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CHAPITRE 1

Particularités anatomo-
physiologiques des Volailles



Particularités anatomo-physiologiques des Volailles

|.1. Particularités anatomo physiologiques de I’ appareil respiratoir e des oi seaux

En ce qui concerne les maladies respiratoires de nombreux facteurs peuvent
intervenir agissant le plus souvent en synergie avec |’agent infectieux considéré
souvent comme le principal responsable. Les facteurs biologiques intervenant dans la
pathologie respiratoire des volailles peuvent étre intrinséques (anatomie et physiologie
du tractus respiratoire des oiseaux, age, facteurs genétiques et statut immunitaire) ou
extrinseques (conditions d’ élevage, agents contaminants).

I.1.1. Facteursintrinséques

L’anatomie du systéme respiratoire des oiseaux présente de nombreuses
particularités par rapport aux mammiferes. L’ architecture de la cage thoracique et le
parenchyme pulmonaire sont tres rigides. Le mouvement respiratoire le plus
perceptible est un abaissement du sternum qui mobilise le thorax et |’ abdomen.

Toutes ces modifications essentielles sont liées aux exigences du vol :
consommation importante en oxygene, thermorégulation, allegement du corps.

L’ appareil respiratoire des oiseaux peut étre divisé en trois parties :

> Lesvoies respiratoires extra pulmonaires (narines ou choane, fosses nasales,
sinus infra orbitaires, syrinx et trachée),

> Lespoumons et I’ arbre bronchique,

> Lessacs agriens (9 paires).

Le poumon est caractérise par I'absence d alveoles fermées et leur remplacement
par des capillaires inter communicants trés étroits permettant d’ assurer aux oOiseaux
une surface respiratoire trés étendue malgré le petit volume total des poumons. La
faible vascularisation des sacs aériens peut expliquer la fréquence des aérosacculites
observées chez les oiseaux lors d'une affection respiratoire.

La physiologie de la respiration, particuliére aux oiseaux, joue également un role.
Le volume pulmonaire est constant contrairement a celui des mammiféres qui est
élastique,. Les variations de volume ne concernent que les sacs aériens qui assurent en

fait la circulation. Ainsi, le sens du trgjet suivi par I'air inspiré dans les voies
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respiratoires explique la localisation plus fréquente des aérosacculites dans les sacs
aériens abdominaux.

Le statut immunitaire des animaux doit étre également considéré, gu'il s agisse de
I"immunité passive d origine maternelle ou de I'immunité active, en particulier celle
obtenue par la vaccination contre les principales maladies respiratoires ou contre les
mal adies immunodépressives (MARTEL et al. 1897).
|.1.2. Facteurs extrinseques

Les conditions d élevage peuvent étre a I’origine d' un stress immunodépresseur:
surpopulation, mélange des oiseaux lors de la mise en place d’ une bande, transport,
arrét de la distribution de I’aliment ou de |’ eau de boisson , vaccinations, contraintes
diverses...

Ainsi, par exemple, I'augmentation de la densité animale peut S accompagner
d une réactivation du virus influenza chez le dindon.

De méme, I'arrét de la distribution de I'aliment ou de |’eau de boisson peut
augmenter la sensibilité des oiseaux au virus de la maladie de Newcastle.

Dans un élevage industriel soumis a un environnement artificiel, I'habitat des
animaux joue un réle important dans la résistance al’ infection.

Chez des oiseaux soumis a un stress social, on a pu remarquer une meilleure
résistance aux infections bactériennes (colibacille, staphylocoque) mais, par contre,
une plus grande sensibilité au virus de la maladie de Newcastle et aux mycoplasmes
(MARTEL et al. 1897).

Les agents contaminants peuvent étre responsables d une immunodépression
favorisant I’ apparition d’une maladie respiratoire ou intervenir directement sur le
tractus respiratoire, soit en tant que facteur étiologique primaire, soit en tant que
facteur secondaire agissant en synergie avec |'agent spécifique pour aggraver la
maladie.

L es infections immunodépressives sont bien connues en pathologie aviaire. Le plus
souvent, il s'agit d'une maladie virde (maadie de Gumboro, leucose lymphoide,
maladie de Marek et réticulo-endothéliose). D’autres germes comme Alcaligenes
faecalis, ou Mycoplasma gailisepiticum semblent également présenter une action
immunodépressive (MARTEL et a. 1897).
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|.2. Lastructuredel'appareil respiratoire des oiseaux

L’organisme anatomo-histologique du tractus respiratoire des oiseaux est
compléetement différent de celui des mammiféres. Une description sommaire des
principales caractéristiques permet de mieux comprendre |’extréme sensibilité des
poulets aux infections respiratoires ainsi que le développement possible de celles-ci.

On distingue :

Des poumons rigides (non extensibles) et de petite taille qui présentent des
structures histologiques originales associées a un fonctionnement singulier. L’air
inhalé traverse le parenchyme pulmonaire a I’inspiration comme a I’ expiration. La
surface d'échange gazeux extrémement fine (0,03um) et développée est constituée par
des capillaires aériens en contact tres étroit avec la circulation sanguine. Tous ces
éléments concourent a I’ obtention d’un rendement respiratoire trés élevé (QUINN et
al. 1994).

Figure N° 01 : Aspect des poumons des oiseaux
(BENDA et al. 1993)

9 paires de sacs aériens qui remplissent tous les espaces de la cavité coelomique
non occupés par les visceres (absence de diaphragme) et dont certaines extensions
peuvent se prolonger a l’intérieur de différents os creux (humeérus, sternum, vertebres,
ilium, etc.). Limités par une paroi trés fine, ils ne jouent aucun role dans les échanges

gazeux mais permettent la circulation de I’air au cours du cycle respiratoire par un
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systéme de régulation de leur pression interne. Le circuit de I'air inhalé permet de
distinguer les sacs aériens craniaux des sacs aériens caudaux.

Contrairement aux premiers, les sacs aériens thoraciques caudaux et abdominaux
recoivent directement un air peu filtré car court-circuitant la zone pulmonaire de
clairance. Ceci explique la prévalence et la sévérité plus importante des infections a
leur niveau (BREE et al. 1989).

La disposition des sacs aériens crée une continuité anatomigue entre les poumons
et I’'ensemble des organes thoraciques et abdominaux ains qu’avec une partie du
squelette. Une infection pulmonaire évolutive du tractus respiratoire est donc
susceptible de s étendre a un grand nombre d’ organes générant une grande variété de
tableaux cliniques (ovaro-salpingite, ostéomyélite, synovite, |ésions musculaires
septicéemiques).
|.3. Lesdéfenses de |'appar€il respiratoir e des oiseaux

Les défenses de |’ appareil respiratoire des poulets sont limitées. Les cellules ciliées
présentes dans |’ épithélium de la trachée, des bronches primaires et de la racine des
bronches secondaires permettent de mobiliser le mucus sécrété par les cellules
mucipares vers la cavité buccale. Tout dysfonctionnement de I’ escalator mucociliaire
facilite le développement des infections respiratoires.

Les macrophages résidents sont tres rares dans la lumiére des différents
compartiments du parenchyme pulmonaire. Ils se localisent en plus grand nombre dans
les septa conjonctifs inter-artériaux et plus généraement a I'entrée de la zone
d’ échanges gazeux (capillaires aériens). L’ efficacité de la réponse non spécifique aux
agressions virulentes dépend entierement de I'afflux des macrophages dans les
interstitia par chimiotactisme. 1l semble que les cellules épithéliales soient capables
d’internaliser des éléments particulaires prisonniers de la couche trilaminaire qui
recouvre leur pole apical et de les transmettre aux macrophages interstitiaux qui les
phagocyteront. Ces phagocytes professionnels sont souvent associés a des mastocytes
(BENDA et al. 1993).
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|.4. Le systemerespiratoire

Le systeme respiratoire des oiseaux se caractérise par la taille relativement petite
des deux poumons et par le fait que ceux-ci sont reliés a des sacs aériens, genre de
petites poches situées dans le corps de I’ oiseau. Les poumons et les sacs agriens sont
remplis d’air et vidés grace a I’ action des muscles du poitrail. La cage thoracique est
consolidée par un sternum hypertrophié (bréchet) et les apophyses insérées aux cotes.
Elle est si peu mobile au cours du cycle respiratoire, que dans certaines espéces aucun
mouvement n’ est perceptible (genre d oie).

Le diaphragme est absent. Il est remplacé par une mince membrane broncho
pleural e rattachée aux cotes par des faisceaux musculaires (muscle costopulmonaire de
fedde) qui se contractent en réalité, lors de I’ expiration. Les poumons qui n’ occupent
gue la partie supérieure du thorax restent «déployés » en permanence car leur volume
ne varie pas au cours des mouvements respiratoires

Du point du vue de la structure, le poumon est organisé autour des voies
successives de divisions bronchiques. La trachée se prolonge a I'intérieur de chaque
poumon par un conduit axial; la méso bronche ; celle-ci délégue une premiere série de
ramifications, les 4 ventrobranches, puis un groupe de 7 a 10 dorsobronches (BOLIN
et al. 1987).

Les ramifications reliant dorso et ventrobronches sont les para bronches du
paléopulmo organisees en conduits paralléles entre eux et aussi paraléles a la méso
bronche. Vers I’arriere un réseau de para bronches « en série » avec la méso bronche
sinterpose entre cette derniere et les sacs agriens caudaux (sac abdomina et
thoracique caudaux). Ce second réseau de para bronches constitue le néopulmo
(BERKHOFF et al. 1986).
|.5. Larespiration dansle monde des volailles

Les facteurs morphologiques jouent un role important au cours du cycle de
respiration, tels que: diametre, direction, orientation des bronches et para bronches
avec une participation d'une pression des muscles lisses respiratoires :

» L'air rentre par les narines ou par |e bec,
> La trachée amene l'air, a la base du cou elle se sépare en deux bronches,

chacune reliée a un poumon et aux sacs pulmonaires auxquels celui-ci est relié.

10
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Le poumon est |’ organe respiratoire qui permet d échanger les gaz respiratoires.
Les poumons des oiseaux sont rigides, leur taille ne change pas au cours de
I'inspiration et de I'expiration. Chaque poumon est pénétré par une bronche qui se
divise en de tres nombreuses bronches, elles mémes divisées en petites bronches. Les
petites bronches arrivent dans un réseau appelé para bronches. La longueur des para
bronches varie de 1 a 4cm, leur diametre de 1 a 2mm, leur paroi est percée
d'innombrables orifices qui conduisent a des chambres d'un diamétre de 0,1mm. Ces
chambres sont unies par un réseau de «capillaires aériens» de 3 a 10 um, entrelacés
avec un réseau tres dense de capillaires sanguins (BENDA et al. 1993).

On appelle sac agrien chacune des poches pouvant se remplir d'air et formant une partie de
I'appareil respiratoire des oiseaux. Leur nombre varie suivant les espéces, ils peuvent
représenter une partie importante du volume corporel de I’ oiseau (jusqu’a 18 % chez le canard
colvert, par exemple). lls n’interviennent pas directement dans |’ absorption du dioxygene
dans le sang (comme les alvéoles pulmonaires chez I’homme), mais jouent un role essentiel
danslacirculation del’air (ils fonctionnent comme des soufflets) et aident arefroidir le corps.

La présence de plumes réduit la ventilation de |'épiderme et empéche les

oiseaux d'avoir une respiration cutanée.

trachée

sac aétien
interclaviculaire

sac aérien cervical

poumo

=N
%7 )/ sac aétien thoracique
bl / antérieur

sac aétien thoracique

/ postérienr
sac adtien abdominal

daprés DRIODIDAC

FigureN° 02 : Aspect latéral droit du tractusrespiratoire des oiseaux
(BERKHOFF €t al. 1986).
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1.5.1. Lefonctionnement de |’ appareil respiratoire des oiseaux :

Globalement, les oiseaux supportent mieux |"hypoxie d'altitude que les
mammiféres. Ceci a été mis en évidence en placant en condition hypoxique (altitude
de 6100 m) des souris et des moineaux approximativement de méme poids et de méme
métabolisme basal. Les souris présentaient des difficultés respiratoires et une
incapacité al’ effort, alors que les moineaux continuaient avoler (BENDA et al. 1993).

Cette différence de résistance a I’ hypoxie ne s explique pas par une différence de
consommation d'O,, elle est due essentiellement a la structure du fonctionnement
particulier du poumon des oiseaux (BENDA et al. 1993).

1.5.2. Lecyclerespiratoire del’ oiseau
Le poumon des oiseaux fonctionne en flux unidirectionnel : le passage de I’ air inspiré
dans la zone d échange respiratoire se fait dans un seul sens, et une quantité d'air

inspiré parcourt le poumon dans sa totalité sur deux cycles d’ inspiration expiration.

< 1. 1% inspiration <o 2. 1" expiration
e i q

< 3.2"™inspiration < 4. 2°™ expiration
_ H

Figure N° 03: Le cyclerespiratoire des oiseaux. (BERKHOFF et al. 1986)
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Lors de I'inspiration, il existe une pression négative dans |I'’ensemble des sacs
aériens. L’air inspiré se divise en 2 flux: L’un qui emprunte les dorsobronches et
traverse les para bronches du paléopulmo, I’autre qui traverse les para bronches du
néopulmo et gagne |es sacs postérieurs.

A I'expiration, I’air des sacs aériens caudaux traverse d’arriere en avant les para
bronches du néopulmo et emprunte en partie les méso et les dorsobronches. La fraction
gui suit les dorsobronches traverse ensuite les paras bronches du paléopulmo avant de
rejoindre les ventrobronches et I'air extérieur. Les deux réseaux de para bronches du
noe et paéopulmo constituent le point de départ de conduits plus fins: «Les
capillaires aériens », ceux-ci seront en relation étroite avec les capillaires sanguins,
avec lesquels ils constituent un échange a contre courant. Il n’existe pas d'aveole: ici
les échanges se font de fagon continue, le dispositif ayant une efficacité beaucoup plus
grande que chez les mammiferes (BERKHOFF et al. 1986).

Par ailleurs, un systeme de circulation concourant multiple fait que la pression d'O,
sanguine s approche de la pression interne d'O, et qu’ elle est supérieure a la pression
d'O, de I'air expiré, ce qui n'est pas possible chez les mammiferes. Le poumon des
oisecaux a donc un pouvoir dextraction de I'oxygene supérieur a celui des
mammiféeres.

1.5.3. L’ adaptation spécifique a |’ altitude

Ces particularités fonctionnelles conféerent aux oiseaux une meilleure tolérance a
I’ altitude. Ceci n"empéche pas que parmi les oiseaux certains soient mieux adaptés que
d’ autres a I’ dtitude. Par exemple, I’ oie a téte barrée, qui survole les hautes chaines de
I"Himalaya au cours de ses migrations, a une affinité pour |’ oxygeéne trés élevée ; sa
P50 est de 10 mmHg, supérieure a celle des especes voisines de basse altitude.

Enfin, les oiseaux gardent un débit sanguin normal vers le cerveau lors
d hypocapnie, alors que chez les mammiferes, la baisse de la Pression du CO, entraine
une diminution du flux sanguin cérébral, et donc une anoxie cérébrale (BENDA et dl.
1993).
|.5.4. Respiration et thermolyse

La thermorégulation des oiseaux obéit a des contraintes encore plus séveres que

celle des mammiféres dans le cas de la lutte contre le chaud car leur température

13
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corporelle est réglée a 4 °C, de plus les oiseaux ne possedent pas les mécanismes de
thermolyse liés a |’évaporation d'eau dans les voies respiratoires, par polypnée
thermique (halétement). Comme chez les mammiféres qui utilisent ce mécanisme,
|’ évaporation se produit au niveau des premiéres voies (muqueuses buccales ou
pituitaires) et dans les voies trachéo bronchiques. Les sacs aériens offrent un dispositif
supplémentaire de convection des calories, dont I'intérét provient de ce quils
entourent la totalité des organes thoraciques et abdominaux. Ce sont aussi des zones
d’ évaporation. Il est admis que le principal facteur du déclenchement de la polypnée
thermique est |'élévation de la température centrale (le réchauffement et le
refroidissement des zones localisées de I’ encéphale sont susceptibles de déclencher ou
d’ arréter la polypnée. Chez la poule, il est bien montré que la fréguence de la
ventilation croit réguliérement puis chute lorsgue la température corporelle dépasse de
41-45 ou 46 °C (BERKHOFF et al. 1986

14
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Chapitre 2 :

Prophylaxie médicale et
sanitaire
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I1.1. Maitrise dela colibacillose aviaire

[1.1.1. Stimulation du systeme immunitair e chez les poulets contre la colibacillose
Une des contributions les plus intéressantes de la recherche se concentrant sur les
maladies infectieuses a été une meilleure compréhension immunitaire innée. La
découverte récente des motifs de CPG (Cytidine- phosphate-Gaunosine) qui peut
moduler des immuno-réactions a été utiliste comme adjuvant pour augmenter les
réponses aux vaccins et comme un immunostimulant direct pour empécher des
infections. En utilisant un modéle de poulet d E Coli on a pu empécher la cellulite
chez les poulets avec CPG. Donc CPG peut étre employé pour réduire les maladies
infectieuses. En outre, des formulations de CPG avec des divers antigenes protéine de
recombinaison, les peptides, et les vaccins peuvent décaler I'immuno-réactions. Les
motifs CPG peuvent stimuler une cascade de cytokine qui dirige les réponses
immunisées. Le CPG peut directement activer les monocytes, les macrophages ou les
cellules dendritique pour sécréter I’ interféron, et les chemokines (JOHN et a.2007).
I1.2. Chimio prophylaxie et traitement L’antibiotique dans la filiere aviaire est
administré atitre préventif et curatif. Les antibiotiques les plus utilisés sont:

P L es bétalactamines (Ampicilline, Amoxycilline)

»Les aminosides (Streptomycine, Spectiomycine, Gentamycine, Néomycine)

P L es quinolones (Acide oxolinique, Fluméguine, Enrofloxacine)

» Chlorététracycline.

P Sulfamides.

» Oxytétracycline.

Néanmoins les principales molécules autorisées et disponibles en France, sous forme
de traitement préventif ou curatif par voie orale sont I’ampicilline |I’amoxycilline, 1a
fluméquine, |’ enrofloxacine, la doxycycline et les sulfamides potentialisés. De plus,
des E.coli résistants a un ou plusieurs de ces principes actifs ont été isolés un peu
partout a partir d’animaux sains ou malades. L’ émergence de souches multi résistantes
vis-avis d’un nombre croissant d’ antibactériens (fréguemment 4 ou 5 et jusqu’a 21)
restreint d’autant |’arsenal thérapeutique disponible. Toutefois, il faut rester prudent
guant al' utilisation des antibiotiques car de récentes études menées sur une collection

de 1600 souches APEC ont montrées que le nombre de souches résistantes a ces divers
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antibiotiques allait en s accroissant. Il est donc plus gue jamais nécessaire de réaliser
un antibiogramme raisonné et suffisamment longtemps avant ou en paraléle au
traitement empirique. Des traitements alternatifs aux antibiotiques existent auss,
comme |’ acide ascorbique qui contribue a intensifier I’ activité des phagocytes, ainsi
gue I'amélioration des conditions d'éevages (FERNANDEZ et al.1998). L’ utilisation
possible de molécules récentes comme certaines fluoroguinolones (enrofloxacine et
norfloxacine) actif contre la colibacillose aviaire devrait donc étre réfléchie en termes
de santé publigue d’'autant plus que des résistances a I’ enrofloxacine ont déa été
signalée. Des éudes ont montrées qu'au sein d'un méme troupeau de poulets
reproducteurs, les antibiotypes des souches d E.coli évoluent parfois brutalement, tout
au long de la vie des oiseaux d’ une méme bande. Ainsi, les bactéries isolées chez les
poussins d'un jour livrés a I’élevage sont sensibles contrairement a celles (multi
résistantes) obtenues deux semaines apres chez les mémes animaux (DOZOIS et
al.1992). Enfin les antibiotypes des isolats cliniques et des colibacilloses présentes
dans la litiere peuvent différer plus ou moins significativement, tous ces éléments
soulignent I’intérét de réaliser un antibiogramme de la souche d’E.coli incriminé lors
d’ un épisode clinique afin de mettre en place un traitement ciblé. Un autre axe de
recherche consiste a expérimenter des substances thérapeutiques a large spectre, telle
la phosphomycine, facile a administrer, possédant une bonne biodisponibilité, capable
de controler précocement I’infection (absence de lésions et de dégradation des
performances en stérilisant les animaux gréce a une puissante activité bactéricide).

I1.3. Mesures préventives

[1.3.1. Prophylaxie médicale A I'heure actuelle, aucun vaccin efficace n'est
disponible sur le marché vétérinaire a part les vaccins inactivés contre les sérotypes
.0’ E.coli. Chez les dindes un certain nombre d'essais vaccinaux ont été effectués a
I’ aide de souches atténuées en modéles expérimentaux est couronnés de succes avec
des souches homologues.lls n’en restent pas moins inefficaces envers des infections
avec des souches hétérologues de terrain .L’administration d’un sérum homologue
hyper-immu anti E.coli (O-gKgp) a des dindes de 18 jours les protege vis a vis de cette
souche pathogene inoculée par aérosol ou par voie intraveineuse, suggérant un role

protecteur des anticorps (ArpL 1982).L’essentiel des anticorps maternels est constitué
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par les immunoglobulines G concentrées dans le jaune d’ ceuf compléetement absorbés
par le poussins peu de temps apres |’ éclosion. Les anticorps sériques atteignent une
concentration plasmatiqgue maximale 3 jours apres, laguelle décroit régulierement
jusqu'a I'dge de 2 a 3 semaines pendant lesquelles I'immunisation passive peut
protéger les oiseaux (en fonction du titre initial) et la vaccination est déconseillée par
voie de conseéquence. Différents types de vaccins contre la colibacillose ont été
préparés et testés expé&imentalement afin d' évaluer le niveau de protection des
animaux a long cycle de production (pondeuses, reproducteurs) et des jeunes oiseaux,
particulierement sensibles, par le biais de I'immunité maternelle. La vaccination des
poules a |’ &ge de six mois conféere une protection efficace de leur descendance vis-a
vis d’'une épreuve virulente (souches homologues) pendant les quinze premiers jours
de leur vie. La plupart des vaccins testés sont préparés a partir de bactéries inactivées
ou veésicules membranaires. Les vaccins adjuvés seraient plus efficaces et induiraient
une Sero immunité précoce et durable (jusgu'a 160 jours) des oiseaux vaccinés
étroitement corrélée au titre d anticorps, néanmoins |’ absence de protection croisée
contre des souches d'E.coli de sérotypes différents implique d’ associer les principales
valences afin de maitriser correctement les risques de colibacillose (ArpL 1982).
L’ atténuation de virulence d’ E.coli pathogéne aviaire par inactivation de genes du
métabolisme permet d envisager la mise au point de vaccins atténués a action
prolongée aprés une seule administration. Des mutants auxotrophes stables ont été
construits par transduction pl et testés respectivement chez la dinde par voie orale et
chez le poulet par injection (JOHN et a.2007). Dans certains cas, une
antibioprévention efficace et adaptée peut étre utile si nécessaire (contréle 1 jour),
ans que des vaccins anticolibacillaires (Neotyphomix autovaccins) et d'autre
vaccination (ND, BI, LTI, RTI) (FERON 1992). L’administration d’'un sérum
homologue hyper-immun anti E coli a des dindes de 18 jours les protége vis-avis de
cette souche pathogene inoculée par aérosol ou par voie intraveineuse (MALAVIYA et
al.1994).

11.3.2. Lesvaccins : les vaccins ont éé produits pour immuniser des poulets contre les E
coli pathogenes. L’ utilisation d' un vaccin polyvaent d E Coli a éé évaluée chez les

poulets &gée de 4 semaines, les poulets sont vacciné deux fois en sous cutanée (4
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semaine d'age) au niveau du sac thoracique postérieur avec les différents vaccins (6
semaine d age), les poulets vaccinés ont des |ésions brutes trés douces dans les sacs
dair, lefoie et les sacs péricardiques. Les résultas ont prouvées qu’ un vaccin polyvalent
de pilis procure une protection du poulet contre I'infection respiratoire active. La
vaccination des poulets d'age de 6mois confere une protection efficace de leur
descendance vis-a-vis d’'une épreuve virulente (souche homologue) pendant les quinze
premiers jours de leur vie. La plus part des vaccins testés sont préparés a partir de
bactérie inactivée (POURBAKHSH et al.1997). Les faibles titres d anticorps sont
détecte 5 jours et permet une protection de 20% (DHO 1993).

11.3.3. Contrdle A I'heure actuelle, aucun vaccin efficace n'est disponible sur le
marché vétérinaire mondial. Cependant, méme s un certain nombre d essais
vaccinaux ont été effectués a I’aide de souches atténuées en modeles expérimentaux
et couronnés de succés avec des souches homologues, ils n'en reste pas moins
inefficaces envers des infections avec des souches hétérologues de terrain (DHO et
a.1999). De la méme fagon, une immunisation passive des jeunes animaux est
satisfaisante, mais uniguement vis-a-vis de la souche homologue. Ceci n’est pas
surprenant, éant donné |’énorme diversité que représentent les souches APEC en
matiére de facteurs de virulence et le peu de données concretes a leur sujet. Enfin,
les systémes de vaccination employant la technique du spray nébulisation chez
les poussins d'un jour ne sont peut étre pas les méthodes les plus appropriées
pour empécher la propagation des colibacilles par voie aérienne.

I1.4. Prophylaxie sanitaire La maitrise des principaux facteurs de risgue associés a la
colibacillose demeure actuellement, la meilleure facon de prévenir I’ apparition des
colibacilloses aviaires (FERRON 1992).

1.4.1. la conduite d'élevage Elle vise a contrbler les contaminations
environnementales, les vecteurs animés ou inanimés, afin de réduire au maximum les
facteurs prédisposants aux infections respiratoires. Une des méthodes consiste a
réduire ¢ a mieux contrler les contaminations fécales par des sérogroupes
pathogénes par exemple, en réduisant la transmission des E.coli de la poule au poussin
par une fumigation des ceufs dans les 2 heures qui suivent laponte, en les récoltant

le plus vite possible apres la ponte et en écartant ceux en mauvais état ou présentant
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des souillures fécales a leur surface (HACKER et al.1997).Les infections du tractus
respiratoire des animaux peuvent étre réduites en garantissant des animaux indemnes
de mycoplasmes et en controlant mieux certains facteurs d'environnements
comme I’humidité, la ventilation, la teneur en poussiere et en ammoniac dans |’ air
(POURBAKHSH et a.1997). Les rongeurs, les insectes parasites, coprophages,
nécrophages sont auss des réservoirs potentiels de colibacilles et doivent étre
systématiquement détruits. La qualité de I’eau de boisson est auss trés importante,
il faut dés lors veiller a la changer trés régulierement. Des mesures générales de
separation des animaux par classes d' ége et par espece, des mesures de nettoyage, de
désinfection et de vide sanitaire entre chague lot sont auss des moyens de
prévention indispensables dans le cadre de la lutte contre la colibacillose
(WEINAK et al.2006).
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Chapitre 3 :

Produits de laruche : Propolis,
Miel, Pollen
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[11.1. Propolis

[11.1.1. Définition :

Le mot propolis est d'origine grecque ("pro" - devant et "polis’ - cit€), en
référence aux observations des apiculteurs qui avaient mis en évidence cette résine a
I'entrée de laruche (Cayet, 2007)

La propolis est une substance généralement brune mais qui peut étre également
de couleur rouge, verte voir méme jaune. Elle est de saveur pimentée et brdlante. Elle
est produite par les abeilles a partir de la récupération de résine de veégétaux,
principalement des coniferes mais aussi sur les bourgeons des peupliers, des saules et
des aulnes. Les ouvrieres recueillent ces résines avec leurs mandibules puis la
transportent dans les corbeilles de leurs pattes arriére (sacs a pollens) Ces pelotes de
propolis sont immédiatement retravaillées par les maconnes qui y apportent de la cire
et leurs sécrétions salivaires.

Au sein de laruche, la propolis a un double intérét, architectural et sanitaire
a. un intérét architectural : les abeilles I'utilisent comme un véritable mortier qui

permet le colmatage des fissures ou interstices et donc |'éanchéité. Par ailleurs il
est aussi utilisé pour le renforcement des rayons ou parties endommagées de la
ruche ce qui permet dassurer la protection de la colonie en réduisant les
possibilités d'entrée danslaruche ;

b. un intérét sanitaire : la propolis est la substance aseptisante de la ruche de par ses
propriétés anti-infectieuses (antibactérienne et antifongique). Une fine couche y est
déposée dans les alvéoles ou les reines pondent les ceufs afin d'éviter la
prolifération de bactéries telle que le paenibacillus larvae (loque américaine). Elle
sert également a momifier les animaux intrus morts (souris par exemple), trop
imposants pour étre évacués de la ruche par les abeilles elless-mémes, ce qui évite
leur décomposition (Donadieu, 2008).

[11.1.2. La Récolte:

L’ apiculteur possede deux moyens principaux de récolter la propolis, par
raclage et grattage ou par des grilles (Waring C et Waring A, 2012)

- laméthode par raclage et grattage des cadres et parois de laruche est réalisée al’aide
d'un couteau. Si cette méthode est utilisee, elle se passe la plupart du temps |’ hiver. En
effet c'est la saison idéale pour cette mission car la propolis est plus dure et plus
friable et de ce fait se décollera plus facilement de ses supports. L’inconvénient de
cette méthode est qu'il y a beaucoup d'impuretés telles que des débris de bois, des
petits clous, des fragments d abeilles et autres qui devront étre éliminés apres la
récolte. De ce fait cette méthode n’ est pas tres utilisee ;

- la seconde méthode consiste a placer des grilles en plastique souple au-dessus des
cadres. Etant donné que les abeilles ne supportent pas les trous, elles s empressent de
les boucher avec de la propolis. L’ avantage de cette méthode est 1a récolte de propolis
avec tres peu d impuretés. Les grilles sont ensuite mises au congélateur afin que la
résine soit cassante et donc plus facile a récolter.
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Figure 6. Grille en plastique souple ou serarécoltée la propolis (15)

[11.1.3. Composition moyenne de la propolis:

L es composés sont répartis de la maniere suivante :

- 50% de résine et de baumes

- 30% de cire végétale ou d'abeille

- 10% d'huiles essentielles

- 5% de pollen

- 5% de substances organique et minérale. (Toreti et al., 2013 ; Xu et al., 2009)

0 Les composés aromatiques sont les composés les plus représentés dans la
propolis, de par leur nombre mais aussi par leurs qualités biochimiques. Parmi
cescomposesil y a: I'acide benzoique le benzaldéhyde et sesdérives, I'acide
et I'alcool cinnamique et leurs dérivés, les flavonoides des composés
terpéniques, d’acides aminés d’acides gras les vitamines. (Cardinault et al.,

2012)

[11.1.4. Lesdifférents chémotypes de propolis:

Selon la région ou la propolis est récoltée, elle n’aura pas la méme couleur ni
tout a fait les mémes concentrations en composes. Les différentes propolis qui existent
sont les propolis verte, rouge et brune
- Lapropolis brune ou européenne est issue la plupart du temps des peupliers
- lapropolis verte, vient du Brésil et est issue de Baccharis dracunculifolia
- La propolis rouge, provient essentiellement de Cuba, du Mexique, du Brésil et est
issue de Dallergia ecastophyllum

[11.1.5. Lespropriétésthérapeutiques dela propolis:
La propolis est surtout reconnue pour Ses propriétés antivirales,
antibactériennes, antifongiques, antioxydantes et antiparasitaires.

[11.1.5.1. Propriétés antibactériennes:

Les propriétés antibactériennes de la propolis sont les plus connues et les plus
documenteées. Ainsi les Egyptiens |’ utilisaient pour embaumer les morts et ainsi éviter
la putréfaction.
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Les principaux agents antibactériens identifiés dans la propolis sont les
flavonoides avec la quercetine, la galangine et la pinocembrine. D’ autres agents ont
également éé identifiés comme I'acide caféique, I'acide benzoique, |'acide
cinnamique. Ces derniers agiraient plutdt sur la membrane cellulaire ce qui
expliquerait que |’ activité bactéricide a été démontrée avec une plus grande efficacité
sur les bactéries Gram+ que sur les Gram-, et laisse fortement supposer une action
directe sur |le peptidoglycane.

L e spectre antibactérien de la propolis est large avec une activité antibactérienne
démontrée sur de nombreux germes : Staphylococcus aureus et mutans, Streptococcus
sanguinis et mutans, BacillusCreus et subtilis, Proteus vulgaris et mirabilis,
Pseudomonas, Listeria, Salmonelles, Clostridium, Escherichia Coli et faecalis et
Helicobacter pylori (liste non exhaustive) (Baltas et al., 2016 ; Banskota, 2001 ;
Choi, 2006)

L es mécanismes antibactériens de la propolis sont multifactoriels : blocage de la
division cellulaire, désorganisation du cytoplasme, inhibition de la synthese protéique
ou encore inhibition du processus d’ adhésion de la bactérie (Scazzocchio et al., 2006)

[11.1.5.2 Propriétés antivirales:

I"inhibition par |a propolis du virus de la mosaique du concombre, du virus des
taches du tabac (Nolkemper et al., 2010 ; Schnitzler et al., 2010)

[11.1.5.3. Propriétés anti-inflammatoires:

Deux mécanismes anti-inflammatoires de la propolis ont été identifiés

- Le premier mécanisme consiste en une inhibition de |’ interleukine 6 (IL-6).

- le second mécanisme implique le CAPE, qui intervient comme un puissant
modulateur du métabolisme de I’ acide arachidonique. (Rossi et al., 2002)

[11.1.5.4. Propriétés antifongiques:

L es propriétés antifongiques de la propolis sont fortement suspectées par le fait
gu’il ne soit pas retrouvé de moisissures sur les cadavres de petits animaux dans la
ruche. (Ozcan, 2004)

[11.1.5.5. Propriétés antiparasitaires

Une action antiparasitaire a été démontrée in vitro sur de nombreux parasites :
Trypanosoma, Leishmanias, Giardialamblia, Giardiaintestinalis, Ascaris lumbricoides,
Enterobius vermicularis, Trichocephalus dispar, Trichomonas vaginalis (liste non
exhaustive). (Abdel-Fattah et Nada, 2007)

[11.1.5.6. Propriétés antioxydantes

Les propriétés antioxydantes de la propolis sont dues aux trés nombreux
flavonoides gu’ elle contient (Shigenori et al., 2004)
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[11.1.5.7. Propriétéscicatrisantes

La propolis est utilisée pour favoriser les processus de cicatrisation notamment
lorsde Dbralures

25



Produitsdelaruche: Propolis, Miel, Pollen

[11.2. Miel :

[11.2.1. Définition :

Lemiel est ladenrée alimentaire produite par les abeilles mellifiques a partir du nectar
des fleurs ou provenant des parties vivantes des plantes ou se trouvant sur elles,

qu’ elles butinent, transforment, combinent avec des matieres spécifiques propres,
emmagasinent et laissent marir dans les rayons de laruche. Cette denrée alimentaire
peut étre fluide, épaisse ou cristallisee (Donadieu, 1978).

[11.2.2. Originedu mid :
Prost (1987) et Loiriche (1979), affirment que le miel peut étre soit d’ origine florale

(nectar desfleurs), soit d’ origine animale (excrétions d' insectes).

[11.2.2.1. Lemielat : unterme générique définissant les rejets métaboliques des
homopteres, déposés sur les feuilles et au pied de la plante hote. Cette excrétion
contient des sucres, 90 a 95 % de la matiere seche (WACKERS, 2000 ; YAO et al.,
2001), des minéraux, des vitamines, des lipides, des acides aminés libres et des acides
organiques (WAY, 1963 ; BUCKLEY, 1987a; 1987hb).

111.2.2.2. Le nectar : ¢’ est une solution diluée de sucres variés, il constitue la matiére
premiere de la majorité des miels. Le nectar est recueilli dans les fleurs au niveau des
petites glandes végétales dites | es nectariferes. Sa production dépend de |’ &ge, de la
taille, de la position de lafleur, de|’humidité relative de I’ air, de ladurée dela
floraison, du sexe desfleurs, de I’ espéce (Sanz et al., 2005).

Selon Sanz et al., (2005), les miels a base de nectar sont divisés en deux groupes :
[11.2.2.1. Mielsmono floraux : ce sont des miels provenant d’ une plante déterminée
et présentent une dominance d’ une seule variété de pollen (L ouveaux, 1980 ;
Hamadane, 1988).

[11.2.2.2. Miels multi floraux : ce sont des miels produits par plusieurs especes

végétales et présentent une grande variété de pollen sans dominance.
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111.2.3. Récolte et conservation :

111.2.3.1. Récolte:

Larécolte de miel alieu en général aprés une miellée (qui correspond ala production
de nectar par laflore susceptible d’ en produire).

L’ apiculteur utilise un procédé d’ enfumage pour récolter les cadres et Gtesles abeilles
par brossage a la balayette. Une fois tous les cadres remplis de miel prélevé, on doit
extraire le miel dans un endroit sec et tempéré et protégé.

En premier lieu, il faut 6ter la couche de cire protectrice déposée par les abeilles sur
les alvéoles. Celasefait al’aide d’ un petit couteau avec lequel on retire les opercules
(ladésoperculation). Ensuite, on installe les cadres dans un extracteur. Le miel

s écoule vers un robinet pour étrefiltré. On le laissera reposer un a deux jours, par la
suite le miel vacommencer a cristalliser et au bout de 15 jours. Lorsgue les cristaux se

forment il seraprét a étre mis en pots. (Cuvillier, 2015)

111.2.3.2. Conservation :
Lemiel est un produit périssable, il subit au cours de temps de nombreuse
modification entrainant la perte de ces qualités. Il doit étre conservé dans des endroits
secs et aérés et dans des emballages fermés hermétiquement pour éviter sa
fermentation, loin des températures élevées pour éviter la dégradation des sucres
(Huchet, 1996).
[11.2.4. Composition : Le miel contient :
e Un certain pourcentage d' eau qui varie en moyenne de 16 a 20%.
(Bogdanov et al., 2006)
e Desglucides (sucres) qui représentent de 75 a plus de 79%. (Delphine,
2010)
e Desprotides (moins de 1 %). (Domerego et al., 2009)
e Des acides organiques et des lactones pour 0,3 %.
e Des substances minérales et des oligo-ééments (0,2 environ).
(Domerego et al., 2009)
e Desvitamines: (Vitamine B1, B2, B3, B5, B6, B8, B9). (Domerego et
al., 2009)
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e Desenzymes: (lasaccharase et I'amylase). (Domerego et al., 2009)

e D’autres substances diversestelles que :
Des substances aromatiques, un principe cholinergique proche de
|” acétylcholine, un principe cestrogene, des grains de pollen, des
colloides (protéines, pigments, etc.) et Plusieurs facteurs antibiotiques
(Donadieu, 1978).

[11.2.5. Effet antibactérien :
Le miel inhibe la croissance d’ un grand nombre de bactérie, y compris les bactéries
pathogenes (Bogdanov, 1997), I’ activité est la plus importante quand le miel est
administré de fagcon topique, directement sur les zones contaminées. Le miel est
bactériostatique et bactéricide. L’ activité antibactérienne est due a plusieurs facteurs :
o L’effet osmotique: le miel est une solution sursaturée de sucre (hypertonique).
L hypertonicité provoque la lyse des bactéries par déshydratation et inhibe la
croissance des bactéries avant d’ induire leurs morts.
e LePhfaible: un pH acide est un milieu défavorable au développement de la
plupart des germes.
e Leperoxyded hydrogene 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 hypo pharyngiennes de I’ abeille)
forme le peroxyde d’ hydrogene H202 (aux propriétés antiseptiques) par oxydation de
glucose et |a catalase scinde le peroxyde en eau et dioxygene comme suit (Bogdanov

et Blumer, 2001).

Glucose—oxidase

Glucose + H20 > acide gluconique +H202

catalase

2H202 —— 02 + 2H20
e Lesfacteursnon peroxydes: On trouve le méthylglyoxal, la bee-defesin,

composeés polyphénoliques, des flavonoides.
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[11.3 Pollen :

[11.3.1 Définition :

Leterme pollen dérive du grec : «palé», qui désignait alafoislafarine et la poussiere
pollinique .1l constitue chez les végétaux supérieurs |’ élément mobile méle des plantes
afleurs que I’ on peut définir d’ une maniere imagée comme une sorte de « sperme
végétal ». Le grain de pollen produit les gamétes males : ¢’ est donc le gamétophyte
mal e des plantes a graines. || représente une multitude de corpuscul es microscopiques
contenus dans les sacs polliniques de I’ anthére a |’ extrémité des étamines de la fleur
(Donnadieu, 1982 ; Jeans-Prost et Medori, 2005). Le pollen se présente sous forme
de « pelote » ; une pelote pese de 20 a25mg ; elle contient de 3 a4 millions de grains
de pollen. la couleur, I’ apparence, I’ odeur, le gout et la composition du pollen varient
fortement selon I’ origine florale (Bogdanov et al., 2004). Le pollen est I aliment
prépondérant de la colonie, larégularité et I'ampleur de ses apports conditionnent 1a
ponte de lareine et donc lavitalité de laruche (Henri clément, 2014), et pour cette
raison les apiculteurs I’ appellent communément « pain d’ abeille » (Vaissiere, 2002 ;
Leblanc et al., 2009).

[11.3.2 Structure et forme du pollen :

« Autant de fleurs différentes ,autant de pollens différents » ¢ est-a-dire que selon
I’ origine botanique , il existe pour chaque pollen des différences sur le plan d’ aspect
ains que la couleur .en géné&a , Un grain de pollen mesure de 2,5 a 220 microns
(Donadieu, 1982), I'examen microscopique permet d'identifier sa famille, son genre,
son espéce végétal (Agromisa Fondation, 2005) et le fait apparaitre sous une forme
sphérique ou ovoide enrobé, La couleur du pollen est variable d une plante a une
autre. Elle peut aler du jaune treés pale jusgu’ au noir en passant par le marron

Il est constitué d’ une membrane ou sporoderme composée d' une enveloppe complexe
formée de deux couches :

une couche extérieure ou I'exine est une enveloppe dure qui protége parfaitement

I’ é ément fécondant
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Une couche intermédiaire entre la cellule et | exine .c’est pourquoi €elle a été appelée
intine, qui offrent une protection mécanique contre I’ écrasement (les pollens apicoles).
(Richard et al., 2012)

la cellule possede deux noyaux, le végétatif et le reproducteur. (Robert Andrean,
2017)

[11.3.3 Origine et pollinisation

111.3.3.1 Origine:

Le pitil et les étamines sont les organes reproducteurs des fleurs. Les éamines
représentant les organes males situées autour du pistil, composées par le filet et
I’ anthere. C’est | anthere, portion terminale renflée de |’ étamine, qui renferme dans les

sacs polliniques e pollen, de grosseur et de forme variable (Donadieu, 1982).

[11.3.3.2 La pollinisation :

Au moment de lafloraison, I’ anthére s ouvre et laisse s enfuir le pollen de ses loges,
gui devra atteindre le stigmate du pistil afin de féconder les ovules qui se transforment
en graines. (Remy chauvin, 1968).

Si le pollen tombe sur le pistil de la méme fleur, il s'agit de la pollinisation directe,
gui entraine I’ autof écondation

Sil est transporté sur le pistil d autres fleurs ¢ est la pollinisation indirecte, qui assure
la fécondation croisée. Le pollen transporté par les insectes (pollen entomophile) et

celui transporté par le vent (pollen anémophile)

[11.3.4 La Récolte:

111.3.4.1 Par |’ abeille

L’ abeille récolte naturellement le pollen pour la ruche ou il intervient avec le
miel (63) pour élever le couvain et couvrir les besoins des adultes.

Le pollen est récolté par les abeilles au cours du butinage principalement ala
fin de I'hiver et au printemps. En effet, les butineuses sont parfaitement équipées, pour

recuelllir cette fine poudre (Jean-prost, 1987).
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Les abeilles agglomerent les grains microscopiques, fagonnant ainsi par
addition de secrétions salivaires et d’ une certaines quantités de nectar, d’environ 7 a 8
mg de pelotes. Une paire de pelote pese 20 mg, et une ruche a besoin de 20 a 60 kg de
pollen par an. Ce dernier est entreposé dans les alvéoles qui se trouvent autour du
couvain, Il est tassé par les ouvrieres et subit une fermentation lactique pour qu'il se

conserve mieux (Frankckh-kosmos, 2003).

111.3.4.2 Par I'homme

Larécolte se fait par un appareil nommé : Trappe a pollen ,c’est une grille qui retient
les pelotes accrochées aux pattes des abeilles lorsque celles-ci rentrent a la ruche, et
puis ces pelotes sont recuelllis dans des tiroirs placés sous les trappes et cela
journellement, ou au maximum tous les 2 ou 3 jours selon les conditions climatiques
locales , les tiroirs sont ensuite vidés dans une boite rigide ou dans un sac de
plastique , nettoyés sommairement et remis en place (Donadieu, 1982 ; Jean-prost,
1987 ; Marieke Mutsaers, 2005 )

111.3.5 Conservation :

Pour assurer une bonne conservation du pollen, il faut procéder a plusieurs opérations
successives:

111.3.5.1 Le séchage : les pelotes du pollen doivent étre séchées tout de suite apres la
récolte, on procede a un sechage artificiel avec un séchoir ou |’ opération dure plusieurs
heures a40° C.

[11.3.5.2 Le triage: afin d'éliminer les petites impuretés susceptibles de se trouver
dans le pollen (ailes, pattes, ou parties d'abeilles). Le triage de petits lots se pratique a
la main, avec une pincette, en revanche les spécialistes emploient des appareillages
tres élaborés (du type Tarare) permettant de traiter de plus grandes quantités alafois.
[11.3.5.3 Le stockage: il convient de conserver le pollen dans un endroit sombre et
sec, afin de lui garder toute ces vertus et le stock dans des récipients divers (fats,
seaux, sacs en matiéere plastique neutre, etc.) parfaitement clos et étanches pour éviter

toute reprise d'humidité.
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111.3.6 Composition :

Stimulant, tonifiant, Le pollen renferme de facon trés compléte tous les éléments
indispensables a la vie des organismes du regne animal et végétal, élément agissant en
harmonie naturel et en synergie.

La teneur en eau est en moyenne de 10 a 12% pour le pollen frais et de 4% pour le
pollen asséché (Donadieu, 1983)

L es glucides représentent environ 35% du poids total du pollen (Donadieu, 1983),
Lafraction lipidique du pollen varie en quantité (del a 20 % du poids a sec)

Les protides représentent 20% dont une grande partie se repere sous forme d’ acides
aminés qui sont soit a I'état libre (en majorité), soit a I'éat combiné (Donadieu,
1982),

Vitamines et minéraux : vitamines du groupe B, ainsi que la vitamine C.il contient
auss un large éventail de substances minérales et oligo-éléments parmi lesquelles.
Substances divers: telle que la ruting, certaines substances antibiotique,
bactériostatique, des hormones de croissances (gibbérellines). On y trouve aussi des
flavonoides, des pigments, des ardmes et des huiles volatiles (Roch Domer ego, 2006 ;
Donadieu, 1982)

[11.3.7 Propriétés thérapeutiques:

[11.3.7.1 Action antibactérienne du pollen:

Le pollen serait un élément protecteur, s opposant au développement de certaines
variétés microbiennes (Dextreit, 1963), ce qui a été montré selon certaines études que
les extraits d’ éthanol de pollen ont une activité antibiotiques assez forte et efficace sur
|” agent pathogene des bactéries grams positives humaines (comme les staphylococcus
aureus )et les bactéries gram négatives (notamment Escherichia .coli, Pseudomonas
aeurgionsa) , cette activité est due au flavonoide et acide phénoligue que contient le
pollen I’ activité antibactérienne du pollen est comme celle du miel |liée a sateneur en

glucose oxydase ( Jean-prost, 1987)
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111.3.7.2 Action tonifiante, stimulante et métabolique du pollen :

Le pollen renferme des effets régulateurs agissant a différents niveaux et possédant
une triple action au plan : de la croissance, de |’équilibre organique et de I’ énergie
vitale (Robert Andreani, 2017)

111.3.7.3 Action dépur ative et anti-oxydante:
Le pollen possede des intéréts majeurs dans la prévention des maladies due a sa

richesse en composes qui sont essentiellement les polyphénols.

[11.3.7.4 Action digestive et anti-inflammatoire du pollen :
Permet la régulation des fonctions intestinales, Le pollen joue aternativement un réle
dans le réveil d'un transit paresseux et dans le traitement de la diarrhée gréace a ces

propriétés antibiotiques (Jean-prost, 1987 ; Roch Domer ego, 2006).

[11.3.7.5 Action cardio-vasculaire du pollen :

Le pollen participe a I’ éablissement d' un équilibre et d'un bien étre, cardiague et
vasculaire. Il contribuerait a la régénération du sang, notamment en augmentant le taux
d hémoglobine (Dextreit, 1963)

[11.3.7.6 Action sur le systéme neuropsychique:
Le pollen possede une propriété qui aide a la réalisation de I’équilibre nerveux
(Dextreit, 1963)

[11.3.7.7 Action sur L’appareil génito-urinaire:
Traitement des troubles de la prostate, de la cystite a colibacilles (Donnadieu, 1982)
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Chapitre 1
Matériels et méthodes
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Matériel et méthodes

1. Lieu et périodedetravail :
Notre travail aeu lieu

e Au laboratoire de technol ogie alimentaire de la faculté des sciences de la nature
et delavie, université Ibn Khaldoun Tiaret.

e Aulaboratoire de microbiologie de I’ institut des sciences vétérinaires Tiaret. Il
S est étalé sur une période de trois mois (février - avril 2019).

2. Matéries

2.1Lematérie végétal
Le matériel végétal qui aservi pour les différentes analyses et techniques était

constitué :

Deux échantillonsdu miel (MC : miel au jujubier /sidr ; provenant de
larégion Ain ehdehb —Tiaret. 11 est de couleur doré et est fort au goQt.
ML : miel d euphorbe/loubayna) originaire de lawilayad’ el Bayad il
est d une couleur ambré et un gout intense rappelle celui du caramel.
(Tableau I1).

Un échantillon de pollen (P) (frais) commercialisé danslarégion de Tiaret ,
originaire delawilayade Blida. il est de forme ovoide, plus ou moins
déformé, de couleur jaune amarron. Il a éé stocké dans un récipient en
plastique parfaitement clos et é&anche pour éviter toute reprise dhumidité et

conservé au réfrigérateur.

Propolis: deux échantillons ont éé obtenu; la P6 auprés dun
apiculteur de la wilaya de Tiaret et la P10 provient du sud algérien .les
échantillons sont triés des impuretés et broyés sous forme de poudre
tres fine. leur couleur est marron. Elles sont stockée dans de petit flacon
en verre de 10 gramme, opagque, hermétique, a température ambiante, et
al’abri delalumiere.

Tableau N°01 : les différentes variétés du miel et leurs provenances.

Miel Code Origine Couleur Texture
géographique
Miel au jujubier MC Ain Edeheb- Jaune foncé Liquide
Tiaret (doré)
Miel d’ euphorbe ML Wilayad' e Marron foncé Cristallisé
Bayad (ambré)

36



Résultats et discussions

2.2. Matérielsbiologique

L’ activité antibactérienne du miel, de lapropolis et du pollen a porté sur quatre isolats notées

R1, R4, R16 et F1 de la souche bactérienne, E. coli. Ces quatre isolats appartiennent ala

collection du Laboratoire de pathologie aviaire de I institut vétérinaire de Tiaret. Elles ont été

isolées par Mr.Boulbair en Janvier 2016 a partir des poul ets provenant de deux régions Tiaret

et Tissemsilit. Elles sont périodiquement entretenues au |aboratoire et conservées sous la

glycérine a4°C au réfrigérateur jusqu’ a leur emploi.

2.3. Matériel et consommables delaboratoire:

Laverrerie, I’ appareillage et les produits utilisés dans notre étude pour les différentes

analyses physicochimique du miel sont illustrés dans le tableau N°2 :

Tableau N°02 : Appareillage, verreries et solutions utilisé dans les différentes analyses
physico- chimiques du miel.

Parameétres

Matériels

Produits chimiques

Formules chimiques

Teneur en eau

-Balance anaytique
(KERN)

-Capsule en porcelaine
-Dessiccateur

-Etuve (310/MAX)

Teneur en cendre

-Balance anaytique
(KERN)

-Capsule en verre
-Bec bunsen
-Dessiccateur

-Four amoufle
(HERAEUSInstrumnt)

pH

-Balance anaytique
-Becher,

-fiole jaugée
-PH-métre
(SCHOTTERATE
CG6822)

-Solution tampons

Aciditélibre

-Balance
-Burette de 25 ml
-Entonnoir
-PH-métre
-Becher

-Hydroxyde sodium
(0.05N)
-phénophtaléne

-NaOH

-C20H1404
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-Fiole jaugée
-Barreau magnétique

Conductivité

éectrique
-Becher

-Conductimétre

-Balance anaytique
-Fiole jaugé

-Bain marie

- Chlorure de
potassium ;

Tableau N°03 : Matériels et consommables utilisés pour les diff érentes méthodes de |’ activité

antibactérienne.

Appareillage Consommables et verreries | solutions et milieux
-Spectrophotomeétre - Boites de pétrie (60mm). -Eau digtillé stérile.
(Shimadzu).

- Incubateur (Memmert).

- Balance analytique (OHAUYS).
- Bain marie (GFL).

- Microonde (LG).

- Agitateur (vortex).

- Bec bunsen.

- Autoclave.

-Etuve.

-Minuteur.

-Agitateur mécanique.

- Ecouvillons.

- Seringues de 5ml et 1ml.

- Tubes aessais.

- flacons en verre de 180 ml.
- Papier absorbant.

- Pipettes pasteur.

- Béchers de 1000ml;
Verre de montre.

-Capsule de pesee.
-Compte —g.

-Pi ssettes.

-Spatule.

-Mueller-Hinton (Annex)
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Tableau N° 04 : Matériels et consommables utilisés pour confirmation des isolats

Milieux deculture | Matéries Réactifs et solutions

-Mac conkey -Microscope optique | - violet de gentiane,

“Muller Hinton. -fuchsine de zieh.

- lames
-Lugol.
" PIpeties pasteurs |4, ije a émersion
-bec bunsen -Alcool 70°.
_pissettes d eau -Eau distillée.
-Eau physiologique 0.9 %.
- Lames -Disques d’ oxydase,
-Boites de pétri Himedia; Inde;
stériles.

-Réactif Kovac, bio Mérieux ; France;
-Réactif TDA, bio Mérieux ; France;
-Reéactif VP 1, VP2, indtitut pasteur
d Algérie;

-Bioanalyse (Turquie),

-Bio Maxima (Pologne),

-Himedia (Inde),

Liofilchem (Italie) ;

-Galerie Api 20 E,

-Bio Mérieux ; France.

3. METODES
3.1 Protocol expérimental

Le protocole expérimental de notre étude repose sur des différentes étapes résumeées
dans lafigure N° et figure N° :
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Préparation des échantillons

Propolis Miel Pollen
A A A
Deux variétésde Deux variétés du miel Pollen pur /pollen
la propolis additionnéau
| miel
Caractérisation physicochimique

Confirmations desisolats

Réactivation desisolats

Préparation del’inoculum
bactérien

Méthode des puits

A

L’ estimation de |’ activité antibactérienne dela propolis, miel et
pollen sur E. coli aviaire pathogéne (N=04)

Figure N° 05 : schéma du Protocol expérimental.
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Analyses effectuées sur chague
échantillon du miel

Analyses physiques Analyses chimiques

-PH -Aciditélibre
-Conductivité éectrique -Teneur en eau
-Teneur en cendres.

A 4
Caractérisation
physicochimique des miels.

Figure N° 06 : les différentes étapes des analyses physicochimiques du midl.

1. Analyses physicochimiques
1.1 Humidité (AOAC, 2000)
> principe
L’ humidité est mesurée en déterminant la perte de poids de I’ échantillon
apres son séchage dans |’ étuve a une température détermineée.
» Mode opératoire

e Sécher des capsulesvides al’ étuve durant 15 min a105°C
e Tarer les capsules apres refroidissement dans un dessiccateur
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e Peser dans une capsule 5g de chaque échantillon, € les placer dans
I’ étuve 2 105°C pendant 3heures ;

e Retirer lescapsulesdel’ éuve, leslaisser refroidir dans le dessiccateur,
puis les peser. L’ opération est répétée jusqu’ al’ obtention d’un poids
constant.

» Expression desrésultats

H%=(M2-M 1/M 0) 100

Soit :

H% : Humidité

M1 : Masse delacapsule + matiere fraiche apres |’ étuvage ;
M2 : Masse del’ensemble avant I’ é&uvage ;

Mo : Massedelaprise d essai (Q).

1.2. Taux de cendres (CODEX, 1977)

> Principe
Cette méthode a pour objet de déterminer lateneur en cendres, qui sont lesrésidus de la
destruction de la matiére organique aprés incinération.

» Modeopératoire

e Peser 3g de chaque variétés du miel dans des capsules en porcelaine calcinées et
tarées;

e Pour éviter la production de lamousse, carboniser les échantillons alaide d’ un bec
bunsen ;

e Placer les échantillons dans un four a moufle a 550°C pendant 3 heures, jusqu’a
I’ obtention dune couleur grise ,claire ou blanchétre ;

e Retirer les capsules du four et les mettre arefroidir dans le dessiccateur, puis les peser.

> Expression desrésultats

Mm = (m2-m1/mo) 100

Soit :
mo : Masseinitiale du midl.
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m1l : Masse de la capsule vide.
m2 : Masse de |la capsul e aprés incinération.
Mm : Matiére minérale.

1.3. Conductivité électrique

» Principe
La conductivité électrique est mesurée a 20°C d’ une solution a 20% de
matiere seche et effectuée al’ aide d’ un conductimétre avec éectrodes.

La détermination & été effectuée selon le Journal Officiel dela République Francaise,
1977.

Détermination de |a constante de la cellule

k=11,691* 1/g

Soit :
K : constante de lacellule
g : laconductance de la solution KCL (mS/cm)

Lamasse de miel est pesée selon lamaniere suivante :

M =5*100/M S

Soit :
MS: Matiére seche du midl.

M : Masse du miel en g.

» Mode opératoire

e Dissoudre M du miel dans quelques ml d eau distillée, puis
compléter a 25 ml dans une fiole jaugée ;

e Verser lasolution dans un bécher porté dans un bain marie
thermostatique ;

e FEtalonner I’ appareil avec la solution de chlorure de potassium ;

e Plonger les électrodes dans la solution ;

e Fairelalecture lorsque latempérature est a 20°C.

> Expression desrésultats
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CE=K*G

Soit :
CE : conductivité éectrique du miel exprimée (mS.cm-1)
K : constante delacellule

G : conductance de la solution (mS/cm)

1.4. Déter mination du pH

» Principe
C’ est lamesure du potentiel hydrogéne d’ une solution a 10% alaide d’ un
pH- métre. le PH métre est étalonné avant son utilisation. La détermination a été effectue
selon lanorme du CODEX n°77-79 (CODEX, 1977).

» Mode opératoire

e Dissoudre 2.5 g du miel dans quelque ml d’ eau distillée, puis
compléter la solution a 25 ml dans unefiole jaugé ;

e Verser lasolution dans un bécher sans cesser d’ agiter au moyen
d’un agitateur magnétique ;

e FEtalonner I’ appareil avec deux solutions tampons

e Plonger I’ édlectrode dans le bécher contenant la solution du miel, la
valeur du pH s affiche au potentiométre.

1.5. L aciditélibre

» Principe
L’ acidité libre est obtenue par la neutralisation de 25 ml de cette solution avec NaOH. (Amri,
Aetal., 2007 ; Lord et al., 1988)

» Modeopératoire
e Remplir laburette avec une solution d'hydroxyde de sodium NAOH
a0.05N.
e Placer le bécher contenant les 25,0 ml de solution de miel en
dessous de la burette et mettre en marche |'agitateur magnétique.
e Titrée cette solution avec de | hydroxyde de sodium (NaOH) en
versant 3 a4 gouttes de I’ indicateur coloré phénophtaléine et noter
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le volume d" hydroxyde de sodium verse pour atteindre le virage de
la couleur.

> Expression desrésultats

Aciditélibre (meg/kg) = (1000.V.N)/M

Soit :

V : volume en millilitres d’ hydroxyde de sodium verse pour atteindre le pH du point
équivalent E lors de la neutralisation du miel.
N : normalité de NaOH.

M : prise d' essais en grammes (Rebai et Saidi sief, 2017)

3. ACTIVITE ANTIBACERIENNE

Afin d’ évaluer in vitro I activité antibactérienne des déférentes échantillons (miel, pollen et
propolis) vis-avislesbactériesd’ E. Coli aviaire pathogenes ; quatre isolats (R1, R4, R16, et
F1) de laméme souche bactérienne sont utilisées a cette fin (tableau n°05)

Tableau N°05 : Les quatre isolats étudiés

Code Organe obtenu Groupe bactériens Souches
bactériennes

F1 Foi Gram- Escherichia cali,
Isolat F1 CH

R16 Rate Gram- Escherichia cali,
Isolat R7pcl6

R1 Rate Gram- Escherichia coli, R7
pcl

R4 Rate Gram- Escherichia cali,
Isolat : R7 pc4
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A.1l. Analyses microbiologiques

1.1 Confirmation des souches
1.1.1 Observation microscopique (coloration de Gram)
Lacoloration de Gram a été effectuée selon le protocole décrit par (Prescott et al., 2003)

1.2 Mode opératoire:

>
>

Réaliser un frottis et le fixer alaflamme

Couvrir lefrottis avec du cristal violet et laisser en contact 1 minute; Laver |‘exces du
colorant avec de |* eau distillée.

recouvrir le frottis de Lugol et laisser agir pendant 30 secondes ; Laver al‘eau distillée
pendant 5 secondes.

Rincer immédiatement le frottisal’ alcool jusqu’ a disparition compléte de la
coloration violette ; Laver al‘eau distillée pendant 5 secondes.

Recouvrir la préparation de Fushine, laisser agir environ 1 min. lavez abondamment.
puis sécher entre deux feuilles de papier essuie-tout.

Déposer une goutte d* huile aimmersion sur le frottis et observer au microscope
Optique aun fort grossissement (al’ objectif X 100). Lecture : bactéries Gram négatif
(coloration rouge), bactéries Gram positif (coloration violet).

1.1.2 Test d’Oxydase: (Joffin J.N et Leyral G, 2005).

Le test d'oxydase est a la base de I’identification des bactéries Gram -. |l consiste a
mettre en évidence la capacité de la bactérie testée, a oxyder la forme réduite incolore
de dérivés N-méthylé du paraphényléne diamine, en leurs formes oxydées semi-
quinoniques rose-viol acées.

1.1.2.1. Latechnique:

Sur une lame de verre, déposer un disque imprégné de N-diméthyl-p-phényléne
diamine et I” humidifier avec quelques gouttes d’ eau distillée stérile.

A I’aide d'une pipette pasteur boutonnée, fixer sur le disque une fraction de colonie
(culture de 18-24 heures) .

1.1.2.2. Lecture:

Une réaction positive se traduit par un virage rapide (10 a 15 secondes) du réactif de
I'incolore au rose-violacées. Si lacolonie reste incolore, le test est négatif.

1.1.3. Identification biochimique par galerie Api 20E :

Les cultures présentant des coccobacilles a Gram négatif, oxydase négative ont été
identifiées a I'aide de la Galerie APl 20 E. c'est une galerie de 20 microtubes
permettant de réaliser 23 tests biochimiques.

Technique :

1.1.3.1 Préparation dela Galerie APl 20E :

>

Réunir fond et couvercle d'une boite d'incubation et répartir environ 5ml d'eau distillée
ou déminéralisé dans les avéoles pour créer une atmosphere humide.

Inscrire laréférence de la souche sur languette |atérale de la boite.

Sortir la galerie de son emballage et la placer dans la boite d'incubation.

1.1.3.2. Préparation del’inoculum : (annexe n°04)
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1.1.3.3. Inoculation dela Galerie:

> Introduire la suspension bactérienne dans chague tube a I’aide d’ une pipette Pasteur
stérile, pointe appuyée al’intérieur et sur le coté pour éviter laformation de bulles

» Remplir de suspension letube et la cupule destests: CIT, VP et GEL

Remplir uniquement les tubes et non les cupul es des autres tests.

» Créer une anaérobiose dans les tests : ADH, LDC, ODC, URE, H2S en remplissant
leur cupule d'huile de paraffine. Refermer |a boite d’incubation et la placer & 37°C
pendant 18 a 24 Heures.

A\

1.1.34. Lecturedela Galerie:
> Lesréactions produites pendant la période d'incubation (18h-24h a 37C°) se traduisent
par des virages colorés spontanés ou révélés par |'addition de réactifs.

1.1.3. Antibiogramme (CA-SFM™, 2013).
L’ étude des profils de la sensibilité aux antibiotiques des souches isolées a été effectuée par
I établissement d’ antibiogramme par diffusion en milieu gélosé (méthode des disques),sur
gélose Mueller-Hinton selon la méthode recommandée par I’ OMS et répondant aux critéres
définis par le Clinical and Laboratory Standards Institute (CL SI, 2008) et standardisées
depuis 1999 en médecine vétérinaire en Algérie.

Les antibiotiques utilisés figurent dans le tableau suivant :

Tableau N°06 : Antibiotiques utilisés.

Famille Antibiotiques Code Charge (ng)

Bétalactamines Amoxicilline +Acide clavulanique AMC 30
Ampicilline AMP 10

Aminosides Gentamicine CN 10
Kanamycine K 30

Sulfamides et associés | Triméthoprimet+ Sulfaméthoxazole COoT 25

Tétracyclines Tétracyclines TE 30
Quinolones Acide nalidixique NA 30
Enrofloxacine ENR 5
Polypeptides Coalistine CT 10
Phénicolés Chloramphénicol C 30
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1.1.3.1. Technique:

Lagéose Mueller Hinton est fondue au bain marie puis coul ée dans des boites de pétrie de90
mm de diametre jusqu’ a une épaisseur de 4 mm et séchées avant I’ emploi, apres
desséchement Les boites de pétrie sont ensuite ensemencées avec I’ inoculum bactérien
(Annexe n®04) par éalement al’aide d’un écouvillon stérile .En suite les disques

d’ antibiotiques sont déposés al’ aide d’ une pince stérile ala surface de la gélose avec une
|égére pression sur chaque disgue. Les boites de pétri sont mises en incubation dans un éuve
a 37°C pendant 24 heures.

1.1.3.2. Lecture
Aprés cette période d'incubation, Les diamétres des zones d’ inhibition ont été mesurés
al’aide d'uneregle, al’ extérieur de laboite fermée.

B. Préparation des échantillons
B.1. Préparation desconcentrations du miel :

Pour tester | activité antibactérienne sur les quatre isolats, quatre concentrations ont été
préparées : 25%, 50% ,75%, 100%, la préparation de ces concentrations est présentée dans le
tableau n° et lafiguren® (Nair, 2014).

Tableau n°07 : Préparation des concentrations du miel.

Concentration % 25% 50% 75% 100%

Lemid () 3.75 25 1.25 5
1.25 25 3.75 5

L’eau distillée stérile

(ml)

Figure N° 07 : Concentration du miel (ML, MC) (prise
personnel 2019)
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B.2. Préparation des concentrations dela propolis

> Lapropolis (P6, P10) a étéincluse dans le milieu de culture aux concentrations
suivantes : 5%, 10%, 20%, 30%.

Figure N° 08 : Concentration de la
propolis (P10) (prise personnel 2019)

B.3. Préparation du pollen

» A I’aide d'une spatule, une petite quantité de pollen a été écrasé jusqu’a I’ obtention
d’une poudretresfine.

» Dans une boite de pétri un mélange pollen-miel (MC-ML) a éé préparé avec des
guantités similaires (1g de pollen et 1 g de miel) pour tester leur effet combiné, Le

mélange est laissé en contact a 37° pendant 15 minutes afin d assurer I’ homogénéité
des deux extraits.

Figure N° 09 : Préparation du pollen seul et additionné au miel
(prise personnel 2019)
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C.3. Réactivation desisolats:

Les quatre isolats (R1, R4, R16, F1) sont repiquées a partir du milieu de conservation sur
milieu de culture solide, sélectif (mac conkey ) : La Gélose mac conkey est fondue dans un
Microonde puis coulée dans des boites de pétri. Les boites sont ensemencées ensuite
refroidies et séchées pendant 20 minutes, puis incubées a I’ éuve & 37°C pendant 18 a 24
heures.
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Figure N° : Détermination de I'effet antibactérien du miel pollen et propolis

D. Larecherchedel’ effet antibactérien du miel pollen et propolis
M éthode des puits

Cette méthode est réalisée en adoptant le protocole de (Ela et al., 1996). Pour estimer I’ effet
inhibiteur des trois extraits (miel, propolis, pollen) sur les quatre isolats ans le milieu Mueller-
Hinton, qui une fois coul € dans des boites de Pétri, est ensemenceé avec |’ inoculum bactérien
(Annexen°04) al’aided un écouvillon stérile. Ce dernier sefait par des stries serréesde
haut en bas ; I’ opération est répétéetroisfois, .Ensuite les boites sont laissées a37°C pendant
15 minutes, afin de permettre une diffusion des germes. Des puits de 6 mm de diametre sont
perforés al'aide de |’ extrémité de pipettes Pasteur et sont remplis par des différentes
concentrations des extraits a testés:

» Les concentrations de (25% ,50% ,75%, 100% ) du miel sont introduites
dans chague puits, ainsi que une solution d’ eau distillée qui nous servira
detémoin.

» Cédlesdelapropoalis, les puits sont remplis par des concentrations de
(5%,10% ,20% ,30%) et un témoin.

> Une petite quantité du pollen pur (écrasé) est dépose al’intérieur du
premier puits, le deuxieme et le troisiéme sont remplis par le mélange
pollen-M C, pollen-ML respectivement et le quatrieme par de |’ eau
distillée.

Apres une pré-diffusion de 20 minutes a température ambiante sous la héte, les souches sont
incubées a 37°C pendant 24 heures

Lalecture des résultats s effectue en mesurant les auréoles d'inhibition alaide d’un pied a
coulisse ou uneregle

Un extrait est considéré actif, si le diamétre de la zone d’inhibition est supérieur a8 mm.
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Chapitre 2 ;

Résultats et discussions
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Résultats : parametr es physicochimiques du miel
Tableau 08 : Tableau comparatif des paramétres physico-chimiques des miels

Echantillon Echantillon Codex
MC ML Alimentarius

Teneur en eau 11.07 9.45 <21
(%)
Conductivité 0.053 0.0313 <0,8
électrique (ms/cm)
Cendres (%) 0.118 0.19 <0,8
Aciditélibre 15 28 <50
(meg/kg)
PH 5 4.05 Acide

1. Taux d’humidité (lateneur en eau)
Lateneur en eau du miel est I'un des critéres primordiaux de la détermination de la qualité
du miel. Un miel trop sec montre une viscosité élevée et peut poser des problemeslors de la
cristallisation (M oniruzzaman et al., 2014) ; un miel trop humide risque de se fermenter. Par

conséguent, I'hnumidité conditionne la conservation du miel (Hummel et Feltin, 2014).

Le taux de I'numidité nous renseigne sur les variations de teneur en eau de chaque variété de
miel collecté (tableau n°08). En effet, il oscille entre: 11.07%-9.45%

L'analyse des résultats obtenus montre que le miel ML enregistre une teneur en humidité
plus éevé que celledu miel MC 11.07 %), 9.45% respectivement. Cet intervalle est dansles
normes international es préconisees par Codex Alimentaire (2001), indiquant ainsi un bon

degré de maturité et la bonne conservation.

Lavariation en humidité est due aux différents facteurs suivants : lateneur en eau du nectar,

I'origine florale des différents miels, la saison de larécolte et le degré de la maturité atteint

danslaruche (Fallico et al., 2004 ; Finola et al., 2007).

2. Laconductivitééectrique
La conductivité électrique (CE) apporte une indication précieuse sur |’ origine botanique des
miels et elle est désignée aujourd'hui lors de contréles de routine. Elle est étroitement liée ala
concentration des sels minéraux, des acides organiques et des protéines.
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La conductivité des deux mielsexaminéesMC, ML (tableau n°08) variede 5.3 x104 a 3.13
%104 S/cm respectivement, avec une moyenne de 4.215x104 S/cm. Nos résultats possedent

desvaeursinferieurs a0.80 mS/cm, ce qui suggéere que lesmiels analysés sont de nectar.

Il est asouligner que cette mesure permet de séparer les miels de nectar des miels de miellat.
Les miels ayant une CE inférieure 20,8 mS/cm sont des miels issus de nectar, tandis que
ceux qui sont issus de miellats ont des valeurs supérieures 20,8 mS/cm, Codex alimentaire
(2001),

La composition chimique, la variabilité de |’ origine botanique, ainsi que les conditions
climatiques de larégion de récolte sont al’ origine de la variabilité de |la Conductivité

électrique des miels analyses (Piazza et al., 1997).

3. Lateneur en cendres
Lateneur en cendres de nos échantillons (T ableaau n°08) varie de 0.118% et 0.19% avec

une moyenne de 0.154%.

Selon les normes du Codex alimentair e (1998), les miels issus des nectars ont une teneur en
matiéres minérales qui ne dépasse pas 0.6% , tandis que celle des miels de miellats est
comprise entre 0.6% et 1.2% , comparativement a ces normes, nos échantillons sont des miels

du nectar.

D’ apres Feas et al (2011) et Felsner et al (2004), il existe une relation entre la couleur des

miels et leur teneur en cendres.

Les vaeurs de la matiére minéral e obtenue des deux échantillons du miel MC, ML sont
danslagamme 0.118% et 0.19% respectivement, cela confirme que les miels clairs sont

moins riches en cendres que les miels foncés (L ouveaux, 1996).

4. L’aciditélibre
D'aprés Bogdanov, (1999), I'acidité est un critére de qualité important, elle donne des
indications importantes de |'état du miel, une acidité forte de milieu favorise la dégradation
des hexoses en HM F qui déprécie laqualité du miel. Lafermentation du miel provoque une

augmentation de I'acidité dans le miel.
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Les teneurs en acide libre des miels (tableau n°08), obtenues, se situe entre 15 meq/K g et
28 meg/K g, avec une moyenne de 21.5% ; sont dans lalimite autorisée par le Codex
alimentair e (2001) indiquant I’ absence de fermentation indésirables.

Le miel M C représente une acidité plus faible (15 meq/K g) que celle du miel ML (28
meqg/K g), ceci témoigne larichesse du nectar en acides organiques et d’ autres sécrétion de

labeille qui enrichissent le miel au fur et a mesure de sa formation.

Horn et lullman (1992) rapportent qu’ils existent quel ques sortes de miels qui ont une

teneur naturelle en acide plus éevées.

5. Détermination du pH
Le pH représente un bon critére de qualité qui peut étre utile dans la détermination de
I’ origine botanique du miel.

Les valeursdu pH des miels analysés (tableau n°08) varient entre 4.05 a 5 avec une
moyenne de 4.5 Elles sont en accord avec les recommandations du Codex alimentaire

(2001), confirmant ainsi le caractere acide de ces échantillons.

Bogdanov et al (1997) affirment que les mielsissus du nectar ont un pH compris entre
3,5€et 4,5; et ceux provenant des miellats se situent entre 5 et 5,5.

Par alleurs, il existe une différence significative entre les deux échantillons des miels
recueillis, dont lepH desmilsMC, ML égalea5, qui peut éreissu d un mélange de nectar

et demidlat ; un pH faible de 4.05 qui correspond a des miels de nectar, respectivement.

Un pH faible pour un miel, prédétermine un produit fragile pour la conservation, par contre

un miel apH 5 ou 5,5 se conserve mieux et plus longtemps.
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Résultats: Confirmation desisolats

Les résultats des tests de la pré-identification et la vérification des quatre isolats

bactériennes utilisée sont récapitul és dans le tableau.....Ces résultats confirment que les isolats

F1 R16 R4 et R1 appartiennent al’ espece bactérienne E. coli

Tableau N° : la confirmation des isolats.

Testsdepré | Revivification | Coloration de | Oxydase Galerieapi 20 E
identification Gram
Résultat Apparition des | Observation Oxydase- | Les principaux caracteres

colonies microscopique | (Pasde | biochimiques sont :
rondes, (coccabacilles | virage de | -absence de production
brillantes et de couleur couleur) | d' oxydase
rosatres sur rose : Gram-) -absence d' uréase
milieu Mac -fermentation de lactose
Conkey -production d’'indole

-absence de croissance sur
le citrate

-absence de production

d acétoine

-absence de production

d H2S
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Résultats : Antibiogramme

Tableau N°09 : Résultats d’ antibiogramme
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£

8

& 30

&

T 25

=

2 20 $SS

o SS§S S

cE( 15

a

RRRR RRRR |RRR RERR " EREE " §RRR
_ N o : &
.\ . (, O A \\ . S \ \
&'S‘\\ @Q‘O & & & ?,c\(“ : e}*\ \0+ {5}\(’ ?’Q
, S
& R & & & & 0@@ ANTIBIOTIQUES
& < & &
Ma x(‘) v
& &
R o INTERPRETATION
@Op , Q}(\O R: Résistant
S /\6@ S: Sensible
I: Intermédiaire

B F1 ER16 R1 mR4

Du graphique découle, que les quatre isolats étudiés asavoir (F1, R16, R1, R4)
enregistrent des diametres d’inhibition tres différents. L’ Amoxicilline + Acide clavulanique,
I’ Ampicilline, kanamycine, Triméthoprime + Sulfaméthoxazole, Tétracyclines, I’ Acide
nalidixique , montres des résultats semblable dont le diametre d’ inhibition est égale a6 mm

sur les Quatre Isolats étudiés ; les bactéries sont donc Résistantes.

La Gentamicine montre un diamétre d’ inhibition de 6 mm sur le F1, Alors que sur le R16,
R1letlaR4 lediamétre d’ inhibition est supérieur a17 mm, les bactéries sont dites sensibles.

Lesisolats R16 et R1 sont intermédiaires envers |’ Enrofloxacine avec un diamétre

d’inhibition de 17 mm aors que le F1, R4 sont résistante a ce dernier.

Aucun isolat n"amontré de résistance envers la Colistine, les quatre isolats sont donc

sensibles.

Le Chloramphénicol montres un diametre d’inhibition de 14mm, 15mm, et 16mm pour les
troisisolats R1 R16 et R4 respectivement, elles sont dites intermédiaire, sauf I'isolat F1 est

considéré comme sensible avec un diamétre d’ inhibition de 20mm.
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Discussions:

> Les B lactamines
Nos résultats ont mis en évidence une forte résistantes desisolats F1, R16, R1, R4 4.
L’ Amoxicilline + Acide clavulanique et I’ Ampicilline, avec un taux de 100%

Concernant I’ ampicilline ces résultats sont similaires a celui rapporté par Boulbair ., 2016
(100% ) mais largement supérieurs a ceux rapportés par Aggad et al (2010) (0%) et se
rapprochent de ceux rapportés par ElhouadfietZekh nini (2009) (96%)

Cependant la fréquence de résistance de I’ association (amoxicilline /acide clavulanique) est
supérieur a celui obtenu par Resapath France (2010) (58%) et semblable a celui de Boulbair
(2016) (100%)

> Tetracyclines:
Le pourcentage de résistance est de 100 % pour les tétracyclines, ce taux se rapproche a
ceux signalés par Aggad et al (2010), 87% ; Boulbair (2016), 99% et analogue a celui de
Rahmatallah et Rassik (2013), 100%

> Quinolones:
Pour I’ acide nalidixique, le taux de résistance enregistrés dans la présente étude est de
100% desrésultats similaires ont étérévélés par I’ étude de Benameur et al (2016), 100% et
Boulbair (2016), 96%

Cependant I’ enrofloxacine enregistre un taux moyen de 50% qui est inférieur a celui
rapporté par Zoubair hafed et al (2014) , 76.38%.

> Lesaminosides:
Une fréquence de résistance trés élevée a été obtenu pour la kanamycine (100%). on
constate qu’il y a une augmentation par rapport aux fréquences enregistrées par Boulbair
(2016), 68%

> Sulfamides et associés :
Avec un taux de 100 %, lafréguence de résistance au Triméthoprime + Sulfaméthoxazole
est assez conséquente, elle a été de 70% dans |’ é&ude d’ Aggad et al (2010) et 80.39% dans
celle de Benameur et al (2016).
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Latendance de larésistance d’ E.coli a ces antibiotiques est en augmentation qui serait
probablement la conséguence : d une utilisation massive et anarchique en élevage avicole de
ces antibiotiques, ainsi que leur grande disponibilité sur le marché algérien surtout les
génériques a des prix adorables, et le manque d'organisation et de restrictions aleur emploi.
Peut étre due aussi aladiversité des mécanismes de résistance d’ E.coli comme rapportés par
Quintiliani et Courvalin (1995).

Cependant, larésistance ala gentamycine est restée faible de 25%, ces résultats sont en
accord avec ceux d'Oukala et al (2014), 24%, ce qui témoigne de |’ utilisation peu fréquente
de ces antibiotiques dans |’ levage des volailles en Algérie comme a éé mentionné par
Aggad et al (2016).

> L es polypeptides

Aucune résistance n’ a été observée pour la colistine, ce résultats concorde avec ceux obtenue
par Boublbair (2016), 0% ; Benameur et al (2016), 0% . Maisinférieur a celui signal € par
Aggad et al (2016), 13%

Le faible taux de résistance est en mgorité du a son mode d’ action sur les bactéries. En effet,
la colistine aune action |étale surfactive et de perméation sur les membranes bactériennes
par interaction avec les protéines et les phospholipides membranaires. (Zoubair hafed et al.,
2014) et pourrait étre en rapport avec une utilisation modérée de cet antibiotique en enlevage
avicole (Boulbair, 2016).

> L es phénicolés
Le chloramphénicol connait un taux derésistance de 0% , il aétédel ordrede 6% pour
Resapath France (2010) .Ceci est expliqué par I’interdiction d’ utiliser ce médicament en
thérapie vétérinaire (en Algérie)

Résultats: | effet antibactérien du miel (MC-ML) sur F1:

Les résultats de zones d’ inhibitions produites par nos échantillons du miel sont illustrés dans
lafiguren® et n°:
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Figure N° : Méthode de puits (technique de diffusion)

S Diameétre d’inhibition du miel (MC et ML) sur l'isolat F1 CH ( en mm)
E
@ S
= S S
Z12 CONCENTRATION
= S
Z 10 S 100%
o B 75%
8 R B 50%
B 25%
6
4
? R R INTERPRETATION
—_— -_— R: Résistant
0 :
S: sensible
MC ML MC ML MC ML MC ML

Figure N° : Diametre d’inhibition du miel (MC et ML) sur I'isolat F1 CH ( en mm)

Les résultats d'inhibition sur I’isolat F1 CH exprimés dans le graphique ci-dessus montrent
gu’ en générale, la concentration du miel a un effet antibactérien important .On remarque que
guand la concentration du miel est faible (25%), le diamétre d'inhibition est nul .Par ailleurs,

guand la concentration dépasse 50%, la zone d’ inhibition se distingue.

On note aussi que le diamétre d'inhibition du miel de cedre (MC) est supérieur a celui du
miel d’ euphorbe (ML)

Résultats: I’ effet antibactérien du miel (MC-ML) sur R16:

Les résultats de zones d’ inhibitions produites par nos échantillons du miel sont illustrés dans
lafiguren® et n°:
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Figure N° : Méthode de puits (technique de diffusion)

Diametre d’inhibition du miel (MC et ML) sur
I"isolat R7pcl6

CONCENTRATION
. S 100%
c S S S 9
Z 10 B 50%
_5 B 25%
-
5 R
z R R
8 0 — A— —
MC ML MC ML MC ML MC ML INTERPRETATION
R: Résistant
S: sensible

Figure N° : Diamétre d’inhibition du miel (MC et ML) sur I'isolat R7pcl6.

Les résultats d’inhibition sur I’isolat R7pcl6 exprimés dans le graphique ci-dessus montrent
que €elle est résiste a la concentration 25% ,50% du miel (ML-MC) et sensible pour les
concentrations 75% et 100%. Le diametre de la zone d'inhibition et corréé positivement
avec la concentration du miel.

On note aussi que le diamétre d'inhibition du miel de cédre (MC) est supérieur a celui du
miel d’ euphorbe (ML).
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Résultats: I effet antibactérien du miel (MC-ML) sur R1:

Les résultats de zones d'inhibitions produites par nos échantillons du miel sont illustrés dans
lafiguren® et n°:

Figure N° : Méthode de puits (technique de diffusion)

Diameétre d’inhibition du miel (MC et ML) sur l'isolat R7 pcl
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R: Résistant
S: sensible
MC ML MC ML MC ML MC ML

Figure N° : Diametre d'inhibition du miel (MC et ML) sur I'isolat R7 pcl.

D’ apres les résultats d’inhibition sur I’isolat R7pcl exprimés dans le graphique ci-dessus on
constate que €elle est résiste a la concentration 25% du miel (ML-MC) ainsi a 50% du miel
(MC) et sensible pour les concentrations 50% du miel ML et 75% et 100% (MC, ML). Le
diamétre de la zone d'inhibition et corrélé positivement avec la concentration du miel.

On note aussi que le diamétre d'inhibition du miel d’euphorbe (ML) est supérieur acelui du
miel de cedre (MC)

Résultats: |’ effet antibactérien du miel (MC-ML) sur R4 :

Les résultats de zones d'inhibitions produites par nos échantillons du miel sont illustrés dans
lafiguren® et n°:
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Figure N° : Méthode de puits (technique de diffusion)

=
S Diameétre d’inhibition du miel (MC et ML) sur l'isolat R7 pc4
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Figure N° : Diamétre d inhibition du miel (MC et ML) sur I'isolat R7 pc4.

Les résultats d’'inhibition sur I'isolat R7 pc4 exprimés dans le graphique ci-dessus montrent
gue €elle est résiste a la concentration 25% du miel (ML-MC) et sensible pour les
concentrations 25%, 75% et 100%. Le diametre de la zone dinhibition et corrélé

positivement avec la concentration du miel.

On note aussi que le diameétre d'inhibition du miel de cédre (MC) est supérieur a celui du
miel d’ euphorbe (ML)

Discussion :

De nombreux travaux scientifiques ont rapporté I’ effet antibactérien du miel. Ses propriétés
antibactériennes sont éprouvées depuis plus de cent ans et ont été étudiées intensivement au

cours des vingt derniéres années (Jones, 2001; M olan1992).
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Dans |la présente étude, Les résultats d’ évaluation de |’ activité inhibitrice montre que les
guatre isolats asavoir : F1, R16, R1, R4 sont sensibles al’ action antibactérienne des deux
échantillons de miel naturel (ML, MC)

Des différences d’inhibition ont été notées d’ un type de miel aun autre et d’ un isolat

bactérien al’ autre.

Le diametre d’inhibition du miel de cédre sur lesisolats F1, R16, R4 est supérieur a celui

du miel d’ euphorbe (Miel Loubina) par contrel’isolat R1 S est révélée plus sensibleau M L.

Dans une étude antérieure, le miel d’ euphorbe a montré une puissante action inhibitrice sur
la croissance d’ E.coli avec une moyenne de diamétres d'inhibition de 31,5 mm (Belhaj et al.,
2016)

D’ aprés Yves Couquet et al (2013), Tous les miels n’ ont pas laméme activité
antibactérienne ; il existe des différences selon le type de miel employé.

De méme lavariation de |’ activité antibactérienne du miel dépend de la saison et dela
source botanique butinée par |’ abeille, de son origine géographique mais aussi des traitements
gu’il asubit et des conditions de stockage et de la conservation, qui peuvent altérer son

activité antibactérienne (Molan et Cooper, 2000).

L’ effet inhibiteur des deux miels est plus prononcé avec les échantillons concentrés
(notamment avec ladilution de 100% ), maisil a nettement diminué dans le cas des dilutions
successives. (75%, 50%, 25%).

Nous observons qu’ a plus faible concentration (25% ), tous lesisolats (F1, R16, R1, R4)

sont poussés en présence du miel. Cela pourrait étre lié a une dilution des ingrédients actifs

impliqués dans I’ action antibactérienne, le rendant ains inefficace (Nassar et a., 2012)

Adeleke et al (2006), ont indiqué que |’ effet antibactérien du miel révélé particulierement

efficace afortes doses et varie selon sa concentration et |a nature de |a bactérie a testé.

L’ éude effectuée par Al-Naama (2009), a prouvé que le miel avait un effet inhibiteur plus

important sur les bactéries Gram-négatives y compris E. coli

En effet, Taormina et al (2001) ont expliqué I'effet du miel sur les bactéries Gram
négatives, |'attribuant ala présence de peroxyde d'hydrogéne et d'antioxydants puissants, ainsi

gu'aun pH bas, et ala présence de composés phénoliques.
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Nos résultats sont proches de ceux obtenus par Athmani et al (2018) qui ont trouvé que
I'’E. Coli étais sensibles pour les concentrations 50%, 75% et 100 % avec des zones
d'inhibitions alant de 8 & 23mm.

Moussa et al (2012) ont testé |’ activité antibactérienne de quatre échantillons du miel
algériensvis-a-vis|'E. coli et Pseudomonas aeruginosa aux concentrations (10, 30, 50, 70 et
100%), ils ont repéré des zones d' inhibitions allant de 8mm a 38 mm pour I’ E. coli qui sont

supérieurs anos résultats.

Dans une autre étude marocaine, les auteurs ont travaillé sur huit échantillons de miel
d’ origine Marocaine aux concentrations de 100, 75, 50 et 25% sur trois souches bactériennes
d’ Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Salmonella, il ont déterminé des diameétres
d’inhibition de I’ ordre de 10 a44 mm pour E. coli Belhaj et al (2016)

Le mode d’ action du miel comme agent antibactérien n’est pas bien éclairci. En effet,
plusi eurs mécanismes sont impligqués et agissent de maniére singuliére ou synergique (Deb
Mandal et Mandal, 2011), notamment I’ osmolarité, le pH acide, |e systeme peroxyde
d’ hydrogene (inhibine) (Efem, 1988) et des substances non peroxydes comme methylglyoxal
(MGO) (Weston RJ, 2000) ainsi gu’ ala présence de composés phénoliques (White et
Subers, 1963), et la présence de substance phytochimiques (Molan et Russel, 1988)

D’ aprées Deb Mandal et Mandal (2011), Le miel possede généralement un pH acide non
favorable ala multiplication des germes pathogenes. Cependant, certains mielsapH élevé

comprisentre 5 et 6 sont aussi capables d’ exercer une activité antibactérienne

De son tour Molan (1992), aindiqué qu’ une osmol arité élevée liée alaforte teneur en sucre,
présente un effet bactéricide et donc le miel agit de maniére osmotique, en provoquant une

forte déshydratation des germes mettant en jeu leur survie.

En outre, le peroxyde d’ hydrogene est |e facteur antbacterien majeur du miel. Il résulte de la
réaction enzymatique entre le glucose et |a glucose-oxydase, en présence d’ eau et d’ oxygene.
L’ acide gluconique formé accroit I’ acidité du miel et le rend ainsi peu favorable au
dével oppement de colonies bactériennes, de plus la différence de concentration de ce
composant dans différents miels contribue alavariabilité de |’ effet antimicrobien du miel
(Kerkvliet, 1996).
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Selon Weston et al (2000), La plus part des types de miels génerent e peroxyde

d hydrogene quand ils sont dilués.

Lorsdel’ application de miel, lalibération de peroxyde d’ hydrogene sopére de facon lente et
prolongée, permettant ainsi une action locale efficace (COUQUET, 2013)

D’autres inhibines dites non peroxydes tels que des lysozymes, flavonoides, acides
aromatiques et autres substances non identifiées possedent également cette propriété

antibactérienne (Brudzynski, 2006

Toutefois, des composés volatils et aromatiques participent également au pouvoir inhibiteur
du miel (Manyl- Loh et al., 2011).

Résultats: effet antibactérien dela propolis (p10)

Lisolat F1 CH L’isolat R7 pcl16

-
\
 §

L'isolat R7 pcl L'isolat R7 pc4

&

Figure N° 12 : Evaluation de |’ effet antibactérien de la propolis (p10)
(prise personnel 2019)
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Diametre d’inhibition de la propolis P10 sur

I'isolat F1 CH
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Figure N° : Diametre d’inhibition de la propolis P10 sur I'isolat F1 CH

Selon les résultats d’inhibition de la propolis p10 sur I'isolat F1 CH exprimés dans le
graphique: I'isolat testé sur la propolis p10 est résiste ala concentration 5%, 10% et 20% et
est inhibé a30%.

Diameétre d’inhibition de |la propolis P10 sur l'isolat R7pcl16
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Figure N° : Diamétre d inhibition de la propolis P10 sur |’isolat R7pcl6

Lesrésultats d’ inhibition de la propolis p10 sur |’ isolat R7pc4 exprimés dans le graphique ci-
dessus montrent que I'isolat testé résiste a toute les concentrations
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Diametre d’inhibition de la propolis P10 sur l'isolat R7
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Figure N° : Diametre d'inhibition de la propolis P10 sur I'isolat R7 pcl

Les résultats d'inhibition de la propolis p10 sur I’isolat R7pc4 exprimés dans le graphique ci-
dessus montrent que I’isolat testé est résiste a la concentration 5% et est inhibé a 10% ,20%
et 30 %. Le diametre de la zone d'inhibition et corrélé positivement avec la concentration de

lapropolis

Diametre d’inhibition de |la propolis P10 sur
'isolat R7 pc4
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Figure N° : Diametre d’inhibition de la propolis P10 sur I'isolat R7 pc4

Les résultats d'inhibition de la propolis p10 sur I’isolat R7pc4 exprimés dans le graphique ci-
dessus montrent que I’isolat testé est résiste a la concentration 5% et est inhibé a 10% ,20%
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et 30 %. Le diamétre de la zone d’inhibition et corrélé positivement avec la concentration de

lapropolis

Discussion propolis :

L’ effet antibactérien de la propolis a été rapporté et prouvé par de nombreux auteurs
(Grange et Davey, 1990 ; Oliveira et al., 2006 ; Astani et al., 2013 )

Les résultats obtenus montrent des effets antibactériens variables des extraits éthanoliques

des deux échantillons de la propolis ( P6 et P10 ) sur les quatre isolats testée.

Pour la propolis P6 Aucune activité n’a été constatée sur tous les isolats, contrairement aux

résultats de la P10 qui a été active sur lestroisisolats F1, R4, R1 et inactive vis-a-vis R16 .

Cette différence de résultats reviendrait ala composition de la propolis qui varie selon la
localisation géographique, les conditions climatiques, la période de récolte et le type de
I’ abellle productrice, ce qui pourrait affecter ses propriétés biol ogiques notamment
antibactériennes Hegazi (2001).

On constate que les EEP a 5%, 10%, 20% et 30% d’ éthanol de la P10 donnent des diamétres
d’inhibitions alant de 8 mm a 16 mm pour lesisolats R4 etR1, alors que le F1 n’a été inhibé
sauf ala concentration de 30%. Les diamétres des zones d’ inhibition obtenus sont
proportionnels aux concentrations des extraits utilisés. Ces résultats sont en désaccord avec
I’ étude de Bouda et al (2018) qui ne signale aucune action de la propolis sur ce germe.

Foudil (2017) aétudié I’ effet antibactérien de la propolis algérienne (de larégion de Tiaret)
par latechnique d’ incorporation en milieu liquide sans utiliser I’ extraction alcoolique et il a

obtenu une CM1 de 20 mg/ml pour E.coli .

Dans un autre travail algérien, en utilisant latechnique de diffusion sur disques
(aromatogrammes), les auteurs ont rapporté que |’ E.coli était sensible al’ effet de la propolis
pour les concentrations 50%, 75% et 95% avec des diamétres d’ inhibitions qui varient de 6 a
16mm ce qui concorde avec nos résultats Athmani et al (2018)

D’ aprés Nedji (2015) Silici et Kutluca, 2005, les extraits éthanoliques de propolis

présentaient une activité antibactérienne élevée contre les cocci a Gram positif, mais montrant
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une activité limitée ou parfois inefficace contre les bactéries a Gram négatif notamment E.

coli .

En outre, la propolis contient beaucoup de substances phytochimiques issues des plantes qui
sont généralement plus actifs contre les bactéries a Gram positif que les bactéries a Gram
négatif (Rahman et al., 2010).

Dans ce méme optique, certains auteurs pensent que les bactéries gram -négatives sont
faiblement sensibles al’ effet de la propolis a cause de la présence de pompes a efflux au
niveau de la membrane bactérienne qui empéche la pénétration des constituants actifsde la
propolis ou assure leurs expulsion al’ extérieur de la cellule bactérienne Garedew et al.,
(2004).

Selon (Bosio et al., 2000), L'activité antibactérienne de la propolis peut éreliéeala

présence de flavonoides .

L'effet antimicrobien de la propolis est di a ses composants qui sont majoritairement de
nature phénolique, principa ement les flavonoides, les acides phénoliques et leurs esters qui
constituent des agents antimicrobiens actifs (Bankova et al., 1996; Boukraé et Sulaiman,
2009)

Malgré lavariation des effets de la propolis qui dépends de son origine, sadose, |le solvant
et lanature de la souche utilisée (Ugur et Arslan, 2004), son mode d’ action directe sur les
bactéries reste moins connu, (Takaisi-Kikuni et Schilcher, 1994) suggerent que les
meécanismes impliqués peuvent étre lié a La désorganisation du cytoplasme, |’ attaque de la
membrane cytoplasmique, I’inhibition de la division cellulaire, I’ inhibition des enzymes
bactériens et de la synthése des protéines, et I’inhibition de I’ ARN polymérase bactérien.

Comparaison :

Encore faut-il rappeler qu’aucun effet n’a été noté par L’ Amoxicilline + Acide
clavulanique, I' Ampicilline, kanamycine , Triméthoprime + Sulfaméthoxazole, Tétracyclines
et I’ Acide nalidixique.la Gentamicine, la Colistine et le Chloramphénicol se sont révélésles
plus actifs sur lesisolats (F1, R16, R1 et R4).

L’ activité inhibitrice des miels MC et ML pour la concentration 100% et de la propolis P10
pour la concentration 30% sur F1 est supérieur a celle des antibiotiques les plus actifs

(Gentamicine et la Colistine) mais inférieur a celle du Chloramphénicol.
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L’ effet inhibiteur des miels MC et ML sur R16 est proche a celle de la Colistine mais
inferieur par rapport aux deux antibiotiques le Chloramphénicol, et la Gentamicine. Alors que
la propolis P10 n'a signal é aucun effet sur R16.

L’ effet desmielsMC et ML sur R1 est relativement faible on le comparant a celle destrois
antibiotiques (Gentamicine, Colistine et Chloramphénicol), Par contre I’ effet de la propolis
P10 est plus active a celle du Calistine et du Chloramphénicol maisinférieur ala

Gentamicine.

Lestrois extraits (MC, ML, P10) ont montré une meilleure activité vis-a-vis R4 avec des
diametres (16, 14, 16mm) successivement qui dépassent celle dela Colistine et le
Chloramphénicol (13, 14mm) mais proche de la Gentamicine (17mm)

Résultats dela propolis p06

Figure N° 13 : Evaluation de I’ effet antibactérien de la propolis (P6) sur les
guatreisolats (prise personnel 2019)

Tableau N° 10: Diameétre d’inhibition de la propolis P6 sur les quatre isolats utilisés
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Concentration Diameétre de la zone d’inhibition (mm)

(%) F1 CH R7 pcd R7pcl6

5 - - -

10 - - -

20 - - -

30 - - -

Témoin - - -

(-) : Absence de la zone d’inhibition

Résultats: I’ effet antibactérien du pollen

Figure N° 14 : Evaluation de I’ effet antibactérien du pollen seul et
additionné au miel sur les quatre isolats (prise per sonnel 2019)
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Tableau N°11 : Diametre d’inhibition du pollen seul et additionné au miel sur les quatre

isolats utilisés
Quantité Diamétre de la zone d’inhibition (mm)
(8) F1CH R7 pcd R7pcl6 R7 pcl
1g pollen pur - - - -
1gP+1gMC - - - -
1gP+1gML - - - -
Témoin - - - -

(-) : Absence de la zone d’inhibition

Selon le Tableau N°11 : toutes lesisolats testées sont résistes au pollen
Discussion

De nombreux chercheurs ont signalé que le pollen aurait, des activités bactériostatiques et
bactéricides et inhiberait |a croissance des souches d’ Escherichia coli, de Staphylococcus
aureus, de Pseudomonas aeruginosa (Pascoal et al., 2014).

Selon Jean-Prost (1987) I’ activité antibactérienne du pollen est comme celle du midl, liéea
sateneur en glucose oxydase

L’ évaluation de I’ activité antibactérienne du pollen pur et additionné au miel par la méthode
des puits, n’a pas donné un résultat significatif. Aucun halo d'inhibition n’ est obtenu avec les
guatreisolats (F1, R16, R1, R4) ce qui est probablement lié a une faible diffusion de ces
produits en milieu solide.

Nos résultats sont similaires a ceux obtenus par Bouda et Bounab (2018), en adoptant la
méme méthode (méthode des puits) sauf gu’ils ont testé I’ extrait ethanolique du pollen et non
pas le pollen pur.

Contrairement a L avie, (1960) qui arapporté que I’ extrait éhanolique du pollen possede une
activité sur E. coli.

D’ apres Percie du Sert (2009) I’ effet antibactérien du pollen varie beaucoup en fonction de
son origine florale ainsi a son utilisation par les abeilles ce qui lui confére une, plus ou moins,
grande activité antibactérienne

On pense que I” action du pollen sur les microorganismes dépend, d’ une part de I’ antibio-
resistance de lacellule cible, et d autre part de lacomposition du pollen lui-méme.

La composition du pollen elle-méme dépend a son tour de nombreux facteurs, tels que les
espéces végétales, le climat, la région géographique, la période de récolte ou encore la nature
du sol Clément (2006)
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+ Conclsion
Lapropolis, le miel et le pollen sont des produits de la ruche caractérisés par différentes
propriétés thérapeutiques, constitues un défi aux chercheurs qui multiplient leurs efforts pour
les utiliser comme des solutions pour remédier au phénomene de I’ émergence des souches

multi-antibi o-résistantes, qui menace la santé humaine et animale.

Cette présente étude a été effectuée afin de mettre en évidence I’ activité antibactériennein
vitro delapropolis, du miel et du pollen d’ origine algérienne, al’ égard de quatre isolatsles
plus résistantes de la souche E.coli aviaire pathogéene. Ce travail a permis de dégager les

conclusions suivantes :

L’ analyse des paramétres physicochimiques du miel révéle que ces deux produits naturels
ML et MC, répondent aux normes préconisées par le Codex Alimentarius et se caractérisent
par des propriétés importantes impliquées dans le pouvoir antibactérien tels que I’ acidité, la

faible teneur en eau et le PH bas.

Sous un autre angle, nous avons étudié la résistance de ces isolats bactériens a dix
antibiotiques. Nos résultats ont montré que tous les isolats étudiés présentent une résistance a
au moins sept antibiotiques testés qui témoigne leur multi-antibio-résistantes.

L’ évaluation de |’ activité antibactérienne, par la méthode des puits a montré que la propolis
P10 est e produit le plus actif sur lesisolats (F1, R4, R1) aves des diamétres d'inhibition
alant jusqu’a 16mm ala concentration 30%, suivie par les deux échantillons du miel MC et
ML qui affectent diversement la croissance de ces quatre isolats. Aux concentrations de
100% et 75%, ils ont tous montré une activité antibactérienne accentuée (ou acceptable ?).
Cependant, a 25%, leur pouvoir inhibiteur était trés minime voir nul. Par contre, les deux
extraits pollen et propolis P6 ne présentent aucun effet antibactérien sur tous les isolats

7

testes.

En effet, I é&ude de la synergie entre les deux extraits (pollen et miel) ne montre pas une

augmentation significative dans I’ action contre les isolats étudiés.

Les résultats de cette étude ouvrent lavoie ala compréhension de la qualité des
produits de laruche (miel) et leur implication dans la médecine vétérinaire. Ils nous ont
permis également de constater que ces produits pourraient constituer une alternative pour



Conclusion

substituer des agents chimiques a effet indésirables ou des traitements conventionnels ayant

montré leurs limites.

Il serait possible d’ envisager des éudes complémentaires afin de parachever le présent
travail, asavoir : Laréalisation destestsin vivo dans le but d’' évaluer les différents effets

thérapeutique des produits de laruche.

Résumé:

Cette étude vise a évaluer in vitro I’ effet antibactérien de deux variétés du miel, deux
échantillons de propolis et un échantillon de pollen, récoltés de différentes régions a gériennes
al’égard de quatre isolats d’ E. coli aviaire en utilisant des concentrations de miel a 25, 50, 75
et 100% et de lapropolis adifférents pourcentages d' éhanol : 5,10 ,20 et 30% par la
méthode de puits sur gél ose.

Pour identifier les principes actifs du miel responsables de son effet antibactérien sur ces
isolats, des analyses physico-chimiques ont été effectuées. Il s agit delateneur en eau, de la

conductivité éectrique, du pH, del’ acidité libre, des teneurs en cendres.

Ainsi lesrésultats de I’ activité antibactérienne obtenus révelent que :L’ effet inhibiteur des
deux variétésde miels utilisés (loubayna et cedre) est plus prononce avec les échantillons
concentrés (ladilution de 100% ), maisil adiminué dans les dilutions de (75%, 50% , 25%).
Contrairement au pollen, qui n’apas donné un résultat significatif ce qui est lié aune faible
diffusion dans le milieu. Pour la propolis P6, aucune activité n’ a été constatée sur tous les

isolats, maisla P10 a été active sur lestroisisolats F1, R4, R1 et inactive vis-a-vis R16.

Motsclés: Effet antibactérien, E. coli aviaire pathogéne, miel, propolis, pollen.
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Annexe N° 01 : Résultats des paramétres physicochimiques des miels (Teneur en cendres, teneur
en eau).

Tableau N 01 : Les valeurs de lateneur en cendres des échantillons du miel

ML MC
P1 28.5239 14.4179
P2 28.5301 14.4217
PO 3.2518 3.2054
(P2-P1/P0)100 0.19 0.118

Tableau N° 02 : Lesvaleurs de lateneur en eau des échantillons du miel

ML MC

Testl Test2 Testl Test2
[\ i 45.4721 45.5098 36.3517 43.7125
M2 45.9526 45.9798 36.9213 44.2625
MO 5.0152 5.0324 5.0933 5.0213
(M1-M2/M0) 9.5808 9.3394 11.1833 10.9632
100
L’ensemble 9.45 11.07

Annexe N° 02 : colonies d’ Escherichiacoli sur gélose Mac Conkey aprés 24H d'incubation a
37°, les colonies sont rondes, brillantes et rosétre (lactoset)

Annexe N° 03 : Milieux utilisés
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1. Géose Mac Conkey
Composition
Pour un litre de milieu

>

-Peptone pepsiquedeviande.............coceeeiiiiiineeenn 2 159
T PONE .o 159
Peptone pancréatique de gélatine.............cooevviieieeeeenn e, 17.0g
SEISDIIAIITES ..t 1.59
LACTOSE. .. et e s 10.0g
ROUGENEULIE. .. ...t e e 30mg
Chlorure de SodiuM.........iui e 5.09
Cristal VIOIEE ... 1mg
Agar agar bactériologiqUe. .. .......ovvveiieiie e e e 13.59
pH du milieuprét al’emploi...............cocevvviiieannnn. 25°C:7.1£0.2.

2. Géose Mudler-Hinton
Composition
Pour un litre de milieu

>

Hydrolysat acidedecaséine...............coceevveviievevennenn. ... 17.5¢
Amidon soluble..........couiii 1.59
Extraitdeviande ..o 2.0g
Agar agar bactériologiqUe. .. .......ovvie e iie e e 17.0g
pH du milieuprét al’emploi...............cccoeeenne. 25°C: 7.3t0.2.

Annexe N° 04: Préparation del’inoculum standard desisolats

A partir d’ une culture pure de 24H sur milieu d’isolement raclé al’ aide d' une pipette pasteur
boutonnée, quel ques colonies bien isolées et parfaitement identiques. Décharger |a pipete pasteur dans
troisadix ml d'eau distillée stérile. La suspension est soigneusement homogénéisée, son opacité doit
étre équivalente a 0.5Mc Farland ou a une densité optique de 0.08 &4 0.13 lue au spectrophotométre a
625nm. Lensemencement doit se faire dans les 15min qui suiven la préparation de I’inoculum (Soussy

et al., 2010).

ANNEXE N°05 : Résultats d antibiogramme

F1 R16 R1 R4
Antibiotique DI IN DI IN DI IN DI IN
(mm) (mm) (mm) (mm)
Amoxicilline
+Acide clavulanique 06 R 06 R 06 R 06 R
Ampicilline 06 06 06 06
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Gentamicine 06 R 17 S 17 S 17 S
Kanamycine 12 R 06 R 06 R 06 R
Triméthoprime+ 06 R 06 R 06 R 06 R
Sulfaméthoxazole

Tétracyclines 06 R 06 R 06 R 06 R
Acide nalidixiqueR 06 R 06 R 06 R 06 R
Enrofloxacine 06 R 17 I 17 | 16 R
Colistine 13 S 13 S 13 S 13 S
Chloramphénicol 28 S 15 I 14 I 16 I
DI : Diametre d' inhibition

IN : Interprétation

Annexe N°06 : résultatsdel’ effet antibactérien du mid

Tableau N°01: Diameétre d’inhibition du miel (MC et ML) sur I'isolat F1 CH

Concentration 25% 50% 75% 100% Témoin
Miel MC ML MC ML MC ML MC ML MC ML
Zone Omm | Omm | 10mm | 6mm | 11mm | 9mm | 12mm | 11mm

d'inhibition - -
Catégories R R S S S S S S

clinique - -
Tableau N°02: Diametre d'inhibition du miel (MC et ML) sur I'isolat R7pcl6

Concentration 25% 50% 75% 100% Témoin
Mid MC ML MC ML MC ML MC ML MC ML
Zone Omm |Omm |[9mm | Omm | 11mm | 19mm | 12mm | 10mm

d'inhibition - .
Catégories R R R R S S S

clinique - -

Tableau N°03 : Diameétre d’inhibition du miel (MC et ML) sur I'isolat R7 pcl
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Concentration 25% 50% 75% 100% Témoin
Mid MC ML MC ML MC ML MC ML MC | ML
Zone 6mm | 7/mm | 8mm | 9mm | 9mm | 10mm | 7mm | 11mm

d'inhibition - -
Catégories R R R S S S S S

clinique - -
Tableau N°04: Diameétre d’inhibition du miel (MC et ML) sur I'isolat R7 pc4

Concentration 25% 50% 75% 100% Témoin
Mid MC ML MC ML MC ML MC ML MC | ML
Zone Omm | 8mm | 13mm | 10mm | 14mm | 12mm | 16mm | 14mm

d'inhibition - -
Catégories R R S S S S S S

clinique - -
Annexe N°07 : Résultatsdel’ effet antibactérien dela propolis p10

Tableau N°01 : Diamétre d’inhibition de la propolis P10 sur I'isolat F1 CH

Concentration | 5% 10% 20% 30% Témoin

Zone 00mm 00mm 00mm 15mm

d'inhibition -
Catégories R R R S -
clinique
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Tableau N°02 : Diamétre d'inhibition de la propolis P10 sur I'isolat R7pcl6

Concentration | 5% 10% 20% 30% Témoin
Zone 00mm 00mm 00mm 00mm

d'inhibition -
Catégories R R R R

clinique -

Tableau N°03 : Diamétre d'inhibition de la propolis P10 sur I'isolat R7 pcl

Concentration | 5% 10% 20% 30% Témoin
Zone 8mm 9mm 11mm 15mm

d'inhibition -
Catégories R S S S -
clinique

Tableau N°04 : Diamétre d’inhibition de lapropolis P10 sur I'isolat R7 pc4

Concentration | 5% 10% 20% 30% Témoin
Zone 08mm 11mm 12mm 16mm -
d'inhibition

Catégories R S S S -
clinique




