aux antibiotiques
testés sont rapportés dans le tableau 10 et illustré par la figure 16 .
Tableau 10: Pourcentage de sensibilité des souches de Staphylococcus isolées des

mammites cliniques vis-a-vis de 5 antibiotiques.

Antibiotique Vzill-eur Sensible Résistant Intermédiaire
critique

Nombre | % | Nombre | % | Nombre | %

Spiramycine 19-24 2 40 3 60 0 00

Tétracycline 20-21 1 20 4 80 0 00

Pristinamycine 19-20 2 40 3 60 0 00
Amoxicilline + 10

Acide 19-20 5 0 00 0 00
calvulanique 0

Pénicilline 28-29 0 00 5 100 0 00
[ )
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A partir du tableau, la sensibilité des Staphylococccus aureus isolées de mammites cliniques
bovine montre que 100 % des souches présentent une forte résistance a la Pénicilline .

La résistance est ,également, observé pour la Tétracycline (80%), la Spiramycine(60%) et la
Pristinamycine (60 %) .

Par ailleurs, aucune résistance n’a été notée dans le cas de 1’association de 1’ Amoxicilline et

I'Acide calvulanique.

100 -
90 -

80 -
70 -
60 -
50
40
30 -
20 -
10 -
0 m
SP TE RP AMC PEN

Antibiotiques

M Sensible %
H Résistant %
i Intermédiaire%

Pourcentage %

Figure 16: Pourcentage de sensibilité et de résistance des souches de Staphylococcus aux
antibiotiques.
b. Comparaison entre I’effet antibactérien du miel et de la propolis :

Les résultats relatifs a 1’étude comparative entre 1’activité antibactérienne du miel et celle de
la propolis vis-a-vis des souches de Staphylococcus aureus sont rapportés dans les tableaux
suivants :

e Dela méme ruche :

Tableaull: Effet du miel 1 et de la propolisl sur Staphylococcus aureus.

Echantillons M1 EEP1
Souches
S.aureusl 8,5 10,71 15+141
S.aureus2 10,5+0,71 17+2,83
S.aureus3 10,5 £0,71 17,5+ 9,19
S.aureus4 10,5 £0,71 0
S.aureusS 8,5+ 0,71 0

*Les chiffres représentent les moyennes des diamétres de la zone d’inhibition en mm + écart type.
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Remarque : Pour chaque souche testée, le diamétre d’inhibition correspond a la moyenne de 3

manipulations.

Par ailleurs, Le détail de I’analyse statistique est rapporté dans 1’annexe 08

Tableaul2: Effet du miel2 et de la propolis2 sur Staphylococcus aureus.

Echantillons
M2 EEP2
Souches

S.aureusl 11,5+ 2,12 245+ 0,70
S.aureus?2 8,5+ 0,70 23+1,41
S.aureus3 8,5+ 0,70 255 +2,12
S.aureusd 12,5+ 0,70 0
S.aureusb 7,5+ 0,707 0

*Les chiffres représentent les moyennes des diamétres de la zone d’inhibition en mm =+ écart type

Tableaul3: Effet du miel3 et de la propolis3 sur Staphylococcus aureus.

Echantillons
M3 EEP3
Souches
S.aureusl 85+ 0,70 0
S.aureus?2 11+ 1,41 75+ 0,70
S.aureus3 8,5+0,70 75+ 0,70
S.aureusd 8 0
S.aureusb 8 85+ 0,70

*Les chiffres représentent les moyennes des diamétres de la zone d’inhibition en mm =+ écart type

L’analyse Anova des trois tableaux a montré que I’effet miell et propolis1(F=0,02 ,p>0,05)
, ’effet miel2 et propolis2(F=0,34 ,p>0,05 ) et I’effet miel3 et propolis3 (F=0,65, p>0,05) sont non
significatifs sur le diameétre d’inhibition.
De ce fait, la comparaison des moyennes par le test de Newman-Keuls a confirmé la méme
chose pour cette variable.
Il classe le miel et la propolis de chaque ruche dans un méme groupe, comme suit :
e EEP1, M1;
e EEP2,M2;
e EEP3, M3,

Avec un diametre d’inhibition maximale de 25,5 * 2,12 mm pour EEP2 .
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Par consequent, le miel et la propolis partagent presque le méme effet antibactérien sur

cette bactérie.

e De ruches différentes :
Tableaul4 : Effet antibactérien du miel sur des souches de Staphylococcus aureus .

Echantillons
M1 M2 M3
Souches
S.aureusl 8,5+0,71 11,5+ 2,12 8,5+ 0,70
S.aureus2 10,5 +0,70 8,5+ 0,70 11+ 1,41
S.aureus3 10,5 £0,70 8,5+ 0,70 8,5+0,70
S.aureus4 10,5 £0,70 12,5+0,70 8
S.aureusb 8,5+ 0,707 7,5+ 0,70 8

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

Tableaul5: Effet antibactérien de la propolis sur des souches de Staphylococcus aureus

Echantillons
EEP1 EEP2 EEP3
Souches

S.aureusl 15+1,41 245+ 0,70 16 +1,41
S.aureus?2 17+ 2,82 23+ 141 195+ 0,70
S.aureus3 175+ 9,19 255+ 2,12 10+1,41
S.aureus4 0 0 8,5+0,70
S.aureusb 0 0 0

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

L’analyse de la variance du Tableau 14 et 15 a indiqué que 1’effet du miel (F=0,46,
P>0,05) et I’effet d la propolis (F=0,26 ,P>0,05) sont significatifs sur le diamétre d’inhibition.
A cet effet, ce résultat trouve sa certitude dans le test de Newman —Keuls qui classe chaque
type d’échantillons dans un seul groupe ,comme suit :
. M3, M1, M2 ;
. EEP3, EEP2 ,EEP1.
Ceci veut dire que malgré les échantillons sont des origines différentes , mais ils présentent
presque le méme effet sur S.aureus, avec des diamétres d’inhibition qui varient de 12,5 + 0,70 a

7,5+ 0,70 mm pour le miel et de 25,5+ 2,12 a 8,5+ 0,70 pour la propolis.
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¢. Comparaison entre ’activité antibactérienne des différents extraits de la propolis :

Les résultats de 1’étude comparative entre 1’effet antibactérien des différents extraits de la

propolis sont rapportés dans les Tableaux suivants :

Tableau 16 : Effet antibactérien de I’EEP1, de ’EAP let de I’EHP1 vis-a-vis de S.aureus.

Echantillons
EEP1 EAP1 EHP1
Souches

S.aureusl 15+141 0 7+ 0
S.aureus?2 17+ 2,82 8,5+ 0,70 95+ 0,70
S.aureus3 175+ 9,19 85+212 8,5+ 0,70
S.aureus4 0 0 75+0,70
S.aureusb 0 8 0

*Les chiffres représentent les moyennes des diametres de la zone d’inhibition en mm =+ écart type.

Tableau 17 : Effet antibactérien de I’EEP2, de ’EAP2 et de ’EHP2 vis-a-vis de S.aureus.

Echantillons
EEP2 EAP2 EHP2
Souches

S.aureusl 245 +0,70 11+ 1,73 8
S.aureus?2 23+ 141 8+ 15 85+ 0,70
S.aureus3 255+ 2,12 10,5+ 6,07 9
S.aureus4 0 0 8,5+0,70
S.aureusb 0 0 0

*Les chiffres représentent les moyennes des diamétres de la zone d’inhibition en mm =+ écart type.

Tableau 18 : Effet antibactérien de ’EEP3, de ’EAP 3 et de ’EHP3 vis-a-vis de S.aureus.

Echantillons
EEP3 EAP3 EHP3
Souches

S.aureusl 16 +1,41 0 9+0
S.aureus?2 19,5+ 0,70 75+0,70 7,5+ 0,70
S.aureus3 10+1,41 75+ 0,70 8,5+ 0,70
S.aureus4 8,5+0,70 0 8,5+ 0,70
S.aureusb 0 8,5+ 0,70 0

*Les chiffres représentent les moyennes des diametres de la zone d’inhibition en mm + écart type.
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L’analyse statistiqgue (Anova) des tableaux ci-dessus a montré que ’effet extraits de la
propolis (P>0,05) pour les trois échantillons est non significatif sur le diamétre d’inhibition.
Chaque échantillon dans un seul groupe par ordre décroissant, comme sulit :
e EEP1 ,EAP1, EHPI,
e EEP2,EHP2,EAP2;
e EEP3,EHP3,EAP3.

Nous voyons ici que tous les différents extraits de la propolis partagent a peu pres le méme
effet sur cette bactérie,et que I’EEP est en téte de chaque groupe, avec un diamétre d’inhibition

maximale de 25,5+ 2,12 mm pour EEP2.

d. Comparaison entre I’effet de la propolis et de ’antibiotique :

La comparaison des antibiotiques a été faite par rapport a la propolis3 (on a fait un choix
aléatoire car tous les échantillons utilisés n’ont pas présenté une différence significative). Les
résultats sont rapportés dans la courbe suivante :

ATB+miel, LS Means
Current effect: F(5, 24)=1,7151, p=,16943
Effective hypothesis decomposition
“ertical bars denote 0,95 confidence intervals
45
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Figure 17 : Diamétre d’inhibition en fonction des antibiotiques et de la propolis 3.

D’apres la courbe ci-dessus, elle indique que 1’inhibition de la propolis 3 avec sa moyenne
maximale 25.5 mm +0.15 semble étre :
e proche ala Spiramicyine, a la Tétracycline, a la Pristinomycine et a la Pénicilline ;
e unpeu loin de 1I’Amoxy-clav.
A Tissu de cette étude comparative des moyennes, Le test de Newman-Keuls classe ces
antibiotiques avec 1’effet de la propolis dans un seul groupe par ordre décroissant, comme suit :
AMP, PEN, RP, EEP3 ,TE ,SR.et les photos présenté dans I’annexe 08 montre cette similarité.

40

——
| —



Chapitre 11 Résultats

11.2.2.Effet sur Escherichia coli :

a .Sensibilité aux antibiotiques :

Les résultats relatifs au profil de sensibilité des Echirichia coli aux antibiotiques testés sont
rapportés dans le tableau 19 et illustré par la figure 18 .
Tableaul9 : Pourcentage de sensibilité des Echirichia coli isolées a partir des mammites cliniques

vis-a-vis 6 antibiotiques.

o Valeur Sensible Résistant Intermédiaire
Antibiotique o
critique | Nombre | % | Nombre | % | Nombre | %
Ampicilline 14 3 60 2 40 0 00
Céphalotine 15-17 1 20 1 20 3 60
Amoxy-clav 19 3 60 2 40 0 00
Oflaxacine 20-21 5 100 0 00 0 00
Thrimethoprim-
12-13 3 60 2 40 0 00
sulfamethoxazolet
Tétracycline 12-14 3 60 2 40 0 00

A partir du tableau 19 , la sensibilité des Escherichia coli isolées de mammites cliniques
montre que 40 % des souches présentent une résistance a 1’Ampicilline ,a 1’Amoxy /clav, au
Thrimethoprim-sulfamethoxazole et a la Tétracycline .

La résistance est , également , observé pour la Céphalotine avec un pourcentage de 20% .

Par ailleurs , aucune résistance n’a été notée dans le cas de I’ Oflaxacine .
b
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Figure 18 : Pourcentage de sensibilité et de résistance des E. coli aux antibiotiques
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b. Comparaison entre I’effet du miel et de la propolis :
Les résultats relatives a la comparaison entre 1’effet antibactérien du miel et celui de la

propolis vis-a-vis des souches d” E.coli sont présentés dans les tableaux suivants :

e Dela méme ruche :

Tableau 20 : effet du miell et de la propolisl vis-a-vis des souches d’E.coli isolées a partir de

mammites cliniques.

chantillons
M1 EEP1
Souches

E.colil 26 +2,82 13+141
E.coli2 9+141 11+ 4,24
E.coli3 11+1,41 10,5+ 0,70
E.coli4 22+141 75+ 0,70
E.coli5 22,5+ 0,70 8

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

Tableau 21: Effet du miel2 et de la propolis2 vis-a-vis des souches d’E.coli isolées a partir de

mammites cliniques.

Echantillons
M2 EEP2
Souches
E.colil 28 0
E.coli2 18 +2,82 75+ 0,70
E.coli3 17+141 8
E.coli4 27+ 141 0
E.coli5 27+141 9

*Les chiffres représentent les moyennes des diametres de la zone d’inhibition en mm + écart type.
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Tableau 22 : Effet du miel3 et de la propolis 3 vis-a-vis des souches d’E.coli isolées a partir de

mammites cliniques.

Echantillons
M3 EEP3
Souches
E.colil 0 17+141
E.coli2 95+ 0,70 8,5+ 0,70
E.coli3 7 8
E.coli4 8 7,5+0,70
E.coli5 8,5+ 0,70 75+ 0,70

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

L’analyse de la variance, des résultats obtenues dans notre essai, a indiqué un effet du miell
et de la propolisl (F = 5,678, P < 0.05) et un effet du miel2 et propolis 2 (F = 5,678, P < 0.05)
significatifs sur le diamétre d’inhibition, mais celui de miel 3 et propolis 3 est non significatif
(F=0,51, P>0,05) .
Par la suite, la comparaison des moyennes des échantillons utilisés a été faite par le test de
Newman-Keuls qui les classent en groupes, comme suit :
e MI1>EEP1 (02 groupes par ordre décroissant) ;
e M2>EEP2 (méme chose) ;
e MB3,EEP3( un seul groupe).
Nous constatons que I’effet antibactérien du M1 et celui du M2 s’avérent les meilleurs sur
E.coli par rapport a I’EEP.

e De ruches différentes :

Tableau 23 : Effet du miel sur des souches d’E.coli.

Echantillons
M1 M2 M3
Souches

E.colil 26 +2.82 28 0
E.coli2 9+141 18 +2,82 95+ 0,70
E.coli3 11+1,41 17+141 7
E.coli4 22+141 27+ 141 8
E.coli5 8 27+1,41 8,5+ 0,707

*Les chiffres représentent les moyennes des diametres de la zone d’inhibition en mm + écart type.
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Tableau 24 : Effet de la propolis sur des souches d’E.coli.
Echantillons
Souches EEP1 EEP2 EEP3
E.colil 13+1,41 0 17+1,41
E.coli2 11+ 4,24 75+ 0,70 8,5+ 0,70
E.coli3 10,5+ 0,70 8+0 8
E.coli4 75+ 0,70 0 7,5+ 0,70
E.coli5 8 9 75+ 0,70

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

L’ analyse de la variance a indiqué que 1’effet du miel est significatif (F=10,62 ,P<0 ,05),
mais celui de la propolis est non significatif (F=0,009,P>0,05) sur le diamétre d’inhibition.
A cet effet , le test de Newman-Keuls a mis en évidence, pour les échantillons utilisés, les
groupes suivants :
e M2, M1>M3 (2 groupes par ordre décroissant) ;
e EEP1,EEP3 ,EEP2 (1 seul groupe).

Cela signifie que M1 et M2 présentent la meilleur inhibition pour E.coli avec un diametre
maximale de 28 £ 0 mm pour M2 .En revanche, la propolis partage approximativement la méme

activité sur cette bactérie.

Tableau 25 : Effet antibactérien de ’EEP1, de ’EAP 1 et de ’EHP1 vis-a-vis d’E.coli.

Echantillons
EEP1 EAP1 EHP1
Souches
E.colil 13+141 8.5+0.71 8.5+0.71
E.coli2 11+ 424 7 8.5+0.71
E.coli3 10,5+ 0,70 0 10.5+0.71
E.coli4 75+ 0,70 18.5+3.54 0
E.coli5 75+ 0,70 0 8.5+0.71

*Les chiffres représentent les moyennes des diamétres de la zone d’inhibition en mm =+ écart type.
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Tableau 26: Effet antibactérien de I’EEP2, de ’EAP2 et de I’EHP?2 vis-a-vis d’E.coli.

Echantillons

EEP2 EAP2 EHP2

Souches

E.colil 0 0 11
E.coli2 75+ 0,70 0 8
E.coli3 8 8+1.41 8
E.coli4 0 0 8.5+0.71
E.coli5 9 0 9.5+0.71

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

Tableau 27 : Effet antibactérien de ’EEP3, de ’EAP3 et de ’EHP3 vis-a-vis d’E.coli.

Echantillons
EEP3 EAP3 EHP3
Souches

E.colil 17+141 10+1.41 10+1.41
E.coli2 85+ 0,70 7+0 7+0
E.coli3 8 0 0
E.coli4 0 17 17
E.coli5 9 0 0

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

L’analyse statistique (Anova) des tableaux ci-dessus a montré que ’effet d’ extraits de la

propolis pour les trois échantillons est non significatif (P>0,05) sur le diamétre d’inhibition.

Ceci trouve sa confirmation dans le test de Newman-Keuls qui classe les extraits de chaque
échantillon dans un seul groupe par ordre décroissant, comme suit :
e EEP1 ,EHP1, EAPL;
e EEP2,EHP2,EAP2;
e EEP3, EHP3, EAP3.
Nous pouvons constater ici que tous les différents extraits de la propolis partagent a peu
prés le méme effet sur cette bactérie, avec une petite faveur pour I’EEP, avec un diametre
d’inhibition maximale de 18.5+3.54 mm pour EAP2.
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d. Comparaison entre I’effet du miel et de des antibiotiques :
Nous avons choisi le miel 2 parce que son effet est plus efficace sur E.coli que la propolis,

et qu’il présente une petite faveur par rapport au miel 1(selon Newman-Keuls).

TRT; LS Means
Current effect: F(6, 28)=1.4490, p=23173
Effective hypothesis decomposition
“ertical bars denote 0,95 confidence intervals
45
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Figure 19 : Diamétre d’inhibition en fonction des antibiotiques et du miel 2.

D’aprés la courbe ci-dessus, elle montre que I’inhibition du miel 2 avec sa moyenne
maximale mm £0.15 semble étre :
e trés proche a1’Ampicilline, & la Tétracycline, a la Céphalotine , a I’Amoxy -clav; au
Thrimethoprim-sulfamethoxazole ;
e un peu loin d’ Ofloxacine.
A TD’issu de cette étude comparative des moyennes, Le test de Newman-Keuls classe ces
antibiotiques avec I’effet du miel dans un seul groupe par ordre décroissant, comme suit :
OF , M2, SXT, TE, AMP , AMC ,CEP. les photos présenté¢ dans I’annexe 08 montre cette

similarité.

11.2.3. Etude comparative entre la sensibilit¢ de S.aureus et d’E.coli en fonction des
échantillons utilisés:

Les résultats relatives a cette étude comparative sont présentés dans le tableau 28 et 29 .
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Résultats

Tableau 28: Résultats de la sensibilité d’E.coli et de S.aureus au miel.

Echantillon

Souches M2

E.colil 28
E.coli2 18 + 2,82
E.coli3 17+141
E.coli4 27+ 1,41
E.coli5 27+£141
S.aureusl 11,5+ 2,12
S.aureus2 8,5+ 0,70
S.aureus3 8,5+ 0,70
S.aureus4 12,5+0,70
S.aureusS 7,5+ 0,707

*Les chiffres représentent les moyennes des diamétres de la zone d’inhibition en mm =+ écart type.

L’analyse de la variance a indiqué que I’effet du miel est significatif (F=34,51, p>0,05).

De ce fait, le test de Newman-Keuls a montré que la différence de sensibilité des souches au
miel est statistiguement significative entre le groupe composé d’E .coli et celui de S.aureus , comme
suit : E.coli > S.aureus.

Par conséquent, E.coli est plus sensible a I’effet du miel que Staphylococcus aureus , avec
une inhibition maximale de 28 £ 0 mm

Tableau 29 : Résultats de la sensibilité d’E.coli et de S.aureus a la propolis.

Echantillon
Souches =EPS
E.colil 17+1,41
E.coli2 8,5+ 0,70
E.coli3 8
E.coli4 7,5+ 0,70
E.coli5 7,5+ 0,70
S.aureusl 0+0
S.aureus2 75+ 0,70
S.aureus3 7,5+ 0,70
S.aureus4 0
S.aureusS 8,5+ 0,70

*Les chiffres représentent les moyennes des diameétres de la zone d’inhibition en mm =+ écart type.
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Lors de la comparaison de la sensibilité des souches a la propolis, I’Anova a indiqué une
différence non significative (F=0,59, P>0,05) .

Ce résultat trouve sa certitude dans le Test de Newman —Keuls qui classe E.coli et S.aureus
dans un méme groupe .Ceci signifie que les deux bactéries partagent la méme sensibilité a la

propolis.

11.2.4.Détermination de la CMI et de la CMB :

Nous avons choisi le miel puisqu’ il a donné de bons résultats sur E.coli dans la majorité
des cas par rapport a I’EEP ; mais pour S.aureus , les deux échantillons n’ont pas présenté une
différence significative.

Par ailleurs, les résultats relatives a la CMI et a la CMB des différents échantillons du miel
vis-a-vis d’E.coli et de S.aureus sont présentés dans les tableaux suivants :

e CMI:

Tableau 30 : Détermination de la CMI des miels pour S.aureus 1 et E.coli 1

_ Dilutions
Souches Miels CMI(%0)
Net | 1/2 | 1/4 | 1/8 | 1/16 | 1/32 | 1/64 | 1/128
M1 - - + + + + + + <50
M2 - - + + + + + + <50
S.aureusl
M3 - - - - + + + + <12,5
M1 - - - + + + + + <25
M2 - - - - + + + + <12,5
E.coli 1
M3 + + + + + + + + 0

Ces résultats nous ont permis de constater que tous les échantillons du miel présentent une
activité bactériostatique vis-a-vis de S.aureus 1.La méme chose a été enregistré avec le M2 et le
M3 sur E.colil (Figure 20).

De méme, nous voyons que la concentration minimale inhibitrice varie en fonction des
échantillons du miel et des souches.

De ce fait, la CMI d’E.coli (25% et 12,5%) est inferieur par rapport & celle de S.aureus
(50%) pour le miell et le miel 2. En revanche, avec le miel 3 est tout a fait le contraire.
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=4

1" tube : miel sans inoculum , le dernier tube : bouillon nutritif
Figure 20 : CMI du miel 2 pour E.coli 1.

e CMB:

Tableau 31 : Détermination de la CMB des miels pour S.aureus 1 et E.coli 1

Dilutions
Souches Miels CMB(%)
Net 1/2 | 1/4 | 1/8 | 1/16 | 1/32 | 1/64 | 1/128
M1 - + / / / / / / Net
M2 - + / / / / / / Net
S.aureusl
M3 - - + + / / / / 50
M1 - + + + / / / / Net
M2 - - + + / / / / 50
E.colil
M3 / / / / / / / / -

Il en ressort que tous les échantillons du miel présentent une activité bactéricide vis-a-vis
de S.aureus et d’E.coli, sauf pour cette derniére avec le miel 3.
A cet effet, la concentration minimale bactéricide varie en fonction des échantillons du miel

et des souches (Net et 50%,), et que le miel a 1’état pur reste le meilleur choix pour cette activité.
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I11. Discussion :

L'impact des infections bactériennes en élevage ne cesse de croitre dans 1’Algérie. Cela est
dd généralement au phénomeéne de l'antibiorésistance (Sanders et al ., 2011).

Pour cette raison, des études récentes s'intéressent aux vertus thérapeutiques de certains
produits naturels, sachant que ces derniers ne présentent pas généralement des effets secondaires.
Le miel et la propolis comptent parmi ces produits les plus convoités. En raison de leurs propriétés
inhibitrices et thérapeutiques (Merah et al ., 2010).

Dans cette optique, nous avons évalué le pouvoir antimicrobien du miel et de la propolis,
vis-a-vis de certains germes, isolés a partir des mammites cliniques bovines, et de tester leurs
sensibilités aux antibiotiques

Les résultats de la présente étude seront discutés par partie :

En fait, pour 1’étude de la sensibilité aux antibiotiques, Staphylococcus aureus a acquis une
résistance a de nombreuses molécules, en particulier, a la Pénicilline et a la Tétracycline .La
résistance est, également, observée pour la Spiramycine et la Pristinamycine.

De ce fait, Les résultats relatifs de la résistance a la pénicilline et a la tétracycline (100% et
80% respectivement ) sont en accord avec ceux de Jamali et al., (2014) ,en Malaisie, de 86% et de
76.6% et les résultats de Wang et al., (2015) en Chine de 90.4% et de 74.4%.

Nos résultats divergent avec celle de Botrel et al., (2010) ,en France, qui ont trouvé une trés
faible prévalence de 17 % et de 1.4%, et avec 1’étude réalisée dans 1’union européenne par Thomas
et al., (2015) dans laquelle la résistance a la pénicilline est de 50 % en Italie, de 15,5% dans les
Pays-Bas et de 37,5% en France.

Le pourcentage éleve de résistance des isolats de S. aureus a la Pénicilline résulte de
I’acquisition d’un géne de B-lactamase et une pénicillinase plasmidique et a la Tétracycline peut
étre d0 a la I'administration étendue de cette antibiotique dans les fermes laitieres (Jamali et al.,
2015).

Les isolats présentent, également, une résistance vis-a-vis de la Spiramycine avec un
pourcentage de 40 % qui est semblable a celle obtenue par Wang et al ., (2008), en Chine avec
41,7%.L explication selon Yu et Li, (2005) est en relation avec I’utilisation abusive des macrolides
dans les infections bovines staphylococciques.

Par ailleurs, nos souches ont présenté une sensibilité pour la Pristinamycine, avec un
pourcentage de 40%. Ce chiffre est différent par rapport a Kumar et al .,(2011) qui ont trouvé
26.2% de sensibilité ceci est d( a la rareté de prise en charge de cet antibiotique dans le traitement

des mammites bovines .

]
50|

—



Chapitre 111 Discussion

Hors les autres antibiotiques, I’Amoxicilline-Acide clavulanique montrent une excellente
efficacité contre les souches de S.aureus qui sont sensible a 100 % .Cela peuvent étre expliqué par
le fait que L'acide clavulanique est un inhibiteur de - lactamase (Oncel et al., 2004).

De l’autre co6té, Escherichia coli a montré une résistance vis-a-vis de I’Ampicilline, de
I’ Amoxicilline-Acide clavulanique, du Trimethoprim-sulfamethoxazole et de la Tétracycline .La
résistance est également observé pour la Cephalotine.

Dans la présente étude, les isolats d’Escherichia coli ont montré une forte résistance a
I’ Ampicilline qui est semblable a ceux rapportés par lbrahim et al ., (2016) qui ont trouvées une
prévalence de 64%. Ceci est expliqué par I’utilisation abusive et anarchique de cette molécule par
les vétérinaires et a leur large disponibilité sur le marché Algérien, avec des prix abordables.

Les isolats présentent ,également, une résistance contre 1’association Amoxicilline +
I’Acide calvulanique auront pour explication une capacité d’hyperproduction des Béta-lactamases
(Michael et al ., 2017).

Selon I’interprétation rapportés par Wichmann et al., (2014) , la résistance d’E.coli contre
Trimethoprim-sulfamethoxazole est di a 1’acquisition du plasmide.

La résistance a la Tétracycline est semblable avec ceux rapportés par Ibrahim et al ., (2016)
qui ont trouvés une prévalence de 74% issue de lI'administration étendue de cette antibiotique.

L’analyse de la sensibilité¢ de germe aux antibiotiques a montré une excellente réponse face
a I’Ofloxacine , contrairement aux travaux de Singh et al ., (2018) qui ont trouvees une prévalence
de 63%. Cette sensibilité est liée a la rareté de leur utilisation dans le traitement des pathologies

animales vu leur cherté.

En ce qui concerne les deux produits de la ruche choisis, les résultats ont montré que les
échantillons de miel et de la propolis ont présenté une activité antibactérienne contre toutes les
bactéries utilisées dans notre étude, avec une activité antimicrobienne plus prononcée du miel sur
les E. coli .

L’intérét du miel réside non seulement dans le fait qu’il est efficace contre des bactéries,
mais également parce que son mode d’action sur les bactéries met en jeu plusieurs mécanismes
(Pasias et al ., 2018).

Premierement, cette solution concentrée de glucides retire , aprés 1’absorption, 1’eau
indispensable a la vie d’agents pathogénes (Morais et al., 2011). Deuxiemement, son degré
d’acidité, le plus souvent faible, inhibe la multiplication de la bactérie (Couquet et al., 2013). En
outre, Le peroxyde d'hydrogéne est considéré comme la principale inhibitive du miel (Afroz et al .,
2011).
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En plus, Viuda-Martos et al., (2008) pense que les propriétés antibiotiques des miels sont
liées a la défensine secrétée par les abeilles, il est, également, bien connu que le miel contient des
lysozymes, un agent anti microbien puissant.

Concernant ’activité antibactérienne de la propolis Vvis-a-vis d’E. coli, nos résultats sont en
accord avec plusieurs auteurs qui ont montré que les bactéries a Gram négatif sont peu sensibles a
I’effet de la propolis (Trusheva et al., 2010 ; Ghasemi et al.,2017 ).

Autres études ont montré que la propolis est faiblement efficace ou parfois inefficace sur
les bactéries a Gram négatifs (Stepanovi¢ et al., 2003; Silici et Kutluca, 2005).

Cela peut étre expliqué par le fait que la faible sensibilité des bactéries a Gram négatif, a
I’égard de 1'extrait éthanolique de la propolis , serait due a leur membrane externe qui empécherait
la pénétration des constituants actifs de la propolis(Ghasemi et al.,2017 ;Hazem et
al.,2017 ;Afrouzan et al.,2018 ) ,ou encore, au fait que la propolis contient beaucoup de constituants
dérivés des plantes ,qui sont sécrétés a l’origine pour protéger les plantes contre les bactéries
pathogénes a Gram positif , la plupart du temps (Tegos et al., 2002 ; Hazem et al.,2017 ).

Selon Kim et Chung, 2011, l'action antimicrobienne de la propolis peut étre attribuée aux
effets bioénergétique de la membrane. Les acides phénoliques et les composants flavonoides de la
propolis désaccouplent la transduction d'énergie de la membrane cytoplasmique qui meéne a
I'inhibition de la viabilité bactérienne.

L’étude comparative effectué au sein des méme types d’échantillons a montré que la plupart
des échantillons de miel utilisés, dans notre étude, présentent une activité antimicrobienne tres
rapproché vis-a-vis d’E.coli et de S.aureus, malgré leurs provenances différentes , et elle est tres
éleveée.

Cette activité antimicrobienne des trois miels utilisés peut étre positivement corrélée avec
des valeurs élevées des teneurs en polyphénols et en flavonoides totaux.

La diversité florale mellifére des régions choisis semble jouer un réle important dans les
teneurs des composés phénoliques, influencant ainsi I'activité antimicrobienne de ces échantillons
(Glgin et al., 2010 ; Cimpoiu et al., 2012).

Selon Akca et al., (2016) et Onyeka et al., (2018), d’autres facteurs, participent en grande
partie & ce phénomene, 1’espéce de I’abeille, la méthode de récolte, le traitement et la conservation
du produit, ainsi que la souche testée influencent 1’activité antibactérienne du produit.

Cependant, nos résultats sont différents par rapport a ceux obtenus par Belhaj et al ., (2016)
et Almasaudi et al., (2017) qui ont montré que les différents types de miel possedent des efficacités
différentes par rapport au méme type de bactéries. Ces résultats sont justifiés par les diversités de la

composition, les sources botaniques et les conditions métrologiques des miels utilisés.
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La méme chose a éteé enregistré pour les différents échantillons de la propolis.

En ce qui concerne S.aureus , la propolis et le miel présentent une activité antibactérienne
trés rapproché .Ces résultats sont semblables par rapport a ceux rapportés par Miorin et al ., (2003)
qui ont enregistré les mémes constatations .Une autre étude faite en turkie (2007) par Koru et al ., a
montré la méme chose et que cet effet rapprocher est en relation avec les teneurs similaires en
flavonoide.

Cependant, nos résultat sont différents par rapport a ceux obtenus par Rahman et al ., (2010)
qui ont montré que les échantillons de la propolis ont un effet antibactérien plus élevé sur S.aureus
par rapport aux échantillons de miel .

Par la suite, les différents extraits , a savoir, éthanolique , aqueux et huileux de la propolis
partagent presque le méme effet d’inhibition sur S.aureus et E.coli .

De méme, nos résultats révélent que I’extrait alcoolique présente une petite faveur par
rapport aux autres extraits puisque ceci s’évapore et solubilise plus efficacement les composants
actifs de la propolis. Cela est confirmé par 1’étude de Rhajaoui et al ., (2001).

D’apres 1’étude de Dos Santos et al ., (2017) et Cottica et al., (2015),ils ont trouvées que
I’éthanol facilite ’augmentation des teneur de phénols et des flavonoides dans I’extrait de propolis
par rapport aux extraits aqueux . Ce qui augmente leur effet antimicrobien.

Tous en parlant sur E.coli , la comparaison entre I’effet de 1’antibiotique et du miel 2 a
présenté des effets proches .Ceci a été démontré par Merah et al ., (2010) qui ont trouvé que
I’activité inhibitrice du miel naturel sur E.coli est semblable & celle des antibiotiques les plus actifs .

On attribue DPefficacité du miel a son action multifactorielle qui a plus d’un site cible,
réduisant ainsi la probabilité de résistance microbienne et ceci selon les mécanismes suivant :

le miel riche en sucres ce qui confere un effet bactéricide .1l agit donc de maniere
osmotique, en provoquant une forte déshydratation des germes qui n’ont plus suffisamment d’eau
pour survivre (Soltani et al ., 2015).

Le pH du miel est relativement acide, situé entre 3,5 et 6. 1l permet de ralentir ou éviter la
croissance de certaines espéces des bactéries pathogénes ( Chakir et al ., 2016).

La glucose-oxydase sécrétée par les glandes de I’abeille lors de la transformation du nectar
en miel qui permet 1’oxydation de 1’eau et du glucose en eau oxygénée et d’acide gluconique.

L’acide gluconique formé accroit 1’acidit¢ du miel et le rend peu favorable au
développement des colonies bactériennes (Khan et al.,2017).

Les flavonoides agissent sur la membrane cytoplasmique de la bactérie en provoquant une
perte d’ions de potassium et les dommages provoqués aboutissant a 1’autolyse cellulaire (Cushnie et

Lamb ,2005).
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Revenant a S.aureus, la comparaison entre 1’effet de ’antibiotique et celui de la propolis 3
a présenté des effets proches.

On attribue 1’efficacité de la propolis vis-a-vis de S.aureus a sa composition : la présence
des flavonoides et divers acides qui agissent probablement sur la membrane cytoplasmique ou sur
un site de la paroi cellulaire causant des dommages fonctionnels et structurels (Akca et al ., 2016).

Par ailleurs, nos résultat indiquent que E .coli est plus sensible au miel que S.aureus . Cela
est d a la différence dans la composition des parois cellulaires.

Aussi , I’extrait éthanolique de la propolis a un effet semblable sur S.aureus et E .coli. Ces
résultats sont a I’opposé des données de la littérature qui ont indiqué que les bactéries a Gram
positif sont plus sensibles a la propolis que celles a Gram négatif .Cette résistance est expliqué par
le fait que la pénétration de la propolis est bloquée suite a 1’action des pompes présentes dans la

membrane plasmique des bactéries a Gram négatif (Hasem et al ., 2017).

v' LaCMI etla CMB du miel

Nos résultats indiquent clairement , d’un c6té ,que la concentration minimale inhibitrice
varie en fonction des échantillons de miel et de souches, d’autre c6té, la majorité des échantillons
du miel présentent une activité bactériostatique vis-a-vis de S.aureus et d’E.coli.

De ce fait, la CMI d’E.coli ( 25% et 12,5%) est inferieure par rapport a celle de S.aureus
(50%) pour le miell et le miel 2, sauf que pour le miel 3 est tout a fait le contraire. D’une fagon
générale , Ceci confirme que les souches a Gram négatif sont plus sensibles au miel que celles a
Gram-positif.

D’aprés Garedew et al,. (2013) , ils ont montré des valeurs de CMI allant de 1 a 32% chez
les bactéries a Gram-positifs et de 4 a 32% pour celles a Gram-négatifs. Dans notre étude, les
valeurs de CMI étaient plus faibles, si en les comparant par rapport a la valeur maximale de ces
auteurs cités ci-dessous.

Pour la CMB, la plupart des échantillons de miel présentent une activité bactéricide vis-a-
vis de S.aureus et d’E.coli, sauf pour cette derniére avec le miel 3.

Par ailleurs, la concentration minimale bactéricide varie également en fonction des
échantillons du miel et des souches (100 et 50%,), et que le miel a 1’état pur reste le meilleur choix

pour cette activité.
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Conclusion et perdpectived

Toujours dans le sens de résoudre le probléme de 1’antibiorésistance permanent des germes
isolés de mammites bovines et de 1’émergence de résidus d’antibiotiques ; les produits naturelles
attend I’alerte et ils sont présents pour faire la différence .

Par conséquent , cette étude a pour but, d’évaluer I’effet antibactérien du miel et de la
propolis sur des bactéries a Gram positif et a Gram négatif isolées a partir de mammites cliniques
bovines et de le comparer par rapport aux antibiotiques testés .

En fait, I’étude de la sensibilité, in vitro, des souches choisis a révélé une résistance
remarquable aux pénicillines, aux cyclines et aux sulfamides pour Escherichia coli .Cette méme
étude a fait ressortir des résistances chez Staphylococcus aureus vis-a-vis de quatre familles d’

antibiotiques : les pénicillines, les macrolides ,les tétracyclines et les streptogramines.

Par ailleurs, ce travail a pu fournir des donnees récentes sur le miel et la propolis qui ont
montré un effet antibactérien en regard des souches testées, qui sont pathogenes. Elles ont
démontré , également, que les Escherichia coli sont plus sensibles a I’effet du miel que les

Staphylococcus aureus.

En effet, leurs comparaisons par rapport aux antibiotiques ont révélé que les souches

testées présentes des sensibilités proches a I’action de ses deux types de molécules.

De ce fait, les résultats détectés dans cette étude, in vitro, ont fourni des preuves que la
propolis et le miel peuvent étre utilisés comme agent anti bactérien contre quelques bactéries

provenant de mammites cliniques.

Ces résultats demeurent prometteurs et pourraient servir de base pour des études cliniques
ultérieures afin de confirmer ’efficacité antibactérienne de ces produit naturel et de proposer leur
utilisation en tant qu’agent antibactérien alternatif.

Enfin, notre étude mérite d’étre continué afin d’interpréter mieux les résultats .Pour cela ,
nous comptons faire :

e une étude comparative de la propolis et du miel en fonction de leurs compositions chimiques
pour faire I’extraction des molécules les plus actives sur les isolats cliniques ;
e un essai sur des cas cliniques afin d’évaluer 1’efficacité réelle de ces agents antibactériens

d’origine naturelle.
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Annexe 1 : L'anatomie de la mamelle (Durel et al ., 2012).
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Annexe 2 : Problémes causés par la présence des résidus d’antibiotiques.

L'antibiotique destiné a l'animal est un médicament au méme titre que celui destiné a
I'hnomme. En effet, I'utilisation d'antibiotique pourrait amener a une présence anormale de résidus
dans les denrées d'origine animale (Sanders et al ., 2017).

Les résidus d'antibiotiques dans le lait peuvent causer des problémes a deux niveaux :

1- Problemes d'allergie qui est provoqué par la présence des antibiotiques, et
en particuliers des béta-lactames, car ces derniéres sont a la fois tres
immunogenes et souvent utilisées.(Boultif , 2009).

2- Risques toxiques : ces résidus sont responsables des maladies chez
I’homme (Boultif , 2009).

3- Modifications de la flore digestive du consommateur :

Problemes La consommation de produits contenant des résidus dantibiotiques

sanitaires (cycline, sulfamides) perturbe la flore intestinale en modifiant sa
composition par inhibition sélective (Boultif , 2009).

4- Risques d'antibiorésistance :
Une des raisons de I'augmentation de cette résistance pourrait résider dans
I'utilisation préventive et thérapeutique d'antibiotiques en production
animale car les médicaments vétérinaires contiennent en partie les mémes

matiéres actives qu'en médecine humaine (Boultif, 2009)

1- Les bactéries lactiques jouent un réle essentiel comme ferment, elles sont
sensibles a de tres faibles doses d'antibiotiques ainsi la présence de ces
résidus inhibent de maniere partielle ou totale la croissance de ces
ferments et se traduit par de nombreux défauts notamment les accidents de
fabrication lait (Broutn, 2005).

Problemes ) , . .
2- Les accidents les plus connus sont les défauts de coagulation du lait,

technologiques B ) . . el Al
I'insuffisance de I'égouttage et les risques de prolifération incontrolée de

germes gazogenes, insensibles aux antibiotiques (Bagré et al ., 2015)
3- Ainsi, que la présence de 0,04 & 0,15 Ul de pénicilline/ml de lait donnait
des fromages d'une qualité inférieure a celle des témoins avec une acidité

anormale, une texture spongieuse et parfois un godt amer (Boultif, 2009).
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Annexe 3 : Analyse comparative des oligoéléments de deux miels en ppm. (Bonté et al , 2013).

gs oligoéléments | Calcium | Cuivre Fer Potassium | Magnésium | Sodium | Sélénium | Zinc

Miel (Ca) (Cu) (Fe) (K) (Mg) (Na) (Se) (Zn)
L 106 <1 <1 1700 31.8 7.0 1.7 <1

’ 67 <1 <1 1200 28.6 52.5 1.9 <1

1 =» Miel toutes fleurs (Sologne)

2 = Miel de ’lle d’Ouessant




Annexes

Annexe 4: Quelques plantes sources de la propolis en Algérie (Moudir, 2004).
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Annexe 5: Matériels utilisés au laboratoire (Appareillages et Verreries).

1. Appareillages
v Agitateur électrique.
Autoclave.
Bain marie.
Balance électrique.
Bec benzene.
Plaque chauffante.
Réfrigérateur.
Vortex.
2. Verrerie
v Béchers (500 ml, 600 ml).
v Boites de pétri en verre.
v Flacons en verre de 250 ml.
v
v

AN N N NN

Tubes & essai stérile.
Tubes secs.
3. Outils
Anse de platine.
Boites de pétri.
Ecouvillons.
Gants chirurgicaux.
Micropipettes.
Papier filtre.
Papier Wattman.
Pied a coulisse.
Pinces.
Pipettes graduées.
Pipettes pasteur.
Portoirs.
Spatule.

NN N N N N N N YR S N VRN
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Annexe 06: Milieux de culture utilisés et Produits chimiques.

= Milieux de culture utilisées :

Gélose nutritive (GN) :

Composition (gramme/litre d’eau distillée) :
- Extrait de viande : 1,0 g.

- Extrait de levure : 2.5 g.

- Peptone : 5,0 g.

- Chlorure de sodium : 5,0 g.

- Agar : 15,0 g.

PH final : 7,0.

Chapman :

Composition (gramme/litre d’eau distillée) :
- Peptones 10,00g.

- Extrait de viande de beeuf 1,00 g.

- D-mannitol 10,00g.

- Chlorure de sodium 75,00g.

- Rouge de phénol 0,025g.

- Agar 15,00g.

pH final 4 25°C : 7,4 + 0,2

Gélose biliée au vert brillant et au rouge neutre (VRBL) :
Composition (gramme/litre d’eau distillée) :
- Peptone pepsique de viande : 7,0 g.

- peptone : 7,0

- Extrait autolytique de levure : 3,0.

- Lactose : 10,0.

- Sels biliaires : 1,5.

- Chlorure de sodium : 5,0.

- Rouge neutre : 0,030.

- Cristal violet : 0,002.

- Agar:12,0g.

- pH du milieu prét a I'emploi a 25°C : 7,4 £ 0,2.



Gélose de Muller-Hinton (MH) :

Composition (gramme/litre d’eau distillée) :

- Infusion de viande de beeuf': 300,0 g.
- Hydrolysat de caséine : 17,5 g.

- Amidon de mais : 1,5 g.

- Agar: 17,0 g.

PH final : 7,3%0,1.

Bouillon nutritif (BN) :

Composition (gramme/litre d’eau distillée) :

- Peptone 5,00 g

- Extrait de viande 3,00 g
pH final: 6,8 £ 0,2

Eau physiologique :

Composition (gramme/litre d’eau distillée) :

- Chlorure : 9,0

- Eau distillée : 1000 ml.
PH final : 7.

=» Produits chimiques:
- Solvant : L’éthanol.

- Eau distillé stérile.

- Eau de javel stérile
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Annexe 07 : Préparation de I’inoculum (Eucast ,2017)

- Ajouter 0,5 ml d’une solution de BaCl2 a 99,5 ml d’une solution de H2 S04 (1% v/v) et agiter
vigoureusement.

- Vérifier la densité de la suspension a 1’aide d’un spectrophotométre avec un faisceau de 1 cm et
des cuvettes assorties. L’absorbance a 625 nm doit étre comprise entre 0,08 et 0,13.

- Distribuer la suspension dans des tubes de méme taille que ceux utilisés pour ajuster 1I’inoculum.

- Sceller les tubes.

- Une fois scellés, conserver ces tubes a température ambiante et a I’abri de la lumiére.

- Avant usage, mélanger vigoureusement le tube a I’aide d’un Vortex.

- Renouveler I’étalon ou vérifier son absorbance aprés 6 mois de conservation.

- Il convient de vérifier les étalons achetés dans le commerce en s’assurant que 1’absorbance se situe

dans les limites fixées.
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Annexe08 : Analyses statistiques (variance et test de Newman-Keuls) des différentes
comparaisons.
1.Effet sur E.coli :

e MI+EEP1
v Analyse de la variance

Univariate Tests of Significance forDiamétre d'inhibition(M1 P:
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

SS Degr. of MS F p
Effect Freedom
Intercept | 1932,10(C 1 1932,10( 62,2004(C 0,00004¢
TRT 176,40C 1 176,40C 5,67887 0,04433¢
Error 248,50C 8 31,062

v" Test de Newman-Keuls

Newman-Keuls test; variableDiamétre d'inhibition(M1 P1)
Homogenous Groups, alpha = ,05000
Error: Between MS = 31,062, df = 8,0000

TRT | Diamétre | 1 | 2
d'inhibition
Cell No. Mean
2 EEP1 9,7000C *+*+*
1 M1 18,1000¢ kek
e M2+EEP2

v Analyse de la variance

Univariate Tests of Significance forDiamétre d'inhibition(Spreadsheet
Sigma-restricted parameterization

Effective hypothesis decomposition

SS Degr. of MS F p
Effect Freedom
Intercept |2739,02¢ 1 2739,02& 118,765% 0,000004
TRT 469,22E 1 469,225 20,3458 0,001974
Error 184,50C 8 23,062

v" Test de Newman-Keuls

Newman-Keuls test; variableDiametre d'inhibition(Spreadsheet7
Homogenous Groups, alpha =,05000
Error: Between MS = 23,062, df =8,0000

TRT | Diametre | 1 | 2
d'inhibition
Cell No. Mean
2 EEP2 9,7000C ****

1 M2|  23,4000( ok
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e M3etEEP3
v" Analyse de la variance

Univariate Tests of Significance fobiamétre d'inhibition(Spreadsheet5t
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

SS Degr. of MS F p
Effect Freedom
Intercept | 600,625( 1 600,625( 23,3933¢ 0,00129¢
TRT 13,225( 1 13,225( 0,5150¢ 0,49336¢
Error 205,400( 8 25,675(

v" Test de Newman-keuls :

Newman-Keuls test; variable Diamétre d'inhibition (Spreadsheet
Homogenous Groups, alpha =,05000
Error: Between MS = 25,675, df = 8,0000

TRT | Diamétre 1
d'inhibition
Cell No. Mean
1 M3|| 6,600000 ****
2 EEP3| 8,900000 ****

e M1, M2 M3
v Analyse de la variance

Univariate Tests of Significance for Diametre d'inhibition (Spreadshee
Sigma-restricted parameterization

Effective hypothesis decomposition

SS Degr. of MS F p
Effect Freedom
Intercept |3904,267 1/3904,267/111,5239/0,000000
TRT 744,133 2| 372,067, 10,6279/0,002207
Error 420,100 12 35,008

v" Test de Newman-Keuls

Newman-Keuls test; variable Diametre d'inhibition (Spreadsheet.
Homogenous Groups, alpha = ,05000
Error: Between MS = 35,008, df = 12,000

TRT| Diametre | 1 | 2
d'inhibition
Cell No. Mean
3 M3 6,60000 ek
1 M1| 18,40000 ****
2 M2| 23,40000 ****
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e EEPI1, EEP2 et EEP3

v" Analyse de la variance

Univariate Tests of Significance fobiametre d'inhibition(Spreadsheetl
Sigma-restricted parameterization

Effective hypothesis decomposition

SS Degr. of MS F p
Effect Freedom
Intercept | 1450,41° 1 1450,41° 113,313¢ 0,00000(
TRT 0,23¢ 2 0,117, 0,0091 0,99093:
Error 153,60( 12 12,80C

v" Test de Newman-Keuls

Newman-Keuls test; variable Diamétre d'inhibition (Spreadshee
Homogenous Groups, alpha =,05000
Error: Between MS = 12,800, df = 12,000

TRT | Diamétre 1
d'inhibition
Cell No. Mean
2 EEP2 9,70000 | ****
3 EEP3 9,80000 | ****
1 EEP1 10,00000 ****

e EEPI1+EAPI1+EHP1
v Analyse de la variance

Univariate Tests of Significance foDiameétre d'inhibition(Spreadsheet2:
Sigma-restricted parameterization

Effective hypothesis decomposition

SS Degr. of MS F p
Effect Freedom
Intercept | 960,000(C 1 960,000( 35,9326% 0,00006:
TRT 30,400( 2 15,200(, 0,5689: 0,58068:
Error 320,600( 12 26,7167

v" Test de Newman-Keuls

Newman-Keuls test; variable Diamétre d'inhibition (Spreadsheet
Homogenous Groups, alpha = ,05000
Error: Between MS = 26,717, df = 12,000

TRT | Diamétre 1
d'inhibition
Cell No. Mean
2 EAP1 6,80000 ****
3 EHP1 7,20000 **+*
1 EEP1 10,00000 ***+*
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EEP2 +EAP2+EHP2

v" Analyse de la variance

Univariate Tests of Significance for Diametre d'inhibition (Spreadshee
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

SS Degr. of MS F p
Effect Freedom
Intercept |806,6667 1/806,666764,61949/0,000004
TRT 129,0333 2| 64,5167 5,16822/0,024044
Error 149,8000 12| 12,4833

v" Test de NewmanKeuls

Newman-Keuls test; variable Diamétre d'inhibition (Spreadsheet
Homogenous Groups, alpha = ,05000

Error: Between MS = 12,483, df = 12,000

TRT | Diamétre | 1 | 2

d'inhibition
Cell No. Mean
2 EAP2( 3,200000 b
3 EHP2 9,100000 | ***+*
1 EEP2 9,700000 ****

e EEP3+EAP3+EHP3
v Analyse de la variance

Univariate Tests of Significance for Diametre d'inhibition (Spreadshee
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

SS Degr. of MS F p

Effect Freedom
Intercept [799,3500 1/799,3500/23,81380/0,000379
TRT 20,1000 2| 10,0500 0,29940 0,746639
Error 402,8000 12 33,5667
v" Test de Newman-Keuls

Newman-Keuls test; variable Diamétre d'inhibition (Spreadsheet:

Homogenous Groups, alpha = ,05000

Error: Between MS = 33,567, df = 12,000

TRT | Diamétre | 1

d'inhibition

Cell No. Mean
3 EH3| 6,200000 ****
2 EA3|| 6,800000 ****
1 EEP3|| 8,900000 ****
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e ATB+M2
v" Test de Newman-Keuls :

Newman-Keuls test; variable Diamétre d'inhibition (Spreadshee
Homogenous Groups, alpha = ,05000
Error: Between MS = 82,757, df = 28,000

TRT| Diametre 1

d'inhibition

Cell No. Mean

3 Cep| 16,00000Q ****
4 Amc 18,40000 ****
2 Amp|| 19,20000 ****
6 Tel| 19,20000 **=*
7 Sxt| 21,60000) ****
1 M2(  23,40000 ****
5 Ofx|| 31,00000 ****

2.Effet sur Staphylococcus aureus :

e MI+EEP1
v Analyse de la variance

Univariate Tests of Significance for Diametre d'inhibition (Spreadshes
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition
SS Degr. of MS F p
Effect Freedom
Intercept |980,1000 1/980,1000/21,81029/0,001602
TRT 0,9000 1 0,9000 0,02003 0,890958
Error 359,5000 8| 44,9375
v Test de Newman-Keuls
Newman-Keuls test; variable Diamétre d'inhibition (Spreadshee
Homogenous Groups, alpha =,05000
Error: Between MS = 44,937, df = 8,0000
TRT | Diametre | 1
d'inhibition
Cell No. Mean
1 M1 9,60000 | ***+*
2 EEP1| 10,20000 ****
o M2+P2

v" Analyse de la variance

Univariate Tests of Significance for Diametre d'inhibition (Spreadshee
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

SS Degr. of MS F p
Effect Freedom
Intercept |960,4000 1/960,4000/33,17444/0,000424
TRT 10,0000 1/ 10,0000 0,345420,572927
Error 231,6000 8| 28,9500
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v" Test de Newman -Keuls

Newman-Keuls test; variable Diamétre d'inhibition (Spreadsheet
Homogenous Groups, alpha = ,05000
Error: Between MS = 28,950, df = 8,0000

TRT | Diametre 1
d'inhibition
Cell No. Mean
1 M2 8,80000 ****
2 EEP2 10,80000 ***=*

e M 3+P3

v Analyse de la variance

Univariate Tests of Significance for Diametre d'inibition (Spreadshee
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

SS Degr. of MS F p
Effect Freedom
Intercept |1476,225 11476,225/16,12259/0,003866
TRT 60,025 1 60,025 0,65556 0,441546
Error 732,500 8/ 91,563

v" Test de Newman-Keuls

Newman-Keuls test; variable Diamétre d'inibition (Spreadsheet.
Homogenous Groups, alpha =,05000
Error: Between MS = 91,563, df = 8,0000

TRT | Diametre | 1
d'inibition
Cell No. Mean
2 M3|| 9,70000 ****
1 EEP3| 14,60000 ****

M1, M2 M3:

Univariate Tests of Significance for Diametre d'inhibition (Spreadshee
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

SS Degr. of MS F p
Effect Freedom
Intercept [1316,017 1/1316,017/504,5431/0,000000
TRT 2,433 2 1,217 0,4665/0,638132
Error 31,300 12 2,608
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Test de Newman-Keuls :

Newman-Keuls test; variableDiamétre d'inhibition(Spreadsheet27
Homogenous Groups, alpha = ,05000
Error: Between MS = 2,6083, df = 12,000

TRT| Diamétre | 1
d'inhibition
Cell No. Mean
2 M2 8,80000(| **=**
3 M1 9,60000( ****
1 M3 9,70000(| **=**

e EEP1, EEP2et EEP3:
v Analyse de la variance

Univariate Tests of Significance for Diametre d'inhibition (Spreadshee
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

SS Degr. of MS F p
Effect Freedom
Intercept [2112,267 1/2112,267/19,61402/0,000823
TRT 56,933 2| 28,467| 0,264330,772072
Error 1292,300 12| 107,692

v" Test de Newman-Keuls

Newman-Keuls test; variable Diamétre d'inhibition (Spreadsheet.
Homogenous Groups, alpha = ,05000
Error: Between MS = 107,69, df = 12,000

TRT | Diamétre 1
d'inhibition
Cell No. Mean
1 EEP1 10,20000 **+=*
2 EEP2 10,80000 ***=*
3 EEP3 14,60000 ***+*

e EEP1 ,EAPletEHP1
v" Analyse de la variance

Univariate Tests of Significance fobiamétre d'inhibition(Spreadsheetl
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

SS Degr. of MS F p
Effect Freedom
Intercept [ 904,816° 1 904,816° 23,3752¢ 0,00040¢
TRT 44,433: 2| 22,2167 0,5739% 0,57802¢
Error 464,500( 12/ 38,708:
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v" Test de Newman-Keuls

Newman-Keuls test; variable Diametre d'inhibition (Spreadshee
Homogenous Groups, alpha =,05000
Error: Between MS = 38,708, df = 12,000

TRT | Diametre | 1
d'inhibition
Cell No. Mean
3 EHP1 6,50000| ****
2 EAP1 6,60000| ****
1 EEP1 10,20000 ****

o EEP2 EAP2 et EHP2

v Analyse de la variance

Univariate Tests of Significance for Diametre d'inhibition (Spreadshe
Sigma-restricted parameterization

Effective hypothesis decomposition

SS Degr. of MS F p
Effect Freedom
Intercept |897,0667 1897,0667/27,12220/0,000219
TRT 73,0333 2| 36,5167 1,10406 0,362969
Error 396,9000 12/ 33,0750

v" Test de Newman-Keuls

Newman-Keuls test; variable Diametre d'inhibition (Spreadshee
Homogenous Groups, alpha =,05000
Error: Between MS = 33,075, df = 12,000

TRT | Diamétre | 1
d'inhibition
Cell No. Mean
2 EA2 5,70000 ****
3 EHP2 6,70000 ****
1 EEP2 10,80000 *+*+*

e EEP3, EAP3 et EHP3
v" Analyse de la variance

Univariate Tests of Significance for Diametre d'inhibition (Spreadshee
Sigma-restricted parameterization

Effective hypothesis decomposition

SS Degr. of MS F p
Effect Freedom
Intercept |1325,400 1/1325,400/18,97268/0,000935
TRT 202,800 2/ 101,400/ 1,451510,272547
Error 838,300 12/ 69,858
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v" Test de Newman-Keuls

Newman-Keuls test; variable Diameétre d'inhibition (Spreadsheet
Homogenous Groups, alpha = ,05000
Error: Between MS = 69,858, df = 12,000

TRT | Diametre 1
d'inhibition
Cell No. Mean
2 EAP3 6,80000  ****
3 EHP3 6,80000 ****
1 EEP3 14,60000 ****

Comparaison entre la sensibilité d’ E.coli et de S.aureus en Fonction :

e EEP3
v Analyse de la variance

Univariate Tests of Significance for Diametre d'inhibition (Spreadshe
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

SS Degr. of MS F p
Effect Freedom
Intercept |1488,400 11488,400/15,27543/0,004491
Souches 57,600 1 57,600 0,591150,464067
Error 779,500 8/ 97,437

v" Test de Newman-Keuls

Newman-Keuls test; variable Diameétre d'inhibition (Spreadshee
Homogenous Groups, alpha =,05000
Error: Between MS = 97,437, df = 8,0000

Souches| Diamétre 1
d'inhibition
Cell No. Mean
1 | E.colif 9,80000 *
2 S.aureus 14,60000 ****

e M2:
v" Analyse de la variance :

Univariate Tests of Significance for Diametre d'inhibition (Spreadshee
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

SS Degr. of MS F p
Effect Freedom
Intercept |2592,100 1/2592,100/167,9093/0,000001
souches | 532,900 1| 532,900 34,5198/0,000372
Error 123,500 8 15,438




v
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Test de Newman-Keuls

Cell No

Newman-Keuls test; variable Diamétre d'inhibition (Spreadsheet
Homogenous Groups, alpha = ,05000
Error: Between MS = 15,438, df = 8,0000

souches| Diametre 12
d'inhibition
Mean

1
2

S.aureus 8,80000 ****
E.coli 23,40000 Fxkx

ATB+EEP3

v" Test de Newman-Keuls

Newman-Keuls test; variable Diametre d'inhibition (Spreadshee
Homogenous Groups, alpha = ,05000
Error: Between MS = 125,75, df = 24,000

ATB+miel | Diameétre 1

d'inhibition

Cell No. Mean

5 SR|| 13,8000Q ****
3 TE| 13,80000 ***
1 EEP3 14,60000 ***
4 RP| 16,0000Q ****
6 PEN 19,00000 ***
2 AMP|  30,8000Q ****
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Annexe09 : Antibiogramme comparative du Miel et des extractions de propolis et les antibiotiques

utilisés.

Souche

Miel et extractions
éthanoliques (M et EEP)

Extractions aqueuses et
extractions huileuses
( EAP et EHP)

Les antibiotiques (ANTB)

Staphylococcus

aureus

Escherichia

coli
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Atteste que mon mémoire est un travail original et que toutes les sources utilisées ont été
indiquées dans leur totalité. Je certifie €galement que je n'ai ni recopié ni utilisé des idées ou
des formulations tirées d’un Ouvrage, article ou mémoire, en version imprimée ou
éiectronique, sans mentionner précisément leur origine et que les citations intégrales sont
signalées entre guillemets.,

Sanctions en cas de plagiat prouvé :

L'étudiant sera convoqué devant le conseil de discipline,
gravite du plagiat sont :

les sanctions prévies selon la

L'annulation du mémoire avec possibilité de le refaire sur un sujet différent ;
- L’exclusion d’une année duy master ;
- L'exclusion définitive.
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Déclaration sur Phonneur de non-plagiat
(2 Jolndre obligatolrement au mémolre, remplle et signée)

Je soussigné(e)
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Atteste que mon mémoire est un travail original et que toutes les sources utilisées ont été -

indiquées dans leur totalité. Je certifie également que je n'ai ni recopié ni utilisé des idées ou
des formulations tirées d'un ouvrage, article ou mémoire, en version imprimée ou

éiectromque sans mentionner précisément leur origine et que les citations intégrales sont
signalées entre guillemets.

Sanctions en cas de plagiat prouvé :

L'étudiant sera convoqué devant e conseil de discipline
gravité du plagiat sont :

. les sanctions prévues selon la

L’annulation du mémoire avec possibilité de le refaire sur un sujet dn‘ferent
- L'exclusion d'une année du master ;

= L’exclusion définitive.






