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Résume

L’objectif de notre travail est d’évaluer la possibilit¢ d’utiliser les produits de ruche, in
Vitro, comme traitement antibactérien efficace des mammites cliniques. Pour cela, on a établie des
comparaisons entre 1’effet antibactérien de deux variétés de miel, de deux échantillons de la
propolis et de ceux de la gelée royale ainsi que leurs synergies a I’égard de cing souches
d’Escherichia coli, isolées des mammites cliniques bovines, et de tester leurs efficacités par rapport
aux antibiotiques. Cette étude a été réalisée 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, I’é¢tude de I’antibiorésistance de ces germes isolés a
révele une résistance non neégligeable avec 40%: a 1’Ampicilline, au Trimethoprim-
sulfamethoxazole, a la Tétracycline et a 1’association amoxycilline+acide clavulanique, et 20%
,seulement, pour la céphalotine. I’effet inhibiteur du miel par rapport a ces antibiotiques s’est avéré
tres proche (P>0,05) .

Par ailleurs, les différentes comparaisons faites sur les produits naturels vis-a-vis de cette
bactérie ont montré : Un effet accentué de miel par rapport aux 2 autres échantillons (p>0,05), de

méme , la synergie a amélioré 1’effet de la propolis et de la gelée royale mais pas celui du miel

(P<0,05).

En paralléle, 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

qualifiées de résistantes.

En fin, nous pouvons conclure que I’activité antibactérienne de ses produits de la ruche
contre quelques isolats d’E.coli indique leur utilité dans la pratique clinique contre les infections

causeées par cette bactérie

Mots clés : Miel, propolis, gelée royale, mammites cliniques, activité antibactérienne, concentration

minimale inhibitrice (CMI), concentration minimale bactéricide(CMB).
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Abstract

The aim of our work is to evaluate the possibility of using hive products, in Vitro, as
effective antibacterial treatment of clinical mastitis. For this, comparisons were made between the
antibacterial effect of two honey varieties, two samples of propolis and those of royal jelly, as well
as their synergy with five strains of Escherichia coli, isolated from bovine clinical mastitis, and to
test their efficacies compared to antibiotics. This study was carried out using the method of
diffusion in solid medium recommended by Eucast and CLSI and for the determination of the MIC

the technique of inhibition in liquid medium.

In the light of the results obtained, the study of antimicrobial resistance of these isolated
organisms revealed a significant resistance with 40%: with Ampicillin, Trimethoprim-
sulfamethoxazole, Tetracycline and the amoxycillin + clavulanic acid combination and 20% only

for cephalotin. the inhibitory effect of honey on these antibiotics was very close (P> 0.05).

Moreover, the different comparisons made on natural products with respect to this
bacterium have shown: An accentuated effect of honey compared to the other 2 samples (p> 0.05),
likewise, the synergy has improved the effect of propolis and royal jelly but not that of honey (P
<0.05).

In parallel, 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 so-called resistant strains.

Finally, we can conclude that the antibacterial activity of its hive products against some E.

coli isolates indicates their usefulness in clinical practice against infections caused by this bacterium

Key words: Honey, propolis, royal jelly, clinical mastitis, antibacterial activity, minimum

inhibitory concentration (MIC), minimum bactericidal concentration (MBC).
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Introduction

Bien qu’étant un aliment nutritif, dont 1’intérét nutritionnel est incontestable chez le jeune en
croissance et chez I’adulte, le lait peut étre impliqué dans plusieurs perturbations sanitaires,
notamment les problémes liés aux mammites en élevage bovin laitier. Les mammites sont la
principale cause, de pertes économiques (Dumas et al., 2004) pour plusieurs raisons (lait non
produit ou non commercialisé, moindre paiement de celui-ci pour moindre qualité, réforme des
vaches incurables et colt des soins) (Bogni et al.,2017).

Parallelement, on assiste, aujourd’hui, a une utilisation irrationnelle et de maniere
totalement abusive et anarchique des antibiotiques en pratique rurale, qui aboutit & 1’’apparition de
bactéries résistantes ou multirésistantes aux antibiotiques (Madec, 2014) et de la présence de
résidus dans le lait et leurs dérivés qui peuvent détériorer sa qualité et avoir de sérieuses

conséquences sur le consommateur, ainsi que sur la technologie laitiere (Sédrati, 2014).

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.

Les produits de la ruche s’inscrivent dans cette tendance, elle font 1’objet de plusieurs études
scientifigues mais qui restent toutefois insuffisantes (Boukraa et al., 2008).Par ailleurs, les
nombreuses propriétés thérapeutiques de ces produits, 1’effet antibactérien et antifongique sont

parmi les effets les plus importants et les plus étudiés.

De ce fait, le miel, la propolis et la gelée royale, produits phares de la ruches, ont fait I’objet

de notre travail & cause de leur potentiel antimicrobien intéressant (Osés et al ., 2016).

Devant ce constat, I’étude qui a été menée, a pour buts :
e de déterminer la sensibilité aux antibiotiques des souches d’E .coli isolées a partir du
lait de mammites cliniques bovines ;
e de faire une comparaison entre 1’effet antibactérien de quelques produits de la ruches
ainsi que leurs synergies vis-a-vis de ces méme germes ;
e de comparer I’activité antibactérienne entre le produit qui a présenté le plus d’effet

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

—
=
| —



Introduction

Enfin, ce manuscrit, nous présenterons, dans un premier temps, dans la partie
bibliographique, des généralités sur les mammites et de 1’étude de 1’agent étiologique. Nous
aborderons ensuite la pathogénie et nous montrerons successivement le traitement envisagé a ce
propos. Dans un ptme temps, nous définirons les produits de la ruche (miel, propolis et gelée royale),

leurs compositions et leurs propriétés les plus discriminantes.

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 synthese des résultats et de ressortir une conclusion avec

quelques perspectives.

—
N
| —
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Synthése Bibliographique Chapitre I : Les mammites clinique

I.1.Définition des mammites :

Une mammite bovine est une inflammation d'un ou plusieurs quartiers de la mamelle
(Annexe01) dont I’origine la plus fréquente est la pénétration d’une bactérie dans un quartier par le
canal du trayon (Shyaka ,2010 ; Rémy, 2010).

D’autres agents pathogeénes peuvent occasionner des infections de la mamelle comme les
levures (Candida), les algues microscopiques, mais celles-ci sont beaucoup plus rares
(Debreil, 2008).

1.2. Classification des mammites :

La mammite est une maladie qui s'exprime a divers degrés d'intensité et qui peut étre

provoquée par différents organismes (Hanzen et Castagin, 2002). On peut distinguer :

1.2.1. Les mammites cliniques :

Les mammites cliniques sont caractérisees par la présence de symptomes fonctionnels
traduisant D’atteinte de la fonction de sécrétion et se manifestant par des modifications
macroscopiques de la qualité( aspect et texture) du lait et/ou des modifications microscopiques
telles que les concentrations en germes ou en cellules, de symptdmes locaux inflammatoires
observés au niveau de la mamelle (rougeur, tuméfaction, chaleur et douleur) et de symptdmes
généraux (hyperthermie, anorexie, arumination, etc.) (Gedilaghine, 2005 ; Debreil, 2008 ; Remy,
2010 ; Hanzen, 2015-2016).

Enfin, selon la gravité et la simultanéité des symptémes, on distingue, par ordre décroissant
de gravité, les mammites cliniques suraigués, aigués et chroniques (Gedilaghine, 2005).

1.2.2. Les mammites Subcliniques :

Contrairement aux mammites cliniques, les mammites subcliniques ne s’accompagnent
d’aucun symptome, ni général, ni local et ni fonctionnel (Gedilaghine, 2005).

Seul I’examen du lait au laboratoire permet de mettre en évidence des modifications
chimiques (baisse du taux de caséines et de lactose, etc.), bactériologiques (présence de germes) et
surtout cellulaire du lait, en 1’occurrence augmentation des cellules somatiques du lait (surtout les
polynucléaires neutrophiles). Les germes en causes sont essentiellement a Gram positif

(staphylocoques et streptocoques) (Noireterre ,2006).
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I.3.Importance des mammites :
1.3.1.Importance économique :

Les mammites représentent la principale cause des pertes économiques pour raison
sanitaire en élevage laitier (Miranda-Morales, 2012).

Elles sont responsables d’une morbidité trés grande dans les troupeaux laitiers et porte un
préjudice au bien étre de I’animal (Gedilaghine, 2005 ; Shyaka, 2010).

Les mammites suraigués peuvent causer la perte de I'animal ou du quartier atteint. Les
mammites subcliniques sont souvent difficilement curables et entrainent 1’abattage précoce de
I’animal. Les mammites aigues et suraigués altérant I'état général de l'animal, peuvent intervenir
comme facteurs prédisposant a d'autres maladies de la vache laitiére (Debreil, 2008). On a aussi les

couts des traitements et le temps passé a les exécuter (Gedilaghine, 2005 ; Debreil, 2008).

1.3.2.Importance sanitaire :

Les mammites portent atteinte a I’hygiéne animale et potentiellement & la santé publique
(Bogni et al ., 2017).Le lait de mammite clinique n'est pas commercialisé mais celui des infections
subcliniques peut entrer dans la production de fromage, lait et autres produits laitiers. La
contamination de ceux-ci par certains germes (Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes et
Salmonella) peut étre responsable de toxi-infections alimentaires en l'absence de pasteurisation
(Debreil, 2008).

1.4. Agents etiologiques des mammites cliniques :

De trés nombreux micro-organismes sont susceptibles de franchir la barriere constituée par
le canal du trayon et de se multiplier dans la mamelle : c’est le cas des bactéries, des virus, des
levures et des algues qui peuvent étre la cause d’infections mammaires (Boultif, 2015).

Cependant, ce sont les bactéries qui sont responsables de la trés grande majorité des

mammites (Poutrel, 2004).

1.4.1. Bactéries :
Généralement une seule espece bactérienne est responsable de l'infection, trés rarement,
I'association de deux espéces. On classe les especes bactériennes responsables d'infections

mammaires en deux groupes (Annexe 02) (Poutrel, 2004 ; Van de leemput ,2007) :
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1.4.1.1. Les germes pathogénes majeurs :

IIs regroupent les coques a Gram positifs (Streptococcus uberis, Streptococcus dysgalactiae,
Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus), les entérobactéries (Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Enterobacter aerogenes,etc.) et les entérocoques, plus rares (Enterococcus faecalis...)
(Debreil, 2008 et Villard, 2017).

a. Escherichia coli :
e Définition :

Escherichia coli est I'une des principales bactéries responsables des cas de mammite. Cette
bactérie est un batonnet a Gram negatif de la famille des entérobactéries. Il est un des micro-
organismes pathogenes qui cause de la mortalité dans certains cas de mammite (Poirier, 2007).

Les infections mammaires a entérobactéries (E. coli, Klebsiella spp, Enterobacter spp,
Citrobacter spp,etc.) ont la méme pathogeénie. Il est impossible de les différencier cliniquement sans
examens complémentaires, c'est pourquoi le terme de << mammite a enterobacteries > est souvent
employé a c6té du terme de << mammite colibacillaire >>.

Par ailleurs, E. coli est isolée plus fréquemment lors de mammite clinique que lors de

mammite subclinique (Serieys, Seegers, 2002 et Angoujard, 2015).

e Source et transmission :

La source d’infection la plus commune est la matiere fécale présente dans 1’environnement
des vaches. La litiere organique telle que la paille, les sciures et copeaux de bois supporte bien la
croissance d’E. coli, surtout lorsque la température est élevee et lorsque la litiere est humide. Ceci
favorise donc la contamination du canal du trayon et augmente l’incidence de la mammite
(Fairbrother, 2014).

Les souches <« mammaires > d'E. coli suivent un modéle épidémiologique contagieux. Elles
contaminent la mamelle pendant le tarissement et entrainent des mammites cliniques ou
subcliniques, intervenant souvent dans les trois mois post-vélage (Remy, 2010). Ces souches
d'E.coli ont de meilleures capacités d'adhésion. Elles ont une capacité d’invasion des cellules
épithéliales mammaires en moyenne 13 fois supérieure aux autres souches (Dogan et al, 2006 ;
Passey et al, 2008).

e Le pouvoir pathogéne
Certaines souches d’E. coli présentent une capsule polyosidique autour de leur paroi, ce qui

leur permet d’échapper aux immunoglobulines, et les rend moins sensibles aux neutrophiles et au
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complément (Serieys et Seegers, 2002). La capsule masque ainsi 1’antigene O sous-jacent. Elle
assure une protection vis-a-vis de I’activation du complément et empéche I’attachement et la
phagocytose par les cellules phagocytaires. La plupart des capsules sont chargées négativement,
tout comme les membranes des cellules phagocytaires, créant un effet répulsif (Hirsh et al., 2004).
Le pouvoir pathogene des entérobactéries est 1i¢ d’une part au lipopolysaccharide (LPS),
élément de la paroi de la bactérie qui se libere & la mort de celle-ci. Le LPS induit la réaction
inflammatoire. Le lipide A constituant du LPS et également appelé endotoxine, est a I'origine de
I'endotoxine et du choc correspondant. On parle ainsi également de << mammite toxique > (Djabri
et al., 2002) et d’autre part , a la sécrétion d’agents cytotoxiques pour 1’épithélium mammaire par
E. coli. On observe aussi dans 30 a 40% des cas graves (mammites aigués a suraigués) une
bactériémie. Ces infections sont caractérisées par la trés forte inflammation qu’elles induisent
(Djabri et al., 2002). Les souches d’E. coli ont la capacité de diriger leur internalisation dans une
vacuole d’endocytose, ce qui empéche l'action des lysosomes, et leur permet de s’y multiplier

(Dogan et al., 2006 ; Passey et al., 2008).

b. Staphylococcus aureus :

Staphylococcus aureus est une coque Gram +, hémolytique, aero-anaérobie facultative
(Asperger et Zangerl, 2011). Ce germe est présent partout a la surface de la peau et des muqueuses
et en particulier au niveau des trayons (Durel, 2004 et Van de leemput, 2007).

Toutes lésions de ces derniers favorisent sa multiplication. Staphylococcus aureus est
résistant dans le milieu extérieur. Il peut, s'il y a un défaut d’hygiene au moment de la traite ou un

dysfonctionnement de la machine a traire, se retrouver dans les gobelets trayeurs(Salat et al., 2007).

c. Streptococcus uberis :

C’est un germe ubiquitaire, susceptible d’infecter différents organes et de se multiplier
partout. On le trouve sur la peau, les trayons, le pelage, dans la cavité buccale et les voies génitales.
C’est une coque a Gram+. Il est trés présent dans 1’environnement. Tout comme E. coli, son origine
est les feces (Serieys, 2003 ; Durel et al., 2004 ; Faroult et al., 2005).

Streptococcus uberis est responsable en général de mammite clinique plutét en début de
lactation et au moment du tarissement. Les mammites a S. uberis sont en général aigues provoquant

une inflammation du quartier, une hyperthermie et des modifications du lait (Angoujard, 2015).
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d. Staphylocoques a coagulase négative (SCN) :

Les SCN (Staphylococcus intermedius, S. hyicus, S. xylosus, S. epidermitis, S. chromogenes,
S. warneri, S. simulans,S. sciuri,etc.) sont des coques a Gram +, hémolytiques ou non, aero-
anaerobies facultatifs (Houssa, 2006 ; Angoujard, 2015).

Les SCN générent majoritairement des mammites subcliniques, le plus souvent chroniques
(Angoujard, 2015)

1.4.1.2.Les espéeces pathogenes mineures :

Elles sont exceptionnellement responsables de mammites cliniques, mais plutét de
mammites sub-cliniques. Ces germes sont également classés en germes contagieux et en germes
d’environnement (Shyaka, 2010).

Parmi ces nombreuses bacteéries, les plus fréquentes sont les streptocoques autres que S.
uberis (S. dysgalactiae, etc.), les entérobactéries autres que E. coli (Klebsiella spp, etc.),
Corynebacterium bovis et d'autres bactéries (Bidaud et al., 2010).

a.Streptocoques autres que S. uberis :

Streptococcus dysgalactiae est une coque a Gram positif responsable de mammites
subcliniques ou cliniques souvent plus sévere que S. uberis. Les réservoirs de cette bactérie sont
I'environnement et la peau des trayons crevasses. La transmission peut se faire lors de la traite ou

par I'environnement (Blowey et Edmondson, 2010 ; Remy, 2010).

b.Klebsiella spp :

Klebsiella spp est un bacille & Gram négatif de la famille des entérobactéries. Les deux
espéces les plus fréquemment isolées lors de mammites sont K. pneumoniae et K. oxytoca (Zadocks
et al.,2001). Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) colonise souvent la glande mammaire durant

la phase d’involution du pis (Zadocks et al., 2001 ; Angoujard, 2015).

c.Mycoplasma bovis :

Ce sont des micro-organismes hautement contagieux (NMC ,1999). Le réservoir de ce
germe est représenté par les quartiers déja infectés. Sa transmission est trés facile d’une vache a
I’autre. Les mammites cliniques a mycoplasmes peuvent étre quelquefois associées a d’autres

pathologies (kératite, arthrite et maladie respiratoire). (Francoz et al., 2007).
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d.Trueperella pyogenes :
C’est une bactérie a Gram positif anciennement nommée Arcanobacterium pyogenes. Cette
mammite est sévere avec une létalité pouvant atteindre 50 %. Elle est caractérisée par du pus

crémeux et tres nauséabonde s'‘écoulant du trayon (Remy, 2010 et Theron et al., 2010).

e.Corynebacterium bovis :
C’est une bactérie a gram positif vivant a la surface de la peau des trayons et pouvant
coloniser la mamelle par le canal du trayon. (Watts et al., 2000).

Elle est responsable de mammites subcliniques (Smith, 2008 ; Scott et al., 2011).

f.Pseudomonas spp :

Pseudomonas aeruginosa est 1’espéce la plus répandue, la plus reconnue et la plus pathogéne
du genre Pseudomonas (Houssa ,2006).

Le plus souvent, Pseudomas aeruginosa provoque des mammites cliniques aigues. La
contamination est rare, mais elle peut concerner plus du tiers du troupeau car I’origine de l'infection
est I'eau contaminée utilisée pour nettoyer le matériel de traite ou laver les trayons. (Remy, 2010 ;
Blowey ; Edmondson, 2010).

g.Listeria monocytogenes et Salmonella spp :
Ces deux bactéries importantes en termes de sante publique et en particulier de sécurité
sanitaire des aliments provoquent rarement des mammites, celles-ci sont le plus souvent

subcliniques (Remy, 2010).

h.Serratia sp :
C’est une bactérie qui provoque des mammites cliniques sans atteinte de 1’¢tat général

(Remy, 2010).

1.4.2. Autres agents responsables de mammites :

1.4.2.1. Levures, champignons et algues :

Les levures (Candida albicans et Cryptococcus neoformans), champignons (Aspergillus
fumigatus) et algues (Prototheca zopfii) responsables de mammites sont des agents pathogénes
mineurs (Bidaud et al., 2010 et Angoujard ,2015).
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Les sources de contamination sont souvent des litieres humides et/ou moisies, ce qui peut
arriver lorsque la paille est stockée a l'extérieur des batiments (Remy, 2010 ; Blowey et
Edmondson, 2010).

1.4.2.2.Virus :

a. L’herpés virus bovin de type 2(BHV2) /La Thélite ulcérative herpétique des bovins :

L'agent causal de la Thélite ulcérative herpétique bovine, dénommeée «Bovine herpes
mammilitis»), est un virus de la famille de Herpesviridae. C’est une affection qui se caractérise par
I'apparition au niveau du trayon des vésicules puis d'ulcéres douloureux qui sont fréeqguemment a

I'origine de mammites pouvant se surinfecter et conduire a la perte du quartier (Durand, 2000).

b. Virus de la leucose et de la fievre aphteuse :
-La leucose : il n’existe a priori pas de mammite directement imputable au virus de la leucose
bovine. Cependant I’élimination du virus par le lait est possible.

- La fiévre aphteuse : cliniquement, on observe ’apparition de taches rouges au niveau desquelles

des aphtes apparaissent. Ils se rompent au bout d’une semaine et laissent des érosions plates se

réparant apres formation de croGtes (Hanzen, 2016).

1.5. Pathogénie des infections mammaires :

Voici un scénario typique qui mene a l'apparition d'une mammite (Figure 01).

1. Contact avec le microbe: Le nombre de microorganismes s'accroit pres de l'orifice (ou

sphincter) d'un ou plusieurs trayons. C'est la que I'hygiene et les procédures de traite ont un role

important a jouer pour éviter que ces microbes pénétrent le quartier (Giesecke, 1985).

2. Entrée du microbe dans le trayon:

La mammite se développe lorsque le canal du trayon de la vache est exposé aux matiéres
fécales ou a un environnement contaminé. Les trayons endommageés (blessures, kératine abimée a
I'intérieur du trayon) ou trop ouverts vont étre plus facilement envahis par Les pathogénes qui
peuvent donc coloniser la mamelle. Suite au contact direct avec 1’environnement contaminé, E. coli
pénetre au niveau du trayon et s’installe dans le canal. L’intensit¢ de la réponse de 1’hote
déterminera 1’apparition des signes cliniques (Blowey et Edmondson, 2010 ; Fairbrother et Nadeau,
2010).

3. Réponse immunitaire de la vache:

Les neutrophiles sont les cellules les plus importantes pour la défense de I’hote face a une

infection a E. coli. Il est essentiel que ces cellules arrivent rapidement au niveau de la lumiére de la
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glande mammaire afin d’avoir une efficacité totale. Ainsi, lorsque la période de lactation est bien
établie, les infections mammaires a E. coli sont accompagnées d’un minimum de signes cliniques
systémiques tels que la fievre et d’une diminution temporaire de la production laitiere. Les signes
cliniques sont modérés et la vache guérie par elle-méme. (Burvenich et al., 2003).

Durant la période de parturition ou en début de lactation, plusieurs facteurs permettent a
E. coli de se multiplier en grande quantité. Ceux les mieux connus sont la faible concentration de
lactoferrines dans le lait, une réponse tardive des leucocytes polynucléaires et une diminution au
niveau de la tension d’oxygeéne due a la multiplication bactérienne. Ceci engendre ainsi une
diminution de I’efficacité de la destruction des E. coli dans les phagolysosomes et une transition
rapide vers la présence d’une population leucocyte mononucléaire dans la glande mammaire
remplacant les polynucléaires les plus efficaces (Fairbrother et Nadeau, 2010).

Les E. coli se multiplient et meurent dans la glande mammaire libérant ainsi les LPS
(endotoxine) de la membrane cellulaire externe. La liaison des LPS avec les cellules de 1’hote initie
la production de TNF-a qui est responsable de 1’enclenchement de la cascade de 1’inflammation qui
est causé lors de I’apparition des signes cliniques locaux et systémiques (Hoeben et al., 2000 ;
Blum et al., 2000). La production des médiateurs de I’inflammation au niveau de la glande
mammaire est responsable de 1’appel des neutrophiles. Lorsque ’appel de ceux-ci se fait de facon

efficace et rapide, les bactéries sont phagocytées et détruites.
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Figure 01 : Réponse de la mamelle aux infections (Drutel, 2017).
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1.6. Traitement des mammites cliniques bovines :

Pour les producteurs laitiers, 1’objectif immédiat du traitement des mammites
cliniques est de diminuer les signes cliniques de la maladie et les souffrances de la vache, en plus
d’assurer le retour a la normale du lait et du quartier infecté (Dominique ,2001) .

1.6.1. Trairement prophylactique :

Le vaccin : contient des souches inactivées d’Escherichia coli et de Staphylococcus aureus
et ne doit pas étre administré qu’aux animaux sains. Le vaccin est destiné a améliorer I’immunité
des troupeaux de bovins laitiers présentant des problémes récurrents de mammites causées par
E.coli et S.aureus. Il induit une réduction de l'incidence des mammites subcliniques, ainsi que de

I’incidence et de la sévérité des symptOmes associés aux mammites cliniques (Poutrel, 2014 ;

Schukken et al., 2014).

1.6.2. Traitement curatif :

1.6.2.1. Les fluides et les électrolytes:

Les vaches atteintes de mammites cliniques modérées a sévéres peuvent subir
des débalancements d’¢électrolytes (sodium, chlore, potassium, calcium, etc.) et étre déshydratées a
la suite de la baisse d’appétit et de consommation d’eau et de la stase du rumen ou de diarrhée
(Rémy ,2010 ; Le Page et al., 2014). Les vaches les plus affectées sont généralement celles qui sont
aux prises avec les mammites a coliformes. Ces derniéres peuvent développer des chocs
septiques ou endotoxiques ( Descoteaux , 2004).La réhydratation par voie veineuse est
indispensable dés que le seuil de 8 % de déshydratation est atteint (Le Page et al., 2014 ).

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

complementation calcique est a réaliser par voie orale(Le Page et al., 2014 ; Angoujard, 2015).

1.6. 2.2. Les anti-inflammatoires :

Les agents anti-inflammatoires sont fréquemment utilisés chez les vaches atteintes de
mammites cliniques aigués séveres. Ils permettent de controler I’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. 11 existe deux classes d’anti-inflammatoires soit anti-inflammatoires Stéroidiens

(Les glucocorticoides (GC)) et les anti-inflammatoires non-stéroidiens (AINS) (Descoteaux, 2004).

1.6.2.3. Oxytocine et la traite fréquente:

L’oxytocine est utilisée pour stimuler I’éjection du lait et faciliter la sortie des sécrétions
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mammiteuses du quartier infecté. La traite fréquente permet la sortie des sécrétions anormales, des
bactéries, des toxines et des médiateurs de I’inflammation (Descoteaux, 2004).

L’administration d’oxytocine et la traite fréquente des quartiers en mammite clinique
modérée ou sévere ne sont pas efficaces, si elles sont pratiquées sans aucun autre traitement

(antibiotique et fluidothérapie) (Roberson et al., 2004).

1.6.2.4. Traitement a base d'Antibiotiques :

Les traitements (ATB): sont présents seuls ou en association. Ils appartiennent a cing
familles: Bétalactamines (pénicillines et céphalosporines), aminosides, tétracyclines, polypeptides
et macrolides (Gedilaghine, 2005)

1.6.2.4.1. Voies d’administration :

a. Traitement par voie générale

La voie parentérale ne se justifie qu’en cas de mammites suraigués et aigués pour lesquelles
la septicémie est a craindre.

Les inconvénients de cette voie sont surtout relatifs aux quantités d’antibiotiques employés
et donc le colit du traitement (proportionnel au poids de I’animal), la nécessité, en général, de traiter
plusieurs jours (trois a cing) et de faire des injections occasionnent des stress supplémentaires
(Durel et al., 2003).

b. Traitement par voie galactophore :

Dans les premiers stades de I’infection, les bactéries se trouvent en général dans les canaux
excréteurs de la mamelle. La voie galactophore permet donc de mettre rapidement en contact les

micro-organismes et les antibiotiques (Durel et al., 2003).

1.6.2.4.1. Traitement des mammites colibacillaires :

Il est indispensable, avant tout traitement, de réaliser un préléevement de lait pour une
bactériologie, afin de déterminer I'agent responsable, méme si on considére en premier lieu qu'il
s'agit d'un colibacille. Escherichia coli peut provoquer un choc endotoxinique ou une bactériémie

précoce défavorable a la survie de la vache. Le praticien devra mettre en place un traitement
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d'attaque privilégiant les fluoroquinolones ou I'association sulfamide-triméthoprime par voie
parentérale (Salat et al., 2007).

Les scientifiques utilisent une fluoroquinolone a forte concentration une seule fois.

Aux Etats-Unis, lors de mammites colibacillaires, aucun traitement antibiotique n'est
prescrit. Seul un anti-inflammatoire est utilisé pour lutter contre le choc endotoxinique. En effet, les
colibacilles sont souvent rapidement élimines par les défenses immunitaires (Van de leemput,
2007). On observe 70% de guérisons spontanées (Seegers et al., 2007).

Il est important de sensibiliser I'éleveur a intervenir rapidement lors d'une mammite a
coliforme, si possible en phase d'hyperthermie, pour éviter le choc endotoxinique et des lésions
irréversibles de la mamelle (Bosquet, 2005). Au bout de 24h, le praticien revient dans I'exploitation
avec un premier résultat de bactériologie : si l'agent responsable de I'infection mammaire est
effectivement un colibacille, on poursuit le traitement symptomatique en utilisant ou pas des
antibiotiques par voie parentérale contre les Gram négatif ainsi qu'un A.L.LN.S (Anti-Inflammatoire
Non Stéroidien), par contre, s'il s'agit d'une bactérie Gram positif, il faudra reconsidérer le
traitement antibiotique (Foucras et al, 2006 ; Schmit et al, 2007)

1.6.2.5. Autres traitements :
Beaucoup d’autres traitements sont utilisés lors de mammites cliniques. Le massage du
quartier avec ou sans onguent, 1’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 contrdlées et aléatoires (Hillerton et Berry, 2003).

1.6.3. Résistance aux antibiotiques :

Afin de bien controler la mammite bovine et d’éviter les problémes associés avec la
résistance aux antibiotiques et 1’échec du traitement, il est important de connaitre certaines
caractéristiques de 1’antibiorésistance des agents pathogeénes en cause. Plusieurs études démontrent
des résultats concernant la surveillance de 1’antibiorésistance, mais les méthodes utilisées pour
déterminer le statut des diverses souches ne sont pas toujours les mémes. Il faut donc étre prudent
quant a la comparaison de ces résultats. Une étude en Finlande sur 154 isolats d’E. coli provenant
de 65 fermes laitieres a pu démontrer que les antibiotiques pour lesquels de la résistance était plus
souvent détectée étaient 1’ampicilline (18,6 %), la streptomycine (16,4 %), la tétracycline (15,7 %)
et le sulfaméthoxazole (13,6 %). De plus, pour cette étude, aucune résistance n’a été détectée pour

la gentamicine, le florfénicol et pour le ceftiofur (Suojala et al., 2011).
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Une étude aux Etats-Unis rapportait des résultats d’antibiorésistance pour un suivi de 10
antibiotiques utilisés en médecine vétérinaire pour 129 E. coli isolés de cas de mammite bovine. La
plupart des E. coli (98,4 %) étaient résistants a 1’ampicilline et plusieurs étaient résistants a la
streptomycine (40,3 %), au sulfisoxazole (34,1 %) et a la tétracycline (24,8 %) (Srinivasan et al.,
2007).

Parfois, il est possible de retrouver certains facteurs de virulence qui seraient corrélés avec la
présence de résistance aux antibiotiques. Ceci n’est pas trés souvent rapporté en ce qui concerne les
souches d’E.coli causant des mammites bovines. L’étude en Finlande a pu rapporter une telle
corrélation. De tous les genes de virulences évalués, ils ont pu mettre en évidence que seulement
iucD présentait une corrélation avec la résistance envers la streptomycine, 1’ampicilline, le
sulfaméthoxazole et le trimethoprime. Ce géne code pour 1’aérobactine qui est impliqué dans
I’acquisition du fer et peut étre présent soit au niveau d’un chromosome ou sur un plasmide, ou

beaucoup de génes d’antibiorésistance sont situés (Suojala et al., 2011).
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I1. Les produits de la ruche

Parmi nos meilleurs choix dans les pays de tiers monde est la valorisation des produits de la
ruche (miel, propolis, gelée royale, pollen, venin, etc.) .Leurs exploitation en médecine naturelles
est le plus souvent en complément des traitements conventionnels.

Récemment, de nombreuses études scientifiques ont redonneé la juste place de ces produits
dans I’apithérapie. L’effet antibactérien et antifongique sont parmi les effets les plus importants et
les plus étudiés (Assie, 2004 ; Boukraa et al., 2008).

A ce propos, le miel, la propolis et la gelée royale seront développés dans cette partie a cause

de I’intérét qu’ils vont porter pour notre partie expérimentale.

11.1. Le miel :
11.1.1. Définition du miel :
Le mot «miel» est issu du latin mel, mellis qui signifie «miel» et « douceur».

(Joshi et al., 2000 et Lequet, 2010).
Il est défini comme étant la denrée naturelle, sucré produite par les abeilles mellifiques a

partir du nectar des fleurs ou de certaines sécrétions provenant de parties vivantes de plantes
(Makhloufi, 2011).

11.1.2. Les différents types du miel :
Selon Sanz et ses collaborateurs en 2005, le miel vient des plantes par I’intermédiaire des

abeilles a partir du nectar recueilli dans la fleur ou du miellat recueilli sur la plantes (Figure 02).
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Il existe une innombrable variété de miels, correspondant aux fleurs et aux plantes visitées par
les abeilles, ainsi qu’a la source récoltée (nectar ou miellat).
On peut separer les miels en :

Les miels monofloraux ou unifloraux, qui proviennent de fagon prédominante d’une seule
espéce florale.

Les miels polyfloraux ou « miels toutes fleurs » ou encore « miels mille fleurs » qui résultent

de la récolte des abeilles sur plusieurs espéces florales (Clément, 2009).

11.1.3. Origine des miels :

11.1.3.1. Miel de nectar de fleurs :

Le nectar, qui est en générale la source principale de miel, est le liquide sucré sécrété par les
glandes dites nectariferes présentes sur de nombreuses plantes. Les nectaires qui abritent ces
glandes sont situés le plus souvent dans les fleurs, mais peuvent aussi se trouver a la base de

certaines feuilles (Marchenay et Berard, 2007).

Le nectar est un mélange chimique complexe constitué d’eau, de sucres, ainsi que d’autres

substances (proteines, lipides, minéraux, etc.) (Lequet, 2010).

11.1.3.2. Le miel de miellat :

Pour certains miels (le miel de sapin par exemple), la principale source sucrée est le miellat. Il
s’agit d’un liquide sucré produit par plusieurs especes d’insectes parasites vivant sur la plante, tels
que : des pucerons, des cochenilles ou de cicadelles. Ces insectes, munis d’un appareil buccal
piqueur suceur, prélevent la lymphe végétale dont ils se nourrissent en perforant la plante qui les
abrite (Bruneau, 2004).

Il est difficile d’observer les abeilles effectuer ce type de butinage. Il a ét¢é montré qu’en
présence d’une grande quantité de nectar, elles délaissent le miellat. Cependant, lorsque les
conditions climatiques défavorables, le miellat peut représenter une source nutritive intéressante
pour I’abeille (Clément, 2006).

Le miellat est composé généralement des sucres (glucose, tri holoside, etc.)
(Bogdanov et al., 2005). II contient aussi de dextrine, de gommes, de protéines et d’acides aminés et

des vitamines (Bruneau ,2004).
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111.4. Fabrication du miel par les abeilles

Les abeilles butineuses ajoutent de la salive au nectar ou au miellat qu'elles recueillent
(annexe03), ce qui le rend fluide et surtout I'enrichit en enzymes, remplissent leur jabot puis
transportent le miellat ou le nectar jusqu'a leur ruche. La, elles distribuent aux ouvriéres d'intérieur
et aux males.

Le miellat et le nectar passent a plusieurs reprises d'une abeille a une autre en subissant a
chaque fois une addition de salive qui transforme les sucres. Puis, elles déposent le miel dans les

alvéoles, qui sera concentré et protégé (Alvarez, 2010).

11.1.5. La récolte du miel :

La récolte s'effectue lorsque les cadres de la ruche sont remplis et que la floraison est
terminée. Apreés avoir chassé les abeilles par enfumage, L'apiculteur retire les cadres de miel situés
en hauteur, puis il les transporte dans la miellerie et enléve les opercules a l'aide d'un couteau a
désoperculer. Les cadres sont, ensuite, places dans un extracteur (Annexe 04) qui permet, gréce a la
force centrifuge, de faire couler le miel dans la cuve. Le produit obtenu est ensuite filtré pour

éliminer les impuretés ou les restes de cire (Cuvillier, 2015).

11.1.6. La composition :

Le miel varie d'une ruche a l'autre du fait de la grande variété de plantes pouvant étre
récoltées par les butineuses (Djaafri et al, 2014). Il existe donc une multitude de miels de
consistance, de composition et de golt différents. Les composantes majeures sont I’eau et les
glucides (Tableau 01) (Amri, 2006) et d’autres composantes mineures dont les noms et les

pourcentages sont récapitulés dans 1’annexe 06.

Tableau 01 : la composition moyenne du miel (Teyssier, 2005).

Composant | Fructose | Glucose Eau Maltose | Saccharose | Divers
Quantité 38% 31% 17% 7,3% 1,3% 3,5%

11.1.7. Propriétés thérapeutiques du miel :

11.1.7.1. Effet énergétique et nutritionnelle :

Le miel étant composé de sucres simples, il est facilement assimilé par 1’organisme, il est,
souvent, utilisé par les sportifs pour sa valeur energétique : 310kCal / 100g. Cependant, Il est moins
calorique que le sucre (environ 405 kCal / 100g), ce qui en fait un aliment appréciée des diétéeticiens
(Gout, 2009).
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11.1.7.2. Effet antioxydant :

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

11.1.7.3. Effet sur le systtme immunitaire :

Il entraine I’augmentation de + 50 % de monocytes. En plus, La prise orale de miel stimule
la production d’anticorps durant les deux premieres phases de la réponse immunitaire contre les

antigenes thymus-dépendants et thymus-indépendants (Al-Waili et Haq, 2004).

11.1.7.4. Effet anti-inflammatoire :
Les flavonoides présents semblent provoquer la disparition des douleurs et des gonflements,

Le miel joue un réle anti-inflammatoire (Van Den Berg et al., 2008 et Tomczak, 2010).

11.1.7.5. Effet antibactérien :

Le miel inhibe la croissance d’un grand nombre de bactéries, y compris un grand nombre de
bactéries pathogenes (Mohammed, 2017).L’activité est plus importante quand le miel est administré
de facon topique, directement sur les zones contaminées. Le miel est bactériostatique et bactéricide.
L’activité antibactérienne est due a plusieurs facteurs :

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

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

o Le peroxyde d’hydrogéne H202: L'activité antimicrobienne de certains miels dépend de
leur contenu en peroxyde d'hydrogéne endogene (Brudzynski, 2006).

L’enzyme glucose-oxydase (sécrétée par les glandes hypopharyngiennes de I'abeille) forme le
peroxyde d’hydrogene H202 (aux propriétés antiseptiques) par oxydation du glucose et la catalase

scinde le peroxyde en eau et dioxygéne comme suit (Bogdanov et Blumer, 2001) :

Gluco-oxydase

Glucose + eau + s - acide gluiconique + H>O-

Catalase

L'eau est indispensable au processus d'oxydation, c'est ainsi que le peroxyde d’hydrogene se

forme uniquement dans le miel non-mur ou dilué. Dans le miel mur, le Processus est blogqué, avec

]
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possibilité de réactivation par dilution (Bogdanov et Blumer, 2001). Le glucose-oxydase est
thermolabile et sensible a la lumiére.

e Les facteurs « non peroxydes » : Les facteurs « non peroxydes » sont nombreux et ne sont
pas tous identifiés. On retrouve le méthylglyoxal, la bee-defensin, les composés
polyphénoliques et les flavonoides.

Il existe une variabilit¢ de 1’activité antimicrobienne, corrélée avec 1’origine botanique du

miel.

Le spectre antibactérien de nombreux miels est large sur les bactéries @ Gram positif et a
Gram négatif et sur celles sensibles ou résistantes a des antibiotiques (Boukraa et Al-Waili, 2005 ;
Sulaiman, 2009 ; Kwakman et al., 2010 ; Tomczak, 2010 ; Kwakman et al., 2011).

11.1.7.6. Effet antifongique :

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

11.1.7.7. Effet cicatrisant :

Le miel accélere la cicatrisation et la guérison des plaies et des brulures grace a ses propriétés
nettoyantes, désinfectantes et nutritives. Il est immunomodulateur. Il stimule, notamment la
multiplication et la croissance des fibroblastes et des cellules épithéliales qui vont participer a la
réparation (Descottes, 2009). Le miel induit également la synthése de collagéne et active le
transforming growth factor-B1 tissulaire. Grace a ses propriétés hygroscopiques, a 1’ H202 et a son

pH acide, il tue les bactéries et favorise la détersion des plaies (Cuvillier, 2015).

11.1.7.8. Effet antiviral :

Les chercheures ont montré une action du miel sur le virus de la rubéole In-vitro. De méme,
in vivo, le miel utilisé a révélé une activité antivirale supérieure a celle de I’acyclovir® sur des
1ésions dues au virus de I’herpés simplex labial et génital (types 1 et 2) chez ’homme (Mohammed,
2017).

11.1.8. Conservation :
Pour une bonne conservation du miel, pendant de nombreux mois, il faut faire attention a 3

facteurs : I’humidité, la chaleur et la lumiére. Si celui-Ci est soumis a une température trop
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importante, il s’en suivra une dégradation des sucres, une perte d’ardme et une augmentation de
I’acidité (Blanc, 2010).
Le miel doit étre conservé a 15°c, a 1’abri de la lumiére, de 1’air et de I’humidité et doit étre
préférentiellement consommé dans 1’année qui suit sa récolte (Clément, 2006).
Au cours du vieillissement et a la température ordinaire, on note des transformations tres
sensibles sur une période de un a deux ans :
e la coloration s’intensifie ;
e [’acidité libre augmente ;

e lateneur en enzyme diminue (Assie, 2004).

Il .2.La propolis

11.2.1. Définition de la propolis :

La propolis (Figure 03), également appelée colle dabeille, est une matrice complexe
naturelle synthétisée par les abeilles a partir de produits collectés dans les bourgeons des arbres ou
d'autres sources botaniques (telles que le peuplier, saule, bouleau, orme, aulne, hétre, conifeére,
marronnier  suc, résine, mucilage et treilli) (Annexe 07) et enrichies par leurs secrétions (cire et
sécreétions salivaires principalement) (Cuvillier, 2015 ; Sforcin, 2016 ; Oryan et al., 2018).

Le mot propolis est dérivé du grec, dans lequel pro signifie "a la entrée” a "et polis " city ",
indiquant que ce produit naturel est utilisé par les abeilles comme ciment pour garder I'hnumidité et
la température stables dans la ruche toute I'année, et sceller les fissures ou les espaces ouverts et
protéger leurs ruches contre I'infection par des bactéries et des champignons (Sforcin, 2016 et Al-
Ghamdi, 2017)
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11.2.2.La récolte de la propolis :

11.2.2.1. Par les abeilles :

La récolte de la propolis est faite par un nombre restreint d’abeilles ouvri¢res butineuses.
Ces ouvricres sont trés spécialisées dans cette activité puisqu’elles ne semblent pratiquement
effectuer aucun autre travail au sein de la colonie (EIl housseini , 2013).

La récolte qui ne répond pas a des regles bien définies et constantes, dépend de
nombreux facteurs :

-Facteurs saisonniers : la récolte a lieu, selon les cas, soit en début de saison (c’est a dire au
printemps), soit, le plus souvent, a la fin de la miellée ou a I’approche de I’automne (au moment ou
la colonie commence ses préparatifs d’hivernage) (Segueni, 2011).

-Facteurs geographiques : il a été constaté que les ruches situées dans les régions boisées
propolisent plus que les ruches de plaines (Cuvillier, 2015).

-Facteurs climatiques (la température): les abeilles récolteuses de propolis déploient leur
activité au cours des journées chaudes (température supérieure a 20°C) et en particulier pendant
les heures les mieux exposées a cette chaleur (soit entre 10 h et 15 h 30 en moyenne)
(Cuvillier, 2015).

-Facteurs liés a la race d’abeille: il est reconnu que les caucasiennes et certaines autres

races d’Asie mineures propulsent, en général, davantage que les autres (Ferhoum, 2010).

11.2.2.2. Par ’homme au niveau de la ruche :
La propolis peut étre récoltée selon deux techniques diverses (Annexe05):
- Raclage et grattage des cadres ou des parois de la ruche, de préférence par température
assez basse. La propolis alors dure et friable se détache mieux (Bruneau ,2015).
- Utilisation de différents dispositifs: grille moulée en matiere plastique ou en métal. On
pose cette grille comme couvre cadres. Les abeilles s’empressent d’obturer ces trous de propolis

(Evangelist-Rodrigues et al., 2001). Cette derniere technique est la meilleure.

11.2.3. Utilisation de la propolis
11.2.3.1. Par les abeilles :
A Tintérieur de la ruche, la propolis sert de mastic de ciment ou de baume. Les abeilles
I’emploient pour :
- assurer une meilleure isolation thermique ;
- obturer les fissures ;

- réduire I’ouverture de trou de vol dans les régions a climat froid ;
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- recouvrir les corps étrangers (souris, cétoines, frelons, etc.) qu’elles ne peuvent pas évacuer ;

- réparer les rayons et renforcer les minces parois des alvéoles en 1’incorporant a la cire que
I’abeille sécréte ;

- stériliser les alvéoles avant la ponte (Proste ,2005).

11.2.3.2.Par ’Homme :

La propolis est largement utilisée dans plusieurs domaines tels que :

a. Lecosmétique

La propolis et ses extraits ont été largement utilisés dans la dermatologie et le cosmétique
(Clémentine, 2015). Ses effets sur la régénération et la rénovation des tissus ont été bien étudiés.

Avec ses caractéristiques bactéricides et fongicides, elle offre de nombreux bénéfices dans
diverses applications (Ferhoum, 2010).

b. La médecine : La propolis est utilisée dans divers traitements tels que:

e les problémes cardio-vasculaires ;

e [’appareil respiratoire (pour diverses infections) ;

e les soins dentaires (Ferhoum, 2010) ;

e la propolis est une substance médicale active et importante dans le traitement des brQlures,
de la neuro-dermatite, des ulcéres de jambe, herpes génital, prurit et potentiellement actif
contre les dermatophytes (Oryan et al., 2018) ;

e La propolis est un espoir contre le cancer (constituée essentiellement de Polyphénols)
(Martha, 2014) ;

e Le goitre est I’affection thyroidienne la plus fréquente au monde. Sa guérison est lente et les
rechutes sont nombreuses. Les propriétés immunomodulatrices de la propolis permettent de
diminuer la durée de traitement de la thyroidite auto-immune et du goitre
(Domerego et al., 2017) ;

La propolis a une action directe sur le pancréas endocrine. L’effet attendu est hypoglycémiant
ce qui est intéressant dans le traitement du diabéte (Nolwenn, 2011) ;

e On utilise la propolis sous forme de spray ou d’inhalation pour soigner la toux, la laryngite
et les maux de gorge (Fournier, 2009) ;

e Le miel peut étre employé seul ou en association avec de la propolis pour réhydrater la peau,
guérir des plaies bénignes ou des coups de soleil. Cette association favorise la cicatrisation
(Laurent, 2005) ;

e La propolis, seule ou associée a du miel, a une action antiparasitaire et des effets

antiseptiques pour lutter contre certains parasites comme le ténia. (Fournier, 2009) ;
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e Lapommade a la propolis est trés indiquée pour soulager les démangeaisons et régénérer la
peau lésée (Domerego et al., 2017) ;
e Elle est utilisée aussi dans le soutien et 1’amélioration du systéme immunitaire

(Ferhoum, 2010).

c. Technologie alimentaire

La propolis peut étre utilisée comme préservatifs en matériel d’emballage de nourriture
(Mizuno, 2002). Elle est aussi utilisée pour la prolongation de la vie d’entreposage en congélation
des poissons (Ferhoum, 2010).

11.2.4 .Composition :

La composition de la propolis révele plus de 180 constituants, tous n’ayant pas été identifiés
(Domerego et al., 2009). La propolis est un ensemble de matiéres résineuses, gommeuses et
balsamiques. Comme ses origines sont variées, les proportions de ses constituants changent
énormément. Cependant, On retrouve toujours des résine et des baumes, de la cire, des essences, du
pollen et des éléments divers (Tableau 02) (Bruneau, 2009; Gharbi, 2011).

La composition varie en fonction des plantes butinées par I'abeille. Cependant, son activité

thérapeutique et ses propriétés restent inchangées (Cuvillier, 2015).

Tableau 02 : Composition moyenne de la propolis (Bruneau, 2009).

Composants Résines et Cires Assenés Pollen Autres
baumes végeétales
quantité 55% 30% 7% 3% 5%

11.2.5. Propriétés thérapeutiques:

11.2.5.1 .Effet antibactérien :

La propolis est souvent nommée « antibiotique naturel ». Ces propriétés sont étendues et
importantes sur de nombreuses souches bactériennes. Son action est puissante, elle agit en effet sur
Staphylococcus aureus (Trusheva et al.,, 2010), les streptocoques (Streptococcus mutans
responsable des caries dentaires et Streptococcus sobrinus), Paenibacillus alvei, Bacillus subtilis,
Enterococcus faecalis ou encore sur les Gram négatifs comme les salmonelles, proteus mirabilis ou
Helicobacter pylori, responsable d’ulcére gastroduodénal (Kim et al., 2011). En revanche, on note
une faible activité de la propolis sur Escherichia coli et les Pseudomonas (Ghedira et al., 2009 ;
Cuvillier, 2015).
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Les différentes études mécanistiques suggerent que la propolis et/ou ses composes
pourraient inhiber la croissance bactérienne par blocage de la division cellulaire, par une
désorganisation du cytoplasme, par une inhibition de la synthése protéique ou par une inhibition du
processus d’adhésion (Scazzocchio et al., 2006 ; Farooqui et Farooqui ,2010)

Certaines études ont montré que des souches résistantes, voire multi résistantes aux
antibiotiques, étaient sensibles a la propolis (Raghukumar et al., 2010). Il a également été montré
que la propolis, lorsqu’elle est prise en association avec certains antibiotiques, augmente leur

efficacités (streptomycine, ampicilline, gentamycine, cloxacilline, etc .) (Cardinault, 2012).

11.2.5.2. Activité antivirale :

Les études ont montré que la propolis et/ou ses constituants étaient efficaces contre de
nombreux virus : myxovirus, poliovirus, coronavirus, rotavirus et adénovirus (Schnitzler et
al.,2010 ; Cardinault et al., 2012). Ainsi, la propolis et certains de ses constituants (apigénine et
chrysine) possedent un effet prophylactique contre le virus de la grippe (Liu et al., 2008).

La propolis de peupliers et I'un de ses principaux composés, I’ester phényléthylique d’acide
caféique (CAPE), ont un potentiel anti-VIH (comme agent anti-intégrase du virus) (El housseini,
2013).

11.2.5.3. Activité antifongique :
La propolis a une activité antifongique importante, c’est ce qui permet aux cadavres présents
dans la ruche, dont les abeilles ne peuvent se débarrasser, de ne pas moisir (Ghedira et al., 2009).
Elle a une activité fongicide contre les germes appartenant au genre Candida, mais aussi
contre les champignons de type Aspergillus (Ozcan ,2004) et Mycrosporum ainsi que contre les
levures (Dalben-Dota et al., 2010).

11.2.5.4. Effet antiparasitaire :
Selon certaines études, la propolis serait efficace contre la plupart des parasites répandus
essentiellement dans les pays tropicaux et subtropicaux, tels que :
e les Trichomonas — Trichomonose uro-génitale ;
e le Trypanosoma cruzi — Maladie de Chagas ou trypanosomiase américaine ;
e les Leishmania — Leishmaniose ;
e |le Gardia lamblia —Lambliase ou parasitose intestinale humaine (Abdel-fattah et
Nada, 2007).
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De plus, il a été démontré qu’elle aurait une action inhibitrice contre le Toxoplasma gondii,

connu pour &tre I’agent responsable de la toxoplasmose (El housseini, 2013).

11.2.6. Conservation :

La propolis est un produit facile a conserver, quelle que soit la forme sous laquelle elle se
présente. I est, toutefois, préférable de la conserver dans des récipients hermétiques, a ’abri de la
lumicre, de I’humidité et de la chaleur. Pour bénéficier de toutes ses propriétés, il est recommandé

d’utiliser la propolis aussi fraiche que possible (Nolwenn, 2011).

11.2.7. Toxicité :
Les études en rapport avec la toxicité de la propolis sont rares. Elle ne sera pas toxique pour
les hommes et les animaux, si elle est consommée en quantités raisonnables (Segueni, 2011).

Cependant, Il peut exister des cas d’allergies de contact (dermatose et eczéma) (Gardana et

Simonetti ,2011).

11.3. La gelée rovyale :

11.3.1.Definition de la gelée royale :

La gelée royale est la substance élaborée dans la ruche, elle est, entre autre, destinée a
I'alimentation des reines .Elle est fabriquée en tres faible quantité par la colonie, et elle demande un
savoir-faire particulier & l'apiculteur pour la recueillir. Il s'agit d'une sécrétion crémeuse, blanchatre
a jaunatre, a l'odeur discrétement piquante et au godt acide di a son pH avoisinant 3-4. Elle est
consommée comme complément alimentaire, mais elle est également utilisée en cosmétique et dans

I'industrie pharmaceutique (Bogdanov, 2011; Bruneau, 2011 ; Han et al., 2011).

11.3.2. Fabrication de la gelée royale :

La gelée royale est sécrétée par les glandes hypopharyngiennes et mandibulaires des jeunes
abeilles nourrices, au stade ou ces glandes sont les plus développées. Elle est fabriquée a partir des
protéines et des nutriments du pollen qu'elles ont ingérés (Gharbi, 2011).

On distingue deux types de gelée royale : celle destinée a toutes les larves durant leurs
premiers jours de développement et celle destinée uniquement aux larves de reines (Cherbuliez et
Domerego, 2003).

]
25 |

—



Synthese Bibliographique Chapitre 11 : Les produits de la ruche

11.3.3. Récolte de la gelée royale :

La récolte consiste a prélever directement dans la ruche les cellules royales produites
régulierement (Jean-Prost, 2005). Pour une grande production de gelée royale, il est nécessaire de
suivre plusieurs étapes (Jean-Prost, 2005 ; Marchenay et Bérard, 2007) :

e rendre la ruche orpheline : Sans reine (tuée ou déplacée) ;

o installer des cellules naturelles ou artificielles ;

Pour récolter la gelée royale, il est d’abord nécessaire de retirer les larves avec une pince. La
substance royale est récoltée a la spatule ou aspirée a la seringue ou au compte-goutte a piston
(Figure 04). 1l faut ensuite retirer les débris de cire et autres impuretés a la pince et filtrer la gelée
royale (Jean-Prost, 2005).

Figure 04: Récolte de la gelée royale (Clément, 2006).

11.3.4. Composition de la gelée royale :

La gelée royale est théoriquement riche en éléments nutritifs, d’ou son intérét pour la reine,
Cet intérét est d0 a une composition variée (Annexe08), mais aussi a la présence des molécules
spécifiques de la gelée royale. Les différences entre les gelées royales sont beaucoup moins
marquées que pour le miel (Gharbi, 2011).

En fait, la composition moyenne de la gelée royale est comme rapportée dans le tableau 03.

Tableau 03 : Composition moyenne de la gelée royale (Clément et al ., 2011).

Composants Eau Glucide Protide Lipide Autres

Quantite 66% 15% 13% 4% 2%
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11.3.5.Propriétés thérapeutiques :

11.3.5.1. Effet antibactérien :

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

11.3.5.2. Effet antiviral et antifongique :
Elle présente egalement une activité antivirale, utile dans les traitements des hépatites ou
dans le cas de grippes en stimulant le systeme immunitaire. En effet, son action directe sur les virus

n’a pas été clairement démontrée (Blanc, 2010).

11.3.5.3. Effet cicatrisant :
La gelée royale aide a lutter contre les agressions extérieures et contre le vieillissement de

notre organisme, notamment au niveau des phaneres et de la peau (Cuvillier, 2015).

11.3.6. Conservation :

Aprés récolte, la gelée Royale est placée en flacon de verre hermétique puis stockée au froid
(température inférieur a 5°C), a l'abri de I'hnumidité et de la lumiére. La conservation peut étre de
plusieurs mois. On trouve également de la gelée royale sous forme lyophilisée en capsule ou en

gélule, en ampoule sous vide, en flacon, en comprimé ou mélangée avec du miel (Cuvillier, 2015).
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I.1. Objectifs :

Les mammites cliniques sont parmi les pathologies majeures liées a la production laitiére

bovine, qui entrainent une perte de production considérable et un impact sur la santé public.

Par conséquent, I’objectif de ce travail est de faire une étude comparative de ’activité

antibactérienne entre quelques produits de la ruche (miel, propolis et gelée royale), utilisés

indépendamment ou en association vis-a-vis des souches d’E.coli, ainsi que de les comparer par

rapport aux antibiotiques testés et de déterminer leurs CMI et leur CMB. Ceci est dont le but de

trouver un nouveau moyen de lutte.
I.2. Cadre de I’étude :

Notre partie expérimentales a été réalisée au laboratoire de microbiologie, du département

de biologie appliquée, université de Chikh Laarbi Tebessi de Tébessa , durant une période de 3mois

allant du 1" février jusqu’a fin Avril 2018.

1.3. Matériel et méthodes :

1.3.1. Matériel:

1.3.1.1. Echantillon du miel : deux variétés du miel ont été récoltées a partir de deux

endroits différents (Tableau 04 et figure 05).

Tableau 04 : Renseignements des différents miels utilisés.

N° Types de Région Origine Date de Le mode Couleur
d'échantillon Miel florale récolte | d’extraction | (marron)

M1 Multifloral Batna Toutes fleurs | 04-2017 Manuelle Claire

M2 Multifloral | Tizi Ouzo Toutes fleurs | 05-2017 Manuelle Foncé

Figure05 : Les différents miels utilisés.

—
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1.3.1.2. Echantillons de la propolis :
Deux échantillons ont été obtenus auprés des mémes apiculteurs des wilayas origines des

échantillons du miel (Figure06).

Figure 06 : Les différentes propolis utilisées

1.3.1.3. Echantillons de la gelée royale :

Un échantillon a été obtenu de la méme ruche origine du miel et de la propolis, auprés de
I’apiculteur de la wilaya de Batna (G1) (EL maadher).

Le deuxiéme échantillon est obtenu de la France (GF) dans un flacon hermétique contenu
dans un emballage opaque avec des renseignements indiquant les conditions de conservation

adéquate (Figure 07).
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Figure 07 : Echantillons de gelée royale algérienne et francaise.
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1.3.1.4.Souches bactériennes :
05 souches d’E.coli, isolées a partir de mammites cliniques bovines, et une autre de
référence. Elles ont été fournies par le laboratoire de recherche de la gestion des ressources

animales locales, de I’école nationale supéricure vétérinaire d’Alger (Tableau 05 et figure 08).

Tableau 05: Souches bactériennes.

Nom Nombre
Escherichia coli(25922) 01
Escherichia coli 05

Figure 08: Souches conservées sur gelose nutritive inclinée.

1.3.1.5. Les antibiotiques :
Les antibiotiques testés sont sélectionnés parmi les molécules actives actuellement sur les
entérobactéries et ceux qui sont utilisés le plus couramment par les vétérinaires praticiens dans le

traitement des mammites (Tableau06).
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Tableau 06 : Liste des antibiotiques utilisés.

Diamétre

Famille Antibiotiques Code [Charge de | critique (mm)
disque s> | | R<
Ampicilline *AMP 10 pg 14 - 14
Pénicillines Amoxyclav CAMC 30ug 19

(amoxycilline+acide 19 -
p-lactamines clavulanique)
Cephalosporines Céphalotine CEP 30 pg 18 |15-17 |14
(Cephem)

Cyclines Tetracycline TE 30 pg 15 |12-14 |11
Quinolones Ofloxacine *OFX 5 ug 22 |20-21 |19
Sulfamides Thrimethoprim-sulfamethoxazole [**SXT | 25 ug 14 112-13 |11

Valeur critique tirées a partir : d’Eucast, 2015*, d’Eucast 2017** et CLSI, 2015.

1.3.1.6.Matériel nécessaire pour la bactériologie :

» Milieux de culture :( Annexe09).
o Gelose
v Gélose Mueller-Hinton(MH)
v Gélose biliée au vert brillant et au rouge neutre (VRBL).
v' Gélose nutritive (GN).
e Bouillon
v" Bouillon nutritif

» Verreries et appareillages : (Annexe 10).

l. 3.2. Méthodes :

1.3.2.1.Prélevement :
Les échantillons du miel et de la propolis ont été stockés dans des récipients en verre, a

température ambiante et a 1’abri de la lumiere.
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En revanche, la gelée royale a été stockée a une température de réfrigération dans un flacon
fermé hermétiquement et recouvert d’un papier aluminium empéchant ’altération ultérieure du
produit.

1.3.2.2. Recherche des coliformes thermo-tolérants dans I’échantillon du miel :

Le but de cette étape préliminaire est de sélectionner, a I’avance, 1’échantillon du miel qui
présente les propriétés antibactériennes fiables pour notre étude. De ce fait, pour enlever ce doute,
nous avons procéde a la recherche des E.coli dans nos échantillons.

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

e Lesétapes
-Deux boites de Pétri ont été coulées aseptiqguement de VRBL et solidifiées.
-Elles ont été ensemencées, a 1’aide d’une anse de platine, a partir de chaque échantillon du miel
(FigureQ9).

Figure 09 : Ensemencement du miel.

- Ensuite les boites sont incubées a 44°C, pendant 24 a 48 Heures (coliformes thérmotolérants).
-La 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

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

La technique consiste a déposer a la surface de la gélose préalablement ensemencée avec
une suspension bactérienne, des disques de papier buvard imprégnés de différents antibiotiques.
Chaque antibiotique diffuse au sein de la gélose a partir du disque et y détermine des concentrations
inversement proportionnelles a la distance du disque. Aprés 18 heures d'incubation a 37 C°, chaque

disque est entouré ou non, d'une zone d'inhibition de la croissance bactérienne. La multiplication
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des bactéries s'arréte la ou existe dans la gélose, une concentration d'antibiotique égale a la CMI. On
détermine une valeur critique inferieure (diametre minimum) et une valeur critique supérieure
(diameétre le plus elevé) permettant de classer les souches, en 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
préconisee 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 approprié, racler a 1’aide d’une
anse de platine quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques.
- Bien décharger ’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 a 0,10 lue a 625 nm (Figure 10 ).

Figure 10 : Préparation de I’inoculum.

b. Ensemencement :
- Tremper un écouvillon stérile dans I’inoculum.
- L’essorer en le pressant fermement (et en le tournant) contre la paroi interne du tube, afin de
décharger au maximum.
- Frotter 1’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, séche, de haut en bas, en stries serrées

(Figure 11).
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- Répéter 1’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 I’on ensemence plusieurs boites de Petri, il faut recharger 1’écouvillon a chaque

fois.

Figure 11 : Ensemencement sur gélose Muller Hinton.

c- Application des disques d’antibiotiques :
- 11 est préférable de ne pas mettre plus de 6 disques d’antibiotique 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 (Figure 12).
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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 diamétres d’inhibition exprimés en millimétre 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 diamétre 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- Controéle 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 I’activité antibactérienne des échantillons utilisés :
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 I’antibiogramme, sauf qu’ici on doit préparer les

disques ainsi que les échantillons.

a. Préparation des disques :
-Habituellement, les antibiotiques testés sont présentés sous forme de disques de 6 mm de diametre.
Par conséquent, pour les préparer, il faut respecter les mémes conditions. Couper papier Wattman
(autres papiers filtres) en disques de 6 mm.
-Les disques sont stérilisés par autoclavage pendant 20 min a 120 °C dans une boite de Pétri en

verre contenant 10 ml d'eau distillée (Figurel3).
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Figure 13: Préparation des disques.

v Préparation des échantillons :
1. Propolis :
e Extraction de la propolis :
Nous avons fait I’extraction ethanolique de la propolis ; pour un extrait a 30% de propolis :
- 3 grammes de propolis dépourvue des impuretés et coupées en petits morceaux, sont ajoutés a
9 millilitres d’éthanol pur, dans un flacon préalablement lavé, séché et stérilisé.
-Ensuite , le flacon est hermétiquement fermé et briévement agité.
-La préparation doit étre agitée une ou deux fois par jour.
- Le mélange est rangé dans un endroit sombre et frais.
-La propolis doit étre laissée tromper dans 1’éthanol au moins une semaine.
e Filtration :
-Apres une semaine, la préparation est préte, elle est filtrée a travers un filtre fin et propre en tissu,
de préférence plié en plusieurs couches pour accroitre son efficacité (Figurel4).
-Le filtrat est un liquide, de couleur brun foncé légérement rougeatre, clair et ne doit pas contenir
de particules (FAO, 2017).
-Par la suite, nous avons obtenu les extraits suivants : extrait éthanolique de la propolis de Batna
(EEP1) et celui de Tiziouzou (EEP2).
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Figure 14 : Filtration du melange (éthanol + propolis).

e Stérilisation du filtrat :

Le filtrat est chauffé au bain-marie a 50° C pendant 15 minutes (Figure 15).

Figure 15 : Stérilisation du filtrat.
e Le filtrat est conservé dans des bouteilles sombres ou couvertes au papier aluminium,
entreposées dans un endroit frais et sombre.
2. Les miels:
Ils sont utilisés purs ou mélangés, volume a volume, aux autres produits (a_I’extrait
éthanolique de la propolis de la méme ruche, a la gelée royale et aux deux en méme temps).
3. La gelée royale (d’origine Algérienne):

Elle est utilisée pure ou mélangée, volume a volume, aux autres produits (a 1’extrait

éthanolique de la propolis de la méme ruche, au miel et aux deux en méme temps).

Les différents échantillons ainsi que leurs synergies sont récapitulés dans le tableau suivant
(Tableau 07) :
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Tableau 07: les différents échantillons utilisés et leurs associations.

Les échantillons Les différentes synergies
M1 M1+EEP1
M2 M2+EEP2
EEP1 M1+G1
EEP2 EEP1+G1
Gl EEP1+M1+G1

*EEP: Extrait éthanolique de la propolis, M : miel, G : gelée royale

b-Application des disques :
-Aprés homogeénéisation du produit ou du mélange, 20ul de cet élément sont alors prélevés a 1’aide
d’une micropipette et déposés sur les disques stériles préalablement préparés (On peut faire aussi la
méthode d’imprégnation (Kartal et al., 2003; Gonsales et al., 2006; Choi et al., 2006).

-Les disques, imprégnés de produits a tester, sont saisis a 1’aide d’une pince stérile et sont égouttés
puis appliqués a la surface des boites précédemment ensemencées, en appuyant légerement pour
assurer le contact avec le milieu (Figurels6).

Figure 16: Application des disques des échantillons.

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 croissantes de miel. L’inoculum bactérien est distribué dans
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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 Meéthode de dilution en milieu liquide (Ahmed et al., 2014) :
-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 I'aide d'une micropipette stérile.
-Une série de double dilution a été formée par le transfert de 1 ml de miel non dilué a l'aide d'une
nouvelle micropipette stérile vers le tube 2 a partir de tube 1, apres homogénéisation par un vortex.
-Aprés 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 ajouté dans les tubes, sauf le tube
(M).
-Les tubes sont incubés pendant 24 h a 37 °C.
- Aprés incubation, I'inspection de la présence (+) ou I'absence (-) de la croissance se fait a I'ceil nu
(turbidité).
Ces étapes sont répétées pour chaque échantillon du miel.

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 (Ahmed et al., 2014) :
-Ensemencer une boite de gélose nutritive a partir de chaque tube qui n’a pas présenté de trouble

(culture négative) pendant 1’étape précédente.
-Incuber les boites pendant 24 heures & 37°C.

-Enfin, la dilution pour laguelle la boite reste stérile (culture négative) est considérée comme la
CMB du miel étudié
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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 échantillons ainsi que les antibiotiques en groupes homogeénes pour permettre
une explication des phénoménes mis en jeu. Ces analyses ont été effectuées avec le logiciel
STATISTICA 10.
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Il .Résultats :

I1.1.Recherche des coliformes thermo-tolérants dans I’échantillon du miel :
Les résultats relatifs a cette recherche bactériologique sont rapportés dans le tableau
suivant :

Tableau 08 : Résultats de la recherche des coliformes thermo-tolérants.

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

La recherche des coliformes thermo-tolérants a montré 1’absence de ces derniers dans les

deux échantillons du miel.

11.2. Résultats du test de sensibilité aux antibiotiques et a quelques produits de la ruche:
11.2.1.Sensibilité aux antibiotiques :
Les resultats relatifs au profil de sensibilité des E .coli aux antibiotiques testés sont

rapportés dans le tableau 09 et illustrés par la figurel9.

Tableau09: Pourcentage de sensibilité des E. coli isolées a partir des mammites cliniques vis a vis
de 06 antibiotiques.

o Valeur Sensible Résistant Intermédiaire
Antibiotique critique
Nombre | % | Nombre | % | Nombre | %
Amoxy/clav
(amoxyci 1 ir_1e+acide 19 3 60 2 40 0 0
clavulanique)
Ampicilline 14 3 60 2 40 0 0
Céphalotine 15-17 1 20 1 20 3 60
Thrimethoprim- 12-13 3 60 2 40 0 0
sulfamethoxazole
Ofloxacine 20-21 5 100 0 0 0 0
Tétracycline 12-14 3 60 2 40 0 0
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D’aprés les résultats du tableau ci-dessus, la sensibilité globale des E. coli isolées de
mammites cliniques montre que 40 % des souches présentent une résistance a 1’Ampicilline, au
Thrimethoprim-sulfamethoxazole, a la Tétracycline et a 1’association amoxycillinetacide
clavulanique.

La resistance est, également, observée pour la Céphalotine (20 %).Par ailleurs, aucune

résistance n’a été notée dans le cas d’Ofloxacine.
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Figure 17: Pourcentage de sensibilité et de résistance des E. coli aux antibiotiques.
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11.2.2. Comparaison de I’effet antibactérien entre des produits de la ruche :
11.2.2.1. Effet du miel et de la propolis :
a. De la méme ruche :

Les résultats comparatifs entre 1'effet antibactérien du miel et celui de I’extrait éthanolique

de la propolis sont présentés dans les tableaux (10 et 11) et illustré par les figures 20 et 21.
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e MI+EEP1
Tableau 10 : Effet du miel 1 et de la propolis 1 sur des souches d’E. Coli isolées a partir des
mammites cliniques.

Echantillons M1 EPP1
Souches
E.colil 26,00+2,83 13,00+1,41
E.coli2 9,00+1,41 9,00+1,41
E.coli3 11,00+1,41 10,50+0,71
E.coli4 22,00+1,41 7,50+0,71
E.coli5 22,50+0,71 8,50+0,71

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

Remarque : Pour chaque souche testée le diametre d’inhibition correspond a la moyenne de 3
manipulations.

Par ailleurs, Le détail de 1’analyse statistique est rapporté dans I’annexe 11.

L’analyse de la variance, des resultats obtenus dans notre essai, a indiqué un effet miel et
propolis (F = 5,678, P < 0.05) significatif sur le diametre d’inhibition.

Par la suite, la comparaison des moyennes des 2 échantillons a été faite par le test de
Newman-Keuls qui les classent en 02 groupes par ordre décroissant, comme suit: M1 >EEPL.

Par conséquent, nous constatons que la meilleure inhibition sur E.coli a été enregistrée par
1I’échantillon de miel avec une inhibition maximale de 26,00+2, 83 alors que la plus faible moyenne
(7,5 mm £0.71) est allouée a I’EEP1 dans le groupe 02.

TRT; LS Means
Current effect: F(1, 8)=5,6789, p=,04433
Effective hypothesis decomposition
“ertical bars denote 0,95 confidence intervals

Diamétre d'inhibition

M1 EEP1

Echantillon Miel et Propolis

Figure 18: Diamétre d’inhibition en fonction du miell et de la propolis1.
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o M2+P2
Tableau 11 : Effet du miel 2 et de la propolis 2 sur des souches d” E. coli isolées a partir des
mammites cliniques.

Echantillons M2 EPP2
Souches
E.colil 28,00 17,0041,41
E.coli2 18,00+2,83 8,50+0,71
E.coli3 17,0041,41 8,00
E.coli4 27,00+1,41 7,50+0,71
E.coli5 27,00+1,41 7,50+0,71

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

L’analyse de la variance, des résultats obtenus, a indiqué que I’effet miel et propolis (F =
20,345, P <0.05) sur la zone d’inhibition est significatif.

Par la suite, selon le test de Newman-Keuls a mis en évidence, pour les échantillons utilisés,
les groupes suivants par ordre décroissant : M2>P2.

De ce fait, nous voyons qu’une excellente inhibition sur E.coli a été enregistrée par le miel 2
et que la plus haute moyenne est de 28 mm +0 En revanche, la plus faible moyenne (7,5+0.71) est
attribuée a la propolis dans le groupe 02.

TRT; LS Means
Current effect: F(1, 8§)=20,346, p=,00197
Effective hypothesis decomposition
“ertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Figure 19: Effet du miel et de la propolis sur le diameétre d’inhibition.
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b. De Ruches différentes :

Les résultats relatifs de la comparaison entre des échantillons du miel et de la propolis sont
rapportés dans les tableaux 12 et 13.
o MI1+M2

Tableaul? : Effet antibactérien du miel sur des E.coli isolée a partir des mammites

cliniques.
Echantillons M1 M2
Souches
E.colil 26,00+2,83 28,00
E.coli2 9,00+1,41 18,00+2,83
E.coli3 11,0041,41 17,00+1,41
E.coli4 22,00+1,41 27,00+1,41
E.coli5 22,50+0,71 27,00+1,41

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

L’analyse de la variance, des résultats obtenus, montre que I’effet miel (F = 1,75, P >0,05)
sur la zone d’inhibition est non significatif.

Ce résultat trouve sa confirmation dans le test de Newman- keuls qui révéle la méme chose
pour cette variable.

En fait, ceci témoigne que le miel 1 et le miel 2, de deux origines différentes, ont

approximativement le méme effet antibactérien vis-a-vis d’ E.coli.

o P1+P2

Tableaul3 : Effet antibactérien de la propolis sur des souches d’ E.coli isolées a partir des
mammites cliniques.

Echantillons EEP1 EEP2
Souches
E.colil 13,0041,41 17,00+1,41
E.coli2 9,00+1,41 8,50+0,71
E.coli3 10,50+0,71 8,00
E.coli4 7,50+0,71 7,50+0,71
E.coli5 8,50+0,71 7,50+0,71

*Les chiffres représentent les moyennes des diametres de la zone d’inhibition en mm + écart type.
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L’analyse de la variance a démontré que I’effet propolis (F = 1.6871, P > 0.05) est non
significatif. Ce résultat trouve sa certitude dans le test de Newman-Keuls qui révele la méme chose

pour cette variable.

De ce fait, il classe les propolis utilisées dans un méme groupe (Elles ont presque le méme
effet), portant elles ont une provenance différente.

11.2.2.2. Effet du miel, de la propolis et de la synergie :

Les résultats relatifs de I’étude comparative entre I’effet du miel, de la propolis et de leurs

synergies sont rapportés dans les tableaux suivant :
e M1, EEP1 et EEP1+M1

Tableaul4 : Comparaison entre M1, EEP1 et de I’effet synergique vis-a-vis des souches d’E.coli

chantillons M1 EEP1 EEP1+M1

Souches
E.colil 26,00+2,83 13,00+1,41 18,00+2,83
E.coli2 9,00+1,41 9,00+1,41 10,50+0,71
E.coli3 11,00+1,41 10,5040,71 11,00+1,41
E.coli4 22,00+1,41 7,50+0,71 16,50+0,71
E.coli5 22,50+0,71 8,50+0,71 19,00+1,41

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

Lors de la comparaison des échantillons, I’anova a indiqué une différence significative entre
I’effet ’EEP1 et d’EEP1+M1 (F=6, 86, p<0,05), mais pas entre celui de M1 et ’EEP1+M1(F=
0,65 ,p>0,05).

De ce fait, le test de Newman-Keuls a montré les groupes suivants par ordre croissant :
EEP1<EEP1+M1.

Ceci signifie que I’activité antibactérienne de I’EEP1 vis-a-vis d’E .coli est plus faible par
rapport au 2°™ groupe composé d° EEPI+MI1 .On revanche, Le miell et sa synergie partage
presque le méme effet (Figure22).
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TRT; LS Means
Current effect: F(2, 12}=3,4699, p=,0
Effective hypothesis decomposition
“ertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Figure20: Zone d’inhibition en fonction du miell, de la propolis] et de la synergie.

e M2, EEP2 et EEP2+M2
Tableaul5 : Comparaison entre M2, EEP2 et de ’effet synergique vis-a-vis des souches d’E.coli

chantillons M2 EEP2 EEP2+M?2
Souches
E.colil 28,00 17,00+1,41 24,50+0,71
E.coli2 18,00+2,83 8,50+0,71 12,00
E.coli3 17,00+1,41 8,00 9,00
E.coli4 27,00+1,41 7,50+0,71 20,00+1,41
E.coli5 27,00+1,41 7,50+0,71 21,00+1,41

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

L’effet miel, propolis et synergie est significativement différent sur la zone d’inhibition
lorsqu’on a utilisé une analyse Anova (F=7,978, P<0,05).

Le test post hoc de Newman-Keul a mis en évidence, pour les échantillons utilisés ainsi
que pour leur synergie, les groupes suivants par ordre décroissant : M2, EEP2+M2>EEP1.

De ce fait, la différence de 1’effet antibactérien est statiquement significative entre le groupe

compos¢ de M 2 et ’EEP2+M2 et celui de ’EEP2 .Ceci veut dire que cette bactérie est plus
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sensible au miel et & la synergie ; et qu’ils partagent a peu prés le méme effet ;

éthanolique de la propolis (Figure23).

que 1’extrait
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TRT; LS Means

Current effect: F(2, 12)=7,9780, p=,00626
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals

M2

M2+EEP2

Miel+Propolis+synergie

Figure 21: Diamétre d’inhibition en fonction du miel2, de la propolis2 et de la synergie.

I1.2.2.3. L’activité antibactérienne du miel, de la propolis et de la gelée royale :

Les résultats de D’effet antibactérien des échantillons utilisés sur des souches d’E.coli,

isolées a partir de mammites cliniques, sont regroupés dans le tableau 16 et 17.

e M1 EEPletGR1

Tableau 16 : Comparaison entre ’effet du miell, de la propolis] et de la gelée royale vis-a-Vis
des souches d’E.coli.

chantillons M1 EEP1 Gl
Souches
E.colil 26,00+2,83 13,00+1,41 11,0041,41
E.coli2 9,00+1,41 9,00+1,41 7,00+1,41
E.coli3 11,00+1,41 10,50+0,71 8,50+0,71
E.coli4 22,00+1,41 7,50+0,71 8,50+0,71
E.coli5 22,50+0,71 8,50+0,71 7,00+1,41

*Les chiffres représentent les moyennes des diametres de la zone d’inhibition en mm + écart type.
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Lors de 1’étude comparative, I’analyse de la variance a indiqué une différence significative

entre I’effet du miel, de la propolis et de la gelée royale (F=6,41, P<0,05) sur le diamétre

d’inhibition.

De méme, le test de Newman-Keuls a montré une différence significative entre le groupe
composé de M1 et celui d’EEP1, G1 (MI>EEPI1, Gl).

Cela explique que ’effet de la gelée royale et de la propolis est inférieur a celui du miel. Ce

dernier garde toujours I’activité antibactérienne la plus puissante

d’inhibition maximale de 26 + 2,83 (Figure 24).

Figure 22 :

sur E.coli avec un diamétre

26

TRT; LS Means

Current effect: F(2, 12)=6 4174, p=,01273

Effective hypothesis decomposition

Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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e GI1, M1, EEP1 et leurs synergies :
Tableau 17: Comparaison entre 1’effet du miell, de la propolis] et de la gelée royale et leurs

synergies vis-a-vis des souches d’E.coli.

Diametre d’inhibition en fonction du miell, de la Propolisl et de la Gelée royale 1.

Echan M1 EEP1 Gl M1+G1 EEP1+G1 Gl+EEP1+M1
Souches
E.colil 26,00+2,83 | 13,00+1,41 | 11,00+1,41 22,00+2,83 11,00+1,41 21,00+1.41
E.coli2 9,00+1,41 9,00+1,41 7,00+1,41 19,50+0,71 7,50+2,12 15,00+1,41
E.coli3 11,00+1,41 | 10,50+0,71 | 8,50+0,71 8,00 8,50+2,12 12,50+0,71
E.coli4 22,00£1,41 | 7,50+0,71 8,50+0,71 10,50+0,71 10,00+1,41 10,50+0,71
E.coli5 22,50+0,71 | 8,50+0,71 7,00+£1,41 10,00+1,41 8,50+0,71 15,50+0,71

*Les chiffres représentent les moyennes des diametres de la zone d’inhibition en mm + écart type.
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Lors de la comparaison,l’anova a indiqué une différence significative (F=3,44,P>0 ,05)
entre le miell,la propolis 1,la gelée royale 1 et leurs synergies sur le diamétre d’inhibition.

A cet effet (le test de Newman-Keuls a montré que la différence d’inhibition est
statistiquement significative entre le groupe composé de M1,M1+EEP1,M1+G1 ,M1+G1+EEP1 et
celui d’EEP1,G1 et EEP1+Gl1 et que ’ordre des goupes est dans le sens décroissant(groupe

01>groupe 02) (figure 25).

24

TRT; LS Means

Current effect: F(6, 28)=3,4440, p=,01128
Effective hypothesis decomposition
ertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Figure 23: Diamétre d’inhibition en fonction de quelques produits de la ruche et de leurs synergies.

e Gl etGF:

Tableaul8 : effet gelée royale sur des souches d’E.coli isolées a partir des mammites cliniques

chantillons GF Gl
Souches
E.colil 14,00 11,00+1,41
E.coli2 9,50+0,71 7,00+1,41
E.coli3 10,00 8,50+0,71
E.coli4 9,00+1,41 8,50+0,71
E.coli5 9,50+0,71 7,00+1,41

*Les chiffres représentent les moyennes des diameétres de la zone d’inhibition en mm =+ écart type.
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L’analyse de la variance a montré que ’effet Gelée royale (F = 2,91, P > 0.05) est non
significatif sur la zone d’inhibition. Ce résultat retrouve sa certitude dans le test de Newman-Keuls
qui révele la méme chose pour cette variable

De ce fait, la gelée royale d’origine frangaise partage le méme effet antibactérien avec celle

d’origine algérienne vis-a-vis d’E.coli, avec un diamétre d’inhibition maximale de 14 + 0.

11.2.2.4. La comparaison entre I’effet du miel et de I’antibiotique :

La comparaison des antibiotiques a eté faite par rapport au produit de la ruche le plus
efficace qui s’est avéré le miel 2 (le choix de 1’échantillon ici est en fonction du son classement
selon le test de Newma-Keuls et les diamétres d’inhibition enregistrés). Les résultats sont rapportés

dans la courbe suivante :

TRT; LS Means
Current effect: F(6, 28)=1,4490, p=,23173
Effective hypothesis decomposition
Wertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Figure 24: Diamétre d’inhibition en fonction du miel et de I’ATB.

D’apres La courbe ci-dessus, elle indique que I’inhibition du miel numéro 02 a 1’état pur,
avec sa moyenne maximale 28 mm = 0, semble étre trés proche a tous les antibiotiques mentionnés
sur la courbe (Pas de différence significative, selon I’Anova, p>0,05).

A T’issu de cette étude comparative des moyennes, Le test de Newman et Keuls classe ces
antibiotiques avec I’effet du miel en 1 seule groupe par ordre décroissant, comme suit :

OF, M2, Sxt, Te, Amp, Amc, Cep.

Ceci montre que le miel a une petite faveur par rapport aux 05 antibiotiques précédemment

cités, donc, il peut constituer une alternative thérapeutique.
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11.3.Détermination de la CMI et la CMB:
Nous avons choisi le produit de la ruche le plus efficace, qui s’est révélé le miel.
De ce fait, les résultats relatifs a la CMI et a la CMB des différents échantillons du miel ont

été mentionnés dans les tableaux suivants :

Tableau 19: Détermination de la CMI des miels pour Escherichia coli 01 et 02.

Souches | Miels Dilutions CMI
Net 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 (%)

E.colil | M1 - - - + + + + + <25
M 2 - - - - + + + + <125

E .colig2| M1 - + + + + + + + <net
M 2 - - + + + + + + <50

Il en ressort que les 2 miels testés présentent une activité bactériostatique sur E.coli.
De méme, nous constatons que la concentration minimale inhibitrice varie en fonction des
échantillons du miel et des souches (25%, 12,5%, Net et 50%).

Figure 25 : CMI du miel 1 pour E.colil.

Tableau 20: Détermination de la CMB des miels pour Escherichia coli 01 et 02.

Souches | Miels Dilutions CMB
Net 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 (%)
E.colil | M1 - + + / / / / / Net
M 2 - - + + / / / / 50
E .coli2| M1 + / / / / / / / -
M 2 - + / / / / / / Net

—
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Ces résultats, nous ont permis de constater que 1’activité bactéricide varie en fonction des
échantillons du miel et des souches d’E.coli (Net et 50%) et que le miel a I’état pur reste le

meilleur choix pour cette activité.
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I11. Discussion :

Les mammites cliniques restent une pathologie dominante sévissant dans les élevages
laitiers en Algérie et représentent, d’aprés plusieurs auteurs, I’ennemi numéro un de I’industrie de la
production laitiere.

Par conséquent, elles font 1’objet d’une consommation importante d’antibiotiques pour leurs
traitements mais aussi pour leurs préventions (Angoujard, 2015). Cet usage éleve a joué un grand
role dans le développement de I’antibiorésistance bactérienne. C’est pour cette raison que la
recherche de nouvelles molécules plus efficaces et sans effet secondaire s’impose et on s’oriente
vers les molécules naturelles (Nedji, 2015).

Les produits de la ruches sont trés appréciés pour leur activité antibactérienne (Tan et al.,
2009). lls ont attiré beaucoup d’attention, ces derniéres années, comme ingrédients utiles appliqués
dans la médecine alternative.

De ce fait, La puissante activité in vitro du miel contre les bactéries résistantes aux
antibiotiques et les résultats prometteurs obtenus lors de 1’application du miel sur des plaies (Simon
et al., 2009) ont fait I’objet de plusieurs recherches qui ont tenté de caractériser les pouvoirs
bactéricides et bactériostatiques du miel (Mandal et al., 2010; DebMandal et Mandal, 2011;
Kacaniova et al., 2011; Alvarez-Suarez et al., 2013). Ainsi, la propolis et la gelée royale comptent
parmi les produits naturels les plus convoités, en raison de leurs propriétés inhibitrices et
thérapeutiques (kim et Chung, 2011; Silva et al., 2012).

Devant ce constat, la connaissance des germes responsables et I’effet des produits de la
ruche ainsi que celui des antibiotiques sur ces derniers, présentent un grand intérét pour construire
une nouvelle stratégie de lutte.

Les résultats de la présente étude seront discutés par partie :

En fait , pour 1’étude de la sensibilité aux antibiotiques, E. coli a acquis des résistances a de
nombreuses molécules, en particulier a I'’Ampicilline, a la Tétracycline, au Trimethoprim-
sulfamethoxazole et a I’association amoxycilline+acide clavulanique. La résistance est, également,

observée pour la Céphalotine.

Les résultats de ce dernier sont inférieurs a ceux obtenus par Gay et al., (2010) qui
rapportent une fréquence de résistance de 32 % au Céphalotine . Par contre, ils sont supérieurs a

ceux rapportés par Botrel et al., (2010) qui obtiennent des taux de résistances de 0.7 %.

En parallele, nos résultats sont différents de ceux rapportées par Nam et al., (2009) qui

obtiennent une sensibilité de 100%.
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Par ailleurs, les résultats de la Tétracycline, de 1’Ampicilline et du Trimethoprim-
sulfamethoxazole sont supérieurs par rapport & ceux obtenus par Fairbrother et al.,( 2010) qui

obtiennent des taux de résistances de 30 % ,26% et 10% respectivement.

Les résultats de I’association amoxycilline+acide clavulanique sont égaux a ceux obtenus
par Nam et al., (2009) qui ont enregistré des taux de résistances de 40 %. . Par contre, ils sont
supérieurs a ceux rapportés par Botrel et al., (2010) qui obtiennent des taux de résistances de 0.8
%,et ils sont inférieurs a ceux obtenus par Gay et al., (2010) qui rapportent une fréquence de
résistance de 59 %.

Le pourcentage de résistance, obtenu dans notre étude, vis-a-vis de 1’Ampicilline, de
I’amoxycilline+acide clavulanique, de la Tétracycline , est d0 a I'utilisation abusive et a leur large
disponibilité sur le marché (Kadja et al ., 2013).

Les résistances de cette bactérie a I’Ampicilline et a 1’association Amoxicilline+Acide
clavulanique auront pour explication une capacité d’hyperproduction des Béta-lactamases par ces
bactéries (Sedrati ,2014).

Cependant, aucune résistance n’a été notée (100 % de sensibilité) vis-a-vis de I’Ofloxacine.
Les résultat de I’Ofloxacine sont semblables a ceux obtenus par Ohnishi et al., (2011) ainsi qu’ a
ceux rapportés par Fairbrother en 2011 et 2014. Cette sensibilité, selon Nam et al., (2009), est liée

a la rareté de leurs utilisations dans le traitement des pathologies mammaires vu leur cherté.

Pour I’effet anti bactérien de nos produits de de la ruche choisi vis-a-vis d’E.coli.

Les résultats ont montré que les échantillons de miel et de la propolis ont présenté une activité
antibactérienne contre toutes les bactéries examinées , avec une activité antimicrobienne plus
prononcée du miel.

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).

Premiérement, cette solution concentrée de glucides retire, aprés I’absorption, I’eau
indispensable a la vie d’agents pathogeénes (Morais et al., 2011). Deuxiémement, son degré
d’acidité, valeur du pH, le plus souvent faible, inhibe la multiplication de la bactérie (Torres et al.,
2004 ; Couquet, 2013). En outre, Le peroxyde d'hydrogéne est considéré comme la principale
inhibitive du miel (Mandel et al, 2011).
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En plus, Patrick et al., (2012) et Viuda-Martos et al., (2008) pensent 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, nos résultats sont en accord avec
plusieurs auteurs qui ont montré que les bactéries a Gram négatif sont peu sensibles a 1’effet de la
propolis (Tegos et al., 2002; Donadieu, 2008; 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 I'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, I'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 méne a
I'inhibition de la viabilité bactérienne.

L’étude comparative effectué au sein des méme types d’échantillons a montré que
Les échantillons de miel utilisés dans notre étude (Batna et Tizi ouzou) présentent une activité
antimicrobienne trés rapprochée, malgré leurs provenances différentes (statistiguement font partie
du méme groupe) et elle est trés élevée.

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

La diversité florale mellifére riche des deux régions semble jouer un réle important dans les
teneurs des composés phénoliques, influencant ainsi I'activité antimicrobienne de ces deux
échantillons (Gulcin et al., 2010 ;Khalil et al., 2011; Cimpoiu et al., 2012).

Selon Jing et al., (2014) et Akca et al., (2016) et Onyeka et al., (2018), d’autres facteurs,
en grande partie 1’espéce de 1’abeille, la méthode de récolte, de traitement et de 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 differents types de miel possédent des efficacites
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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Pour les échantillons de la propolis, Nous avons enregistré les mémes constations que le
miel, malgré leurs origines différentes.

Les résultats obtenus par Seidel et al., (2008) et Neto et al .,(2017) sont ,également
,différents des notres et ont donné des différences d’efficacité des propolis utilisées vis a vis des
souches testées.

La conjointure des deux produits a donné des effets synergiques ou méme juste a augmenté
la susceptibilité des isolats bactériens a la propolis, cela veut dire que le miel a amélioré ’effet de
la propolis. Par contre, I’effet du miel seul était meilleur que celui du mélange miel- propolis.

Néanmoins, Kowalski et Makarewicz, (2017) ont trouvé que le mélange miel propolis a
une activité plus accentuée sur les souches d’ E.coli pathogénes que le miel seul .

IIs ont prouvé que le mélange miel —propolis contient une quantité supérieure de composés
phénoliques doués de propriétés antibactériennes, plus importante que la quantité contenue dans le
miel a part.

En revanche, lorsque le miel est combiné a la propolis,. cela a amélioré son effet. 1l est
possible qu'une telle action synergique résulte (Noori et al., 2012) de I’effet du peroxyde
d’hydrogéne (H202) du miel qui est un facteur antimicrobien prédominant (Onyeka et al.,
2018).L © H202 pourrait favoriser 1'oxydation des composés phénoliques de la propolis. Les
produits de cette réaction peuvent exercer une activité antibactérienne encore plus forte (Ramos et
al., 2006).

Arrivant a la gelée royale, nos résultats ont montré que les miels ont affecté les bactéries

d’une facgon plus claire que celle due a la gelée royale et a la propolis.

Contrairement a nos résultats, Boukraa (2008) a montré que la gelée royale a un effet
antimicrobien supérieur de celui du miel.

De méme , Attalla et al., (2007) ont trouvé que la gelée royale est moins active comparée a
la propolis sur les E.coli. D’aprés 1’auteur , ceci peut étre attribué a la concentration d'origine
(environ 65% de teneur en eau).

Par rapport a nos resultats , L’effet faible de la gelée royale, en le comparant au miel , peut
étre li¢ ,d’un coté ,aux composants impliqués dans 1’activité antimicrobienne de la gelée royale qui
est principalement un peptide nommé la Royalisine qui possede un effet antibactérien contre les
bacteries a gram positif (Boukraa, 2008).

Les mémes constatations ont été rapportées par Moselhy et al., (2013) et Fratini et al ., (2016)
qui ont prouvé que la gelée royale est plus efficace sur les bactéries a Gram positifs que sur les

bactéries a Gram négatifs.
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D’un autre coté, Les conditions de stockage pour I’emploi de la gelée royale est un point
critique pour maintenir inchangées ses propriétés ; elle est sensible a la lumiére et a la chaleur et
subit une oxydation en contact direct avec de l'air (Kheyri et al. ,2012; Zhang et al., 2012 ;
Buttstedt et al.,2013).

La gelée royale est un produit fragile et rapidement altérable, Attalla et al., (2007) démontre
que ’efficacité de la gelée royale sur les germes varie en fonction de la période de collecte ; 1’effet
augmente avec les produit récemment collecteés .

Concernant les conditions de conservations de notre gelée royale sont moins connues
jusqu’a I’obtention et le stockage a notre niveau.

Par ailleurs, les résultats obtenus de la synergie montrent qu’il y’a amélioration de I’effet de

la gelée royale apres ajout du miel .Par contre, la gelée royale n’a pas intensifié 1’effet du miel.

Selon Dinkov,( 2017) le mélange de la gelée royale et du miel possede un effet
antibactérien supérieur par rapport a celui de I'utilisation indépendante du miel.

Dinko Dinkov et Todor Stoyanchev ,(2014) dans une étude de la synergie entre miel et
gelée royale, ont constaté que le mélange miel- gelée royale a un effet supérieur a celui de chacun
seul et ils ont expliqué ceci a partir des données qui ont montré que les protéines avec haute affinité
de liaison pour les polyphénols du miel sont ceux de la gelée royale contenant La proline (Siebert,
2006), et a partir de cela se forme des liaisons hydrogeéns entre les groupes hydroxyles de composés
phénoliques et les  peptides (Hategekimana et al., 2011), induisant la formation de
polyphénolprotéines insolubles ,a forte activité inhibitrice ( Melliou et Chinou,2005).

Pour I’effet synergique de la gelée royale et de la propolis, nos résultats ont montré que cette
association n’améliore pas leur effet initial. L’explication du phénomeéne a été faite en se basant sur
les données précédentes.

La propolis est faiblement efficace et méme inefficace sur les bactéries a gram négatifs
(Ghasemi et al., 2017 ) et cela est d0 a la pénétration bloquée des constituants de la propolis dans
la cellule bactérienne, en raison de I'efflux pompes présentes dans la membrane plasmique de la

Bactérie a Gram négatifs (Rahman et al .,2010).

De méme , Parmi les composants les plus actifs qui sont impliqués dans D’activité
antimicrobienne de la gelée royale sont les peptides nommeés la Royalisine qui possédent un effet

antibactérien contre les bactéries a gram positif (Boukraa, 2008).
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Selon Shen et al ., (2010), la gelée royale a donné des résultats trés peu significatifs sur les
bactéries a gram négative .

Au vu de tout ¢a, les deux produits n’ont pas pu interagir pour intensifier leur activités
antibactériennes sur les souches testes.

Par ailleurs ,la comparaison ,entre 1’effet antibactérien de la gelée royale algérienne et
francaise, a montré qu’ il n’y a pas de différence entre 1’effet des deux échantillons, malgré qu’ils
proviennent de deux endroits différents, on suoppose que ses résultats reviennent a la sécrétion de
ce produit par les glandes hypopharyngiennes et les glandes mandibulaires des abeilles nourricieres
(Jean-Prost, 2005), dont la composition ne varie pas en fonction des produits collectés de la nature
comme le miel et la propolis.

L’abeille algérienne appartenant est représentée par Apis mellifera intermissa. La race
intermissa est la plus répandue et son aire de répartition s’étend sur toute la méditerranée (y compris

la France) (Barour et al., 2011; Loucif-Ayad et al., 2014).

En ce qui concerne la comparaison entre 1’effet de 1’antibiotique et du miel, ce dernier
présente des effets proches de ceux des antibiotiques, ce qui était démontré par Merah et al.,
(2010) qui a trouvé que ’activité inhibitrice du miel naturel sur E. coli est semblable a celle des
antibiotiques les plus actifs.

On attribue I’efficacité 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 suivants :
La composition du miel riche en glucose et pauvre en eau libre disponible pour le développement
des microorganismes. Le miel agit donc de maniére osmotique, en provoquant une forte
déshydratation des germes qui n’ont plus alors suffisamment d’eau pour survivre (Couquet et al.,
2013)

Les flavonoides présentent également une action antibactérienne. Le mécanisme d'action
implique la dégradation de la membrane cytoplasmique de la bactérie, qui conduit a une perte
d'ions potassium et les dommages provoqués aboutissent a 1’autolyse cellulaire (Cushnie et Lamb
(2005).

Le pH du miel est compris entre 3 et 6 ; il est donc suffisamment acide pour ralentir ou
inhiber le développement de nombreux microorganismes pathogenes. De ce fait, il renforce

les propriétés antibactériennes du miel (Lequet, 2010 ; Ibrahim et al., 2012).
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Des quantités élevées de H202 augmentent 1’activité oxydative et font la formation des
produits qui causent des dommages a la membrane bactérienne ainsi que les proteines et les acides

nucléiques (Faustino et Pinheiro, 2015).

I1 faut noter que les mécanismes d’actions précis du miel contre les pathogénes microbiens
ne sont pas encore complétement compris. Cependant, les progrées récents dans les techniques de

protéomique et de génomique ont permis 1’identification de certaines cibles cellulaires pour le miel.

Nos résultats obtenus de la CMI (25%,12.5%, Net et 50%) et CMB (Net, 50%) pour
Escherichia coli ont montré que ceux-ci varient en fonction des échantillons de miel et des souches

Nos résultats sont différents, comparés a ceux rapportés par Omaya et Akharaiyi, (2010) qui
ont trouvé une CMI de 5%.

La méme chose enregistre avec Bourabah et al., (2014) qui ont obtenu une activité

accentuée sur les souches testées avec des CMI de 11-13%, par apport a nos résultats.

Osho et Bello, (2010) ont obtenu des résultats similaires a nos résultats avec une inhibition
de 25% et 100%.

Nos résultats sont supérieurs a ceux obtenus par Mandal et al.,(2010) qui ont donné des
CMB (17,5%. 25%).

Dans notre cas le miel a 1’état pur reste le meilleur choix pour détruire complétement les

souches qualifiées de résistantes.
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Conclusion et perspective

L’émergence des souches microbiennes multi-antibio-résistantes ; un phénoméne qui a
apparu avec l’invention et 1’utilisation abusive des antibiotiques, notamment dans le cas des
mammites bovines .Ceci constitue un défi aux chercheurs qui multiplient leurs efforts pour trouver

des solutions a ce phénomene qui menace la santé humaine et animale.

La présente étude étant la premicre contribution a I’évaluation de ’activité antibactérienne
de quelques produits de la ruche vis-a-vis des souches d’E.coli isolées a partir de mammites

cliniques bovines et de la comparer par rapport aux antibiotiques testes.

En fait, I’étude de la sensibilité, in vitro, des Escherichia coli a révélé une résistance

remarquable pour les pénicillines, les cyclines et les sulfamides.

Par ailleurs, cette étude a pu fournir des données récentes sur le miel, la propolis et la gelée
royale d’origine algérienne et celle d’origine frangaise, qui ont montré un effet antibactérien en

regard des souches testées, qui sont pathogenes.
On a démontré également que le miel est plus efficace que la propolis et la gelée royale
Et que leurs synergies avec le miel a augmenté considérablement leurs effets sur E.coli.

De ce fait, La combinaison des produits de la ruche pourrait mener au développement de
nouveaux agents antimicrobiens a large spectre avec un potentiel d'empécher I'émergence de

souches bactériennes résistantes.

Ces résultats demeurent prometteurs et pourraient servir de base pour des études cliniques
ultérieures afin de confirmer I’efficacité antibactérienne de ces produit naturel et de proposer leur
utilisation en tant qu’agent antibactérien alternatif effectif, palliant aux effets secondaires des

antibiotiques et aux résistances bactériennes accrues.

En perspective, nos résultats obtenus restent préliminaires et méritent d’étre exploités et
complétés. Pour cela, on compte faire :
» etude comparative des produits de la ruche en fonction de leurs compositions chimiques pour
faire I’extraction des molécules les plus actives sur les isolats cliniques ;
» un essai sur des cas cliniques afin d’évaluer I’efficacité réelle de ces agents antibactériens

d’origine naturelle.
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Annexe

Annexe 01 : a : anatomie de la mamelle (Dico du lait, 2017).

b : Anatomie du trayon (coupe longitudinale) (Budras, 2003).
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Annexe 02: Classification des germes de mammites (Angoujard, 2015).

Genre Espéces Réservoirs
agalactie Mamelle Cavité
dysgalactie buccale Geénitale

Streptococcus bovis uberis Tube digestif
Vagin, peau
Enterococcus faecalis Feces, peau
faecium
S.aureus Peau, trayon
Staphylococcus a coagulase + S.intermedius Mugueuse
Germes S.hyicus
pathogénes
majeurs Entérobactéries Escherichia coli Féces
Klebsiella pneumoniae Litiere
Anaérobies Arcanobacterpyogenes Bovins, peau.
Mugqueuses.
Pseudomonas Pseudomonas aeruginosa Sol, féces, eau
Mycoplasma bovis Bovins
Mycoplasma Mycoplasma
bovigenitaitum
Mycobacterium bovis Bovins Environnement
Autres Nocardiaasteroides Bacillus
aereus
S.capiris
S.chromogenes
S.cohnii
S.epidermis
S.haemolyticus
Germes . S.hominis
pathogénes Staphylocoques a coagulase — S.saprophyticus
mineurs S.sciuri S.warneri
S.xylosus

Corynébactéries

Corynebacterium bovis

Bovins
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Annexe 03: Schéma de I'appareil digestif de I'abeille (Lequet, 2010).

6. i 8. 9. 10 1. 12 13

)

1. Appareil buccal.

3. Glandes salivaires céphaliques (x2).
5. Canal collecteur.

7. Pharynx.

9. Jabot.

11. Ventricule.

13. Tubes de Malpighi (environ 200).
15. Glandes rectales

2. Glandes hypopharyngiennes (x2) .
4. Glandes salivaires thoraciques (%2).
6. Mentum.

8. (Esophage.

10. Proventricule

12. Pylore.

14. Intestin gréle.

16. Ampoule rectale 17. Anus
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Annexe 04 : La récolte du miel. a : Couteau a désoperculer b: Intérieur de la cuve d’un
extracteur (Cavelier, 2013)

photo Olivier Ebm

Annexe 05: La récolte de la propolis. a : Propolis grattée des cadres .b: Grille de récupération de

propolis en plastique (Sauvager, 2014).
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Annexe06: Composition moyenne du miel (Lobreau-Callen et Clément, 2000).

Composition Pourcentage total Type de composés Principaux composants
Monosaccharides Fructose (38 %), glucose (31 %)
- - YASE S
Hydrates de 75 280 % Disaccharides Maltose (7,3 %), isomaltose, saccharose (1,3 %)
carbone Polysaccharides Erlose, raffinose, (mélézitose, kojibiose,
(1,528 %) dextrantriose, mélibiose)...
Eau 15 & 20 % (moyenne 17 %)
Gluconique (0,1 a 4 %), (maléique),
Acides organiques (succinique), (oxalique), (glutamique),
(0,120,5%) (pyroglutamique), (citrique), (glucuronique),
formique (0,01 a 0,05 %)...
5 _ Matieres albuminoides, matieres azotées, la
Protéines, peptides . ) ] ]
) o défensine-1, (proline, tyrosine, leucine,
et acides aminés o ] ) o )
. histidine, alanine, glycine, méthionine, acide
(0,2 a2 %)
aspartique)...
Substances 1a5%
_ Vitamines B1, B2, B3 ou PP, B5, B6, B8 ou H, B9, C
diverses (moyenne 3,5 %)
Enzymes provenant )
Amylases a et B, gluco-invertase,
des glandes
) glucose-oxydase
hypopharyngiennes
Enzymes provenant .
(Catalase, amylases, phosphatases acides)
du nectar
o K, Ca, Na, Mg, Mn, Fe, Cu, Se, S, Cl, Zn (Co,
Minéraux ) )
B, Si, Cr, Ni, Au, Ag, Ba, P, Cs)
(Acétylcholine)
Meéthylantranylate, acétates,
Esters
méthyléthylcétone. ..
. Aldéhydes et
Ardmes . Formaldéhyde, acétaldéhyde...
acétones
Meéthanol, éthanol, isobutanol, 2-
Alcools
phényléthanol...
o Flavanol, catéchine, quercétine, pinocembrine,
] Caroténoides et ) ) o ) ]
Pigments pinobanksine, lutéoline, chrysine, galangine,
flavonoides o . )
kaempférol, isorhamnétine, méthylflavonol
acide palmitique, butyrique, caprique,
(Lipides) Traces Acides gras ( P a v Prid

caproique, valérique, oléique, linoléique)

Les substances indiquées entre parenthéses sont a 1’état de traces ; les pourcentages sont donnés par

rapport au poids total du miel.
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Annexe 07 : La source botanique de la propolis selon les différentes régions
(El housseini, 2013)

Pl Nom Nom Familles Provenance Principales
otos , ) p—_
francais Anglais proprietes
Chéne Oak Fagacées Asie - Anfi-inflammatoire
Afrique - Astringente
- Analgesique
- Hypoglycémiante
QURCUS
Peuplier Poplar Salicacées Afrique du Nord | - Diurétique
Moven-Orient | - Facilite 1'urico-
Europe élimination
- Fluidifiant
- Antiseptique +++
POPULUS
Bouleau Birch Bétulacées Europe du Nord | - Diurétique
blanc Ameérique - Facilite 1'urico-
Canada élimination
- Cicafrisante
Orme Elm Ulmacées Ameérique - Anti-inflammatoire
Europe - Antifongique
Chine - Anti-diarrhéique
- Astringente
Pin Pine Pinacées Amérique du | - Mucolytique
Mord - Cicatrisante
Europe du Nord | - Astringente
Russie - Antiseptique
PINUS
. Marronnier | Horse | Hippocastanacées Europe - Antihémorragique
ﬁ d'Inde chestnut Turgquie - Astringente
; Balkans - Vasoconstricteur
L
AESCULUS
HIPPOCAS
TANUM
Fréne Ash Oléacées Europe du Sud | - Antiarthritigue
Afrique du Nord | - Antalgique

- Diurétique
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Annexe 08 : Composition moyenne de la gelée royale (Martini et Seiller, 2006).

Pourcentage
Composition Type de composes Principaux composants
total
57a70%
Eau
(moyenne 70 %)
Monosaccharides Glucose et fructose
Hydrates de
14 % Disaccharides Saccharose, maltose...
carbone
Polysaccharides Mélibiose, erlose, ribose...
Acides aminés (dont Proline, lysine, leucine, arginine, valine,
les 8 essentiels) phénylalanine...
Protides 13 % Défensine (la royalisine), apisimine,
Peptides
jelleines I, II, 111, IV...
Protéines MRJP1, MRJP2, MRJP 3, MRJP4
Acides gras Trans-10-hydroxy-2-décénoique. ..
Stérols Cholestérol et stigmastérol
Lipides 45%
Cires
Phospholipides
Minéraux K, Na, Mg, Ca, Fe, Zn, Cu, S,P, N, C...
B1, B2, B3 ou PP, B5, B6, B8 ou H,
Vitamines
inositol, B9, (B12, C A, D, E, K)
Enzymes Glucose-oxydase, ...
Substances
2a8% Acétylchloline 1mg/g
diverses

Hormones

(gelée fraiche)

(Estradiol, testostérone et progestérone)

Acides nucléiques

(gelée fraiche)

(ADN et ARN)
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Annexe 09 : Milieux de culture utilisés.

> 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.

» Gelose bilié au vert brillant et au rouge neutre (VRBL) ;

Composition (gramme/ litre d'eau distillée) :

Peptone pepsique de viande : 7,0 g.
Extrait de levure : 3,0 g.

Lactose : 10,0 g.

Sels biliaires : 1,5 g.

Chlorure de sodium : 5,0 g.

Rouge neutre : 30,0 mg.

Cristal violet : 2,0 mg.
Agar:12,0g.

pH final : 7,4 £0,2.

» Gélose de Mueller-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.
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» Bouillon nutritif (BN) (bouillon trypticase soja) ;

Composition (gramme/ litre d'eau distillée) :

e Peptone de caséine (bovin) : 17 g.
e Peptone de soja: 3 g.

e Chlorure de sodium : 5 g.

e Phosphate : 2,5 g.

e Glucose:25g.

e Eaupurifiée: 1L.

» Eau physiologique
Composition (gramme/ litre d'eau distillée) :

e Chlorure:9,0g.
e Eaudistillée : 1000 ml.
pH final : 7.
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Annexe 10: Matériels utilisés au laboratoire (Appareillages et Verrerie).

1. Appareillages

v’ Agitateur électrique.
Autoclave.
Bain marie.
Balance électrique.
Bec benzene.
Etuves microbiologiques.
Plaque chauffante.
Refrigérateur.

N N N N

Vortex.

2. Verrerie

Béchers (25 ml, 50 ml, 250 ml, 500 ml, 1000 ml).
Boites de Pétri en verre.

Flacons en verre de 250 ml.

Tubes a essai stérile.

Tubes secs.

AN N N N NN

Eprouvette.

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.

AN N N NN Y U N U N N N N

Barreau magnétique
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Annexe 11: Analyses statistiques (variance et test de Newman et Keuls) des différentes
comparaisons.

Comparaison M1+EEP1

Analyse de la variance

o Effet miel et propolis :

Univariate Teds of Significance f@iameétre d'inhibitiofM1 P
Sigma-redricted parameterization
Effective hypotheds decomposition

SS Degr. of MS F p
Effect Freedom
Intercept |1932,10( 1 1932,10(/62,2004( 0,00004¢
TRT 176,40( 1 176,40( 5,67887 0,04433!
Error 248,50( 8 31,06:

Test de Newman-Keuls :

e Classement des échantillons : Miel et propolis :

Newman-Keuls ted; variabl@iameétre d'inhibitiofM1 P1
Homogenous Groups, alpha =,05000
Error: Between MS = 31,062, df = 8,0000

TRT | Diameéetre | 1 | 2
d'inhibitior
Cell No. Mean
2 EEP1 9,7000( **=**
1 M1 18,1000 Fokx

Comparaison M2+EEP?2

Analyse de la variance

e Effet miel et propolis :

Univariate Teds of Significance f@ameétre d'inhibitiofSpreadsheet
Sigma-redricted parameterization

Effective hypothess decomposition

SS Degr. of MS F p
Effect Freedom
Intercept |2739,02! 1 2739,02!118,765: 0,00000:-
TRT 469,22¢ 1 469,22t 20,345¢0,00197:
Error 184,50( 8 23,06:
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Test de Newman-Keuls :

e Classement des échantillons : Miel et propolis

Newman-Keuls teg; variabl@iameétre d'inhibitiofspreadsheet?
Homogenous Groups, alpha =,05000
Error: Between MS = 23,062, df = 8,0000

TRT | Diameétre | 1 | 2

d'inhibitior
Cell No. Mean
2 EEPZ 9,7000( ****
1 Mz 23,4000( ok

Comparaison de M1+M?2 :

Analyse de la variance

e [Effet miel :

Univariate Tests of Significance fobiametre d'inhibitiof{Spreadshee
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

SS Degr. of MS F p
Effect Freedom
Intercept |4243,60( 14243,60(/94,8290£/0,00001(
TRT 78,40C 1 78,40C) 1,7519€0,22220:
Error 358,00C 8 44,75C

Test de Newman-Keuls

e Classement des échantillons de Miel :

Newman-Keuls test; variableDiamétre d'inhibitioriSpreadsheet
Homogenous Groups, alpha = ,05000
Error: Between MS = 44,750, df = 8,0000

TRT| Diameétre | 1

d'inhibition
Cell No. Mean
1 M1 17,8000(] ****
2 M2 23,4000( ***=
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Analyse de la variance

e Effet propolis :

Univariate Tests of Significance foDiameétre d'inhibitiofSpreadshe:
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

SS Degr. of MS F p
Effect Freedom
Intercept {940,900( 1/940,900(/87,9345¢/0,00001¢
TRT 0,000C 1/ 0,000C 0,0000(C 1,00000(
Error 85,600C 8 10,700C

Comparaison M1, P1 et EEP1+M1 :

Analyse de la variance

o Effet EEPlet EEP1+M1 :

Univariate Tests of Significance fobiametre d'inhibitioriSpreadshee
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

SS Degr. of MS F p
Effect Freedom
Intercept |1525,22¢ 1/1525,22£/149,166%/0,00000:2
TRT 70,22E 1 70,22t 6,868(/0,03061¢
Error 81,80C 8 10,22t

Test de Newman-Keuls :

e Classement des échantillons :

Newman-Keuls test; variableDiameétre d'inhibitioriSpreadsheet
Homogenous Groups, alpha = ,05000
Error: Between MS = 10,225, df = 8,0000

TRT Diameétre | 1 | 2
d'inhibition
Cell No. Mean
1 EEP1 9,7000(| ****

2 M1+EEP]| 15,0000( e
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Analyse de la variance :

e [Effet M1 et M1+EEPL :

Univariate Tests of Significance fobiameétre d'inhibitio{Spreadshee
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

SS Degr. of MS F p
Effect Freedom
Intercept |2739,02¢ 1/2739,02t/74,60742/0,00002¢
TRT 24,02& 1/ 24,025 0,654410,44193:
Error 293,70C 8 36,71z

Test de Newman-Keuls :

e C

lassement des échantillons :

Newman-Keuls test; variableDiameétre d'inhibitioriSpreadsheet
Homogenous Groups, alpha = ,05000
Error: Between MS = 36,712, df = 8,0000

TRT Diametre | 1

d'inhibition
Cell No. Mean
2 M1+EEPI| 15,0000( ****

1

M1 18,1000 ****

Comparaison M1, EEP1 et G1 :

Analyse

de la variance :

e E

ffet M1, EEPlet Gl :

Univariate Tests of Significance fobDiamétre d'inhibitiofM1+P1+
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

SS Degr. of MS F o]
Effect Freedom
Intercept [2184,067 1/2184,067101,11420,00000(
TRT 277,23¢ 2| 138,617 6,41740,012727
Error 259,20( 120 21,60C
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Test de Newman-Keul :

Le classement :

Newman-Keuls test; variableDiameétre d'inhibitiofM1+P1+C
Homogenous Groups, alpha =,05000

Error: Between MS = 21,600, df = 12,000

TRT | Diametre | 1 | 2

d'inhibition
Cell No. Mean
3 Gl 8,4000(| ****
2 EEP1 9,7000(| ****
1 M1ff 18,1000C rkk

Comparaison G1 M1 .EEP1 avec I’Effet synergique :

Analys

e de la variance :

Effet G1, M1 ,EEP1 avec I’Effet synergique :

Univariate Tests of Significance foDiameétre d'inhibitiofSpreadshe:
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

SS Degr. of MS F p
Effect Freedom
Intercept |{4588,03: 1/4588,03:/225,594¢ 0,00000(
TRT 377,367 5 75,47Z 3,711 0,01249¢
Error 488,10C 24 20,337

Test de Newman-Keuls:

Classement des échantillons:

Mewman-Keuls test; variable Diamétre dinhibition (Spreadsheet2)
Homogenous Groups, alpha = 05000
Error: Between MS = 20,337, df = 24,000

TRT Diamétre 1| 2
dinhibition
Cell MNo. Mean
3 G1 8.40000 ===
5 EEP1+G1 910000 **=*=*
2 EEP1 970000 *===
4 M1+G1 14.00000 e
6 M1+G1+P1 14.,90000 e
1 M1 18.,10000 s
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Comparaison de GF et G1:

Analyse de la variance:

o [Effet GF et G1:

Univariate Tests of Significance fobiamétre d'inhibitiofGF et C
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

SS Degr. of MS F p
Effect Freedom
Intercept [883,600( 1/883,600(/257,985<0,00000(
TRT 10,000C 1/ 10,000C 2,91970,125881
Error 27,400C 8 3,425C

Test de Newman-Keuls:

e Classement:

Newman-Keuls test; variableDiametre d'inhibitio{GF et G
Homogenous Groups, alpha = ,05000
Error: Between MS = 3,4250, df = 8,0000

TRT| Diameétre | 1
d'inhibition
Cell No. Mean
2 G1 8,4000( ***+
1 GF|| 10,4000(] ****

Comparison ATB + Miel:

Analyse de la variance:

e Effet ATB+Miel:

Univariate Tests of Significance foDiameétre d'inhibitiorfSpreadshe:
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

SS Degr. of MS F p
Effect Freedom
Intercept |{15815,31 1/15815,31/191,10510,00000(
TRT 719,4¢ 6 119,91 1,449C0,23172¢
Error 2317,2C 28 82,7€
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Test de Newman-Keuls :

e Classement :

Newman-Keuls test; variableDiameéetre d'inhibitior{Spreadshee

Homogenous Groups, alpha = ,05000
Error: Between MS = 82,757, df = 28,000

TRT| Diamétre | 1
d'inhibition

Cell No. Mean

3 Cep| 16,0000(] ****
4 Amc|| 18,4000( ****
2 Ampg[ 19,2000( ****
6 Tel| 19,2000( ****
7 Sxt| 21,6000( ****
1 M2|| 23,4000( ****
5 Ofx|| 31,0000( ****
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Annexe 12 : Antibiogramme comparative du Miel 1 et des antibiotiques utilises.

ATB

E. coli
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indiquées dans leur totalitd. Je cotife egalement que jo n'ai ni recoplé ri utilisé des idéaes ou
des formulations tindes dun ouvrage, adicle ou mamolre, en version imprimde ou
ﬂqum. sans mentionner précisdment laur angine et que los citatians intograles sont
sgnsées entre guillemets,

Sanctions on ¢as de plagiat prouve :
L'tudiant sers corvoqué dovant e conseil de disspine, les sanctions prévues selen ka
gravté du plagat ot -

= Lannulstion du mémoke svec possibiité de b refaire sur un Sujet différant |

= L'axclusion d'une année du master ;

- U'sxclusion deédindive.
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