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Resumé

Le but de cette étude était d'évaluer une formulation antifongique, miel-propolis (P-M),
en tant que revétement potentiel pour empécher la formation de biofilm sur les dispositifs
médicaux comme les cathéters urinaires.

Dans la premiére partie : Des tests antifongiques de deux miels par méthode de diffusion
en milieu solide et technique de spectrophotometre ont été effectués sur Candida albicans
deux dilutions ont été préparées allant de 50% (v/v) et 25 % (v/v).

Dans la seconde partie, les deux miels en association avec la propolis ont été testés pour
leur effet antifongique et anti-biofilm vis-a-vis des biofilms de 48 heures formés par C.
Albicans.

Nos résultats ont également montré un effet inhibiteur trés important contre C. Albicans. :
Les Zones d’inhibitions varient entre 0 mm et 12 mm et les pourcentages d’inhibitions entre 0
et 98.92%.

Le P-M présente une impressionnante activité antifongique qui peut entraver de maniere
significative la formation de biofilms et prolonger la durée de vie du dispositif.

L’effet inhibiteur de ces formules sur le développement bactérien et fongique laisse

entrevoir des perspectives d’application dans le domaine medical.

Mots clés : Miel, Effet anti fongique, Candida albicans, Propolis, Biofilm, DO.



Abstract

The aim of this study was to evaluate antifungal formulation, honey, propolis (P-M), as a
potential coating to prevent biofilm formation on medical devices such as urinary catheters.
In the first part: Antifungal testing of two honeys by diffusion method and solid technique

spectrophotometer medium were performed on Candida albicans. Two dilutions were

prepared ranging from 50% (v / v) and 25% (v / v).
In the second part, both in combination with honey propolis have been tested for their

anti-fungal and anti-biofilm vis-a-vis 48 hours biofilms formed by C. albicans.
Our results also showed a significant inhibitory effect against C. albicans. : The inhibition
zones vary between 0 mm and 12 mm and the percentages of inhibition between 0 and

98.92%.
The P-M offers impressive antifungal activity that can significantly impede biofilm

formation and prolong the life of the device.
The inhibitory effect of these formulations on the bacterial and fungal development

suggests application prospects in the medical field.
Key Word: Honey- Propolis- C .albicans, Antifungal- DO.
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Introduction

La recrudescence des affections fongiques et les difficultés rencontrées dans leur
traitement ont sans doute pour cause la résistance accrue des souches aux drogues en usage.

Aujourd’hui, la résistance des levures aux antifongiques est devenue I’un des problemes
les plus importants des thérapeutiques antifongiques. Le traitement des mycoses bénéficie
actuellement de nombreux antifongiques actifs et efficaces (Viguie, 1998).Les biofilms
naturels sont constitués de plusieurs microbes en particuliers les levures et il a été récemment
montré que certaines peuvent interférer avec I’incorporation des levures au sein des biofilms
(Valle et al., 2006).

Les biofilms présentent une grande diversité vis a vis du type du support colonisé
(protheses, Cathéters). Bien qu’il existe diverses méthodes pour le contréle de biofilms, elles
présentent des limitations a éliminer les biofilms de la surface contribuant ainsi a la
dissémination des microorganismes resistants (Ferreira et al., 2010). Afin d’éviter I’'usage de
produits synthétiques et chimiques, des méthodes alternatives plus naturelles sont
développées. Plusieurs chercheurs se sont intéressés dans les derniéres années a I’évaluation
des effets du miel et de propolis sur les biofilms visant leur utilisation ou leurs constituants
comme désinfectants surtout dans le milieu hospitalier.

Le sud Algérien, par sa situation géographique, offre une végétation riche et diverse. Un
nombre limités de plantes melliféres y poussent spontanément. L’intérét porté a ces plantes
n’a pas cesse de croitre au cours de ces derniéres années. Le profil biologique du miel et la
propolis de plusieurs pays a été déja etudié. Jusqu’a présent, tres peu d’études portant sur les
propriétés antibactériennes du miel et de propolis Algérien ont été réalisées.

Cette partie d’étude a pour but de deux échantillons du miel a différentes concentrations
seuls et en association avec la propolis sur Candida albicans étant résistantes aux
antifongiques en utilisant les techniques préconisées par le CLSI (Clinical and Laboratory

Standards Institute), et agrées par la majorité des pays dont le notre.
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1. Le miel
1.1. Définition

Dans nombreux pays, la loi fourni une définition légale du miel. Cette derniére a pour
objet la protection des consommateurs contre les différents types de fraudes susceptibles
d’étre pratiqués (Louveaux, 1968).

Le codex alimentarius définit le miel comme suit :

« le miel est la substance naturelle sucrée produite par les abeilles "Apismellifera™ a partir
du nectar des plantes ou a partir des sécrétions provenant e parties vivantes de plantes ou a
partir d’excrétions d’insectes butineurs laissées sur les parties vivantes de plantes, que les
abeilles butinent, transforment en les combinant avec es substances spécifiques qu’elles
sécretent elles -méme, déposent, déshydratent, emmagasinent et laissent affiner et mdrir dans
les rayons de la ruche» (Codex, 2001).

1.2. Historique

Les produits de la ruche ont toujours fascine les hommes. Le miel d’abord, qui
aconstitué pendant des millénaires le millénaire en occident la seule source abondante de
matiéeres sucrées dont on pouvait disposer. Mais aussi la cire, premiere matiere plastique
connue, dont le principal emploi était I’éclairage. Sans oublier I’hydromel, une des plus
anciennes boissons alcoolique de I’humanité, dont on faisait jadis une consommation
impressionnante. Quand & la propolis, cette résine que les abeilles récoltent sur les bourgeons
des arbres, elle était mal distinguée de la cire, mais on I’utilisait dans le folklore médical pour
le pansement des blessures(Huchet et al, 1996).

Le miel est donc un aliment que I’humanité connait depuis la nuit des temps. Les usages
qu’en faisaient les anciens étaient tres variés, que ce soit en Egypte ou, considéré comme
source d’immortalité, il servait a conserver la dépouille du pharaon, a Babylone ou bill était
employé en ophtalmologie et pour les maladies de I’oreille et en Afrique ou il joue un grand
réle dans I’alimentation et la pharmacopée pour soigner bralure, morsures de serpent ou plaies
infectées.

Aujourd’hui, le miel est un aliment qui est aussi apprecié quatre fois (Huchet et al, 1996)
1.3. Origine du miel
Les principales variétés de miel se classe en fonction de I’origine :

- miel de nectar
- miel de miellat

Ou en fonction du mode d’obtention :
- miel en rayon

- miel avec morceau de rayon
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- miel égoutté
- miel centrifugé
- miel pressé

Le mot miel peut par ailleurs étre éventuellement complété par une indication ayant trait a
I’origine florale ou végétale, si le produit provient de facon prépondérante de I’origine
indiquée, ou par un nom régional ou topographique (Nacer, 1994).

1.3.1. Nectar
1.3.1.1. Définition

Le nectar est une solution aqueuse, plus ou moins concentrée, dont les sucres
représentent habituellement de 20a40% (parfois plus de 80%). Cette solution est produite par
des tissus glandulaires spécialisés, ou nectaires généralement localisés au cceur des fleurs.
(Etienne Bruneau, 2003).

A I’intérieure des fleurs, les tissus nectariféres accumulent les sucres. Cette provision des
sucres constitue une réserve qui sera utilisée ultérieurement par la plante pour assurer les
premiers stades de développement des fruits et de graines apres les racines traversant la
plante. (Bendahou, 2002).

1.3.1.2.Composition

Le nectar est un mélange chimique complexe constitué d’eau, de sucres ainsi que d’autres
substances (protéines, lipides, minéraux, etc.....) (Lequet, 2010). Les principaux constituants
du nectar sont I’eau et les sucres (saccharose, glucose, fructose); la teneur en eau est
fortement variable de 20% a 95%. Le nectar contient aussi des acides organiques, des acides
aminés, des protéines, des enzymes des vitamines et des substances aromatiques (Scheitzer,
2004).

Tableau NO1 :Composition du nectar de quelque espéce végétale (Scheitzer, 2004).

Types de nectar Nectar de lavande Nectar de chévrefeuille
Composition Eau 80% Eau 76%
Saccharose  08% Saccharose  12%
Glucose 7,5% Glucose 09%
Gomme, résidu Dextrine, gomme
et pertes 4,5% Et pertes 03%
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1.3.2. Le miellat
1.3.2.1. Définition

Certains miels ne sont pas issus du nectar des fleurs mais du miellat. Ce liquide visqueux,
riche en sucres et en acides aminés, est constitué par les excréments liquides des pucerons et
ecochenilles.

Ceux-ci le déposent sur les feuilles, et les abeilles a miel viennent le butiner. Résultat : un
miel de couleur sombre et au gout prononce. Ainsi, le miel de sapin est en réalité un miellat,
tout comme le miel de chéne ou de foret (Alix, 2010).

1.3.2.2. Composition de miellat

Le miel de miellat présent une couleur ombre foncée.son gout est agréable, il est tres
riche en minéraux.

Contrairement aux nectars, les miellats contiennent beaucoup d’éléments indigestes pour
I’abeille y compris certains sucres polyholosides (Schweitzer, 2004).

D’aprés (Bogdanov et al, 2005), le miellat est composé genéralement des sucres d’ou la
composition est trés différente des nectars avec présence du glucose, de triholoside comme le
mélézitose et méme quelque fois de sucres supérieurs.

Le miellat contient aussi de dextrine, de gommes, de protéines et d’acide aminés, de
vitamines telles que la thiamine et la biotine et d’acide organiques (acides nitriques et acides
maliques) ; la charge minérale est également tres importante (Bruneau, 2004).

Leur production est sous la dépendance de nombreux de facteurs écologiques : sol,
microclimat, insectes « éleveurs de puceron» comme les formais,... (Schweitzer, 2004).

1.3.2.3. L origine geographique :

Pour déterminer I’origine géographique des miels, on recourt a la détermination et au
dénombrement des grains de pollen (analyse qualitative du pollen) et des composants du miel
présents dans les sédiments de celui-ci (Bogdanov et al, 1995). Un instrument important et
utile, en plus de la littérature, c’est de recourir a une collection de préparations comparatives
de pollen. Pour obtenir des résultats faibles, il faut s’attacher les services d’un expert en
pollens, familiarisé avec la melisso palynologie (Bogdanov et al, 1995). Le spectre des
differents types de sucres est parfois caractéristique pour certain sortes de miel. Il n’est
toutefois pas toujours possible de déterminer avec sdreté la sorte de miel au seul moyen du
spectre des sucres (Bogdanov et al, 1995).

1.5. Différents types de miel

Les différents types de miels sont définis par leurs caractéristiques sensorielles : la
couleur, I’arome, la saveur, la viscosité et la tendance plus moins marquee a cristalliser au
cours du processus de conditionnement et de I’entreposage. Les miels différent également
entre eux du point de vue de leur composition chimique : acidité, contenu d’hydrates de
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carbone, rapport quantitatif entre les différents sucres, teneur en acide organiques, en,
minéraux et en composés azotés (Ramirez Cervantes, 2000). En général on classe les miels
selon :

1.5.1. Miels monofloraux

Issus en majorité d’une seule variété de fleurs, ces miels ont tous une personnalité particuliere
(Alix, 2010). Les miels monofloraux possédent des caractéristiques physico-chimiques et
organoleptiques spécifiques (Bogdanov, 2003).

1.5.2. Miels polyfloraux

Dans le cas des miels «polyfloraux», I’abeille butine plusieurs variétés de fleurs. Ils sont
alors désignés par leur origine géographique, leur saison... (Alix, 2010). Les miels multi
floraux, ou miel toutes fleurs, souvent classés suivant les lieux de récolte (miel de montagne,
de forét, etc....) ou encore suivant les saisons (miel de printemps ou d’été) (Donadieu, 1982).

1.6. Elaboration du miel

Pendant le retour a la ruche, la butineuse qui a entierement remplit son jabot a I’aide de
trompe, commence la transformation du nectar ou du miellat, et leur donne son empreinte
personnel (Alexander Makhloufi, 2003).

Sous I’effet d’enzymes particuliéres, principalement la gluco-invertase, le saccharose qui
est le principal substituant sucré du nectar ou du miellat, se transforme au niveau du jabot en
glucose, fructose (lévulose) qui sont mieux assimilables et passent rapidement dans le sang.

Les abeilles réussissent non seulement a changer la nature du sucre mais également a
abaisser la teneur en eau (Chauvin, 1968).

L’intervention biochimique est représentée selon I’équation suivante :

Gluco-invertase

Saccharose +H.0 _— glucose + fructose

1.7. Composition du Miel

Le miel approximativement 181 composés (AL-Mamary et al, 2002). C’est un produit
liquide naturel, hautement sucré, avec d’autres composés en quantités tels que les acides
organiques, les acides amineés, les protéines, les minéraux, les vitamines (Bi, B2, C), les
enzymes, les flavonoides, les acides phénoliques, les pigments (Nanda et al, 2003 ; Ozcan et
al, 2006 ; Bertoncelj et al, 2007), ainsi que des substances volatiles donnant au miel son
arbme. 3% des recommandations journalieres en énergie sont apportés par 20g de miel par
jour (Anso, 2012).
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Tableau N°02 : Listes, non exhaustive de tous les composants d’déja rencontrés dans le miel
(Irlande, 2010).

Carbohydrates Acide Protéines et Minéraux | Vitamines Autres
(0,1-05%) Acides (0,1-1,5%) Constituants
(75-80%) Aminés
(0,2-2%)
Acides Différents Potassium | Acide ascorpique Ester
Monosaccharides | Glucuronique types Riboflavin Aldéhydes
(70-75%) Acide acétique de protéine Sodium Acide Cétones
Fructose Acide butyrique d’abeilles et Calcium pantothénique alcools
Glucose Acide citrique de la plante Magnésium | Niacin
Disaccharides Acide formique d’origine Thiamine
Acide lactique Acides Fer Pyridoxine
Maltose Acide malonique aminés Cuivre Biotine
Isomaltose Acide malique libre : Manganése Acide folique
Saccharose Acide oxalique proline Enzymes
Acide lysine Chlore aetp
Nigerose pyroglutamique histidine Phosphore Amylase
Kogibiose Acide succinique arginine Sulfure Glucoinvertase
Acide fumarique Acide Aluminium | Fructoinvertytase
Autre Acide tartarique aspartique lode Glucoseoxydase
Saccharides Acide thréonine Bore Catalase
akétoglutarique serine Acide
Propablement Acide Titane Phosphatase
Présents : Glutamique Molybdéne
Acide glycolique Glycine Cobalt
aou B Alan'ine Zinc
Glycerophosphate Cystine
Acide 2 ou 3- Valine Plomb
Phosphoglycerigue Méthlomne Etal_n _
Glucose 6- Isoleucine Antimoine
Phosphate Leucine Chrome
Acide pyruvique Tyrosine' Nickel
Phénylalanine
Tryptophane

1.7.1. Composants majeurs

1.7.1.1. Eau

L’eau est présente en quantité non negligeable puisque sa teneur moyenne est de 17,2%,
mais comme le miel est un produit biologique. Cette valeur peut varier. En fait, les abeilles
opercules les alveoles lorsque la teneur en eau avoisine les 18%.

Seuls les miels d’ont I’humidité est inférieure a 17% se conservent bien (Gonnet, 1982).
Trop humide il risque de se fermenter et sa saveur est affaiblie(Jeanine, 1993).
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Le codex alimentarius la norme de I’UE prescrit actuellement une teneur en eau maximale
de 21%.

1.7.1.2. Hydrate de carbone

Les hydrates de carbone constituent la partie la plus importante du miel, mais aussi la
plus difficile a analyser (Huchet etal, 1996).

Les sucres représentent de 90% a 95% de la matiére seche du miel.

Chaque miel est susceptible de contenir une bonne dizaine de sucres ce sont des mono, di,
tri, ou polysaccharides représentent 80% du poids total du miel. Deux d’entre eux : le glucose
et le fructose, dominent nettement et représentent prés de 80% (Gletter et al, 2006) ; les
autres sucres peuvent se trouver a I’état de traces ou en quantité plus ou moins importantes,
mais toujours dans des proportions qui ne dépassent pas quelques pourcentages
(Gonnet,1982).

D’autres sucres tels que le maltose (7,2%), le saccharose (1,5%) et quelques
oligosaccharides (4,2%) sont présents dans le miel (Shin etUstunol, 2005).

1.7.2. Composants mineurs.
1.7.2.1. Les acides organiques

La plupart des acides organiques du miel proviennent des nectars des fleurs ou des
transformations opérées par I’abeille. C’est I’acide gluconique dérivé du glucose qui
prédomine. On y trouve une vingtaine d’acides organiques comme I’acide acétique, I’acide
ciytique, I’acide lactique, I’acide malique, I’acide oxalique, I’acide butyrique, I’acide
pyroglutamiqueet I’acide succinique. Des traces d’acide formique (un des constants du venin),
d’acide chlorhydrique et d’acide phosphorique sont aussi presentes.

D’autres composés, les lactones, dont la présence est constante, ont également une

fonction acide. Le pH peut varier de 3,2 a 4,5 mais il est en moyenne de 3,9 (Pham-Delegue,
M 1999).

1.7.2.2. Les acides aminés et protéines

La teneur des protéines varie avec la quantité de grain de pollens dans les miels, ces
derniers sont généralement pauvres en protéines (Bogdanov et al, 2004).

Ils sont présents en faible quantité dans le miel (0,26%) et la teneur en azote est
négligeable, de I’ordre de 0,041%. Il s’agit essentiellement de peptones, d’albumines, de
globulines et de nucléoprotéines qui proviennent soit de la plante (nectars, grains de pollen),
soit des sécrétions de I’abeille. 1l y a également des traces d’acides aminés comme la proline,
la trypsine, I’histidine, I’alanine, la glycine, la méthionine, etc. la proline est le plus abondant
des acides aminés du miel. La quantité de proline donne une indication sur la qualité du miel
et elle ne doit pas étre inférieure a 183 mg/kg (Meda et al, 2005).
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1.7.2.3. Les lipides

La proportion de lipides est infime sous forme de glycérides et d’acides gras (acide
palmitique, oléique et linoléique); ils proviendraient vraisemblablement de la cire
(Louveaux, 1985).

1.7.2.4. Les sels minéraux

Les matieres minérales ne sont pas presentes qu’a un taux d’environ 0,1% dans les miels
courants, mais sont plus abondants dans les miels foncés. Les sels de potassium représentent
prés de la moitié des matiéres minérales, mais on trouve également du calcium, du sodium, du
magnésium, du cuivre, du manganese, du chlore, du soufre, du silicium, du fer ainsi que plus
trente oligo-éléments. Leur tanneur dépend des plantes visitées par les abeilles ainsi que du
type de sol sur lequel elles poussent (Bogdanov et al, 2004).

Le miel de fleurs contient en moyennes de 0,1a 0,2% de substances minérales, tandis que
les miellats se situent aux alentours de 1% (Louveaux, 1985).

Tableau n° 03 : principaux sels minéraux et oligo-éléments présents dans le miel

(www.produitsapicoles23amiel.fr).

mg/kg mg/kg
Potassiu 200 a 1500 Chrom 0,1a0,3
Sodium 16a17 Cobalt 0,012 0,5
Calcium 40 a 300 Nickel 0,3al1,3
Magnésiu 07a 130 Aluminium 3a 60
Fer 03a40 Cuivre 0,2a6,0
Zinc 0,5a20 Cadium 0,005 40,15

1.7.2.5. Les enzymes

Les miels contiennent des enzymes. Celles de I’abeille naturellement. Elles ont permis la
transformation des nectars en miels. Les miels de miellats contiennent également les enzymes
des aphidiens qui ont rejetés ces miellats (Schweitzer, 2004). Ces enzymes sont les
constituants les plus importants du miel. Elles sont responsables de la conversion du nectar et
du miellat en miel, par conséquent I’activité des enzymes participe dans la valeur biologique
du miel (Vorlova et Celechovska, 2002). La majorité des enzymes trouvées dans le miel
proviennent de la sécrétion des glandes hypopharyngiennes de I’ouvriere tels que :

Invertase, glucose-oxydase et amylase. Les enzymes d’origine florale sont les catalases, les
phosphatases et les amylases en faibles proportion (Jeffery et Echazaretta, 1996). D’apres
(Louveaux, 1968), au cours de vieillissement a la température ordinaire, la teneur en enzymes
du miel tend progressivement vers zero.


http://www.produitsapicoles23amiel.fr/
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1.7.2.6. L’hydroxyméthyl-furfural (HMF)

Il est un trés bon indice de dégradation car des valeurs d’HMF supérieures a 40mg/kg
sont révélatrices d’une perte de qualité ; en effet, plus la teneur en HMF est faible, plus la
qualité de miel s’affirme (Oudjet, 2012). Le miel brut ne contient pratiguement pas d’HMF ;

cependant sa teneur augmente au cours du stockage en fonction du pH du miel et de la

température de stockage (Bogdanov, 1997). Il provient d’une dégradation lente du fructose,
lequel en milieu acide se décompose et perd trois molécule d’eau ; et que c’est probablement
un processus auto (Karabourniorrti et Zervalaki, 2001).

TableauN® 04 : la durée nécessaire pour la formation de 40mg hmf/kg de miel en fonction de
la température de stockage selon (White et al, 1994;Hadorn et al, 1962).

Température (°C) Durée pour la formation de 40 mg hmf/kg
04 20-80 ans
20 2-4 ans
30 0.5-1 ans
40 1-2 mois
50 5-10 mois
60 1-2 jours
70 6-20 heures

1.7.3. Constituants divers
1.7.3.1. Les vitamines

Le miel en est trés pauvre, il s’agit principalement des vitamines B (B1, B2, B3, B4, B5,
B6, B7, B8, B9)qui seraient apportées par le pollen ; de la vitamine C et quelque fois les
vitamines A, D et K.

Ainsi, le contenu moyen d’un miel en vitamines C (vitamine la plus constante et la plus
abondante dans le miel) est de I’ordre de 2 mg dans 1kg de produit frais (Gonnet, 1982).

L’ensemble des recherches effectuées jusqu’a ce jour permet d’affirmer que, si I’on
reste dans le cadre des consommations journaliéres normales, le miel est totalement incapable
de couvrir les besoins vitaminiques de I’homme : on peut considérer que les vitamines qu’il
apporte, et qu’il semble bien provenir surtout de grains de pollen en suspension puisqu’une
filtration poussée les élimine en grande partie, représentent une quantité pratiqguement
négligeable (Chauvin, 1968).
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TableauN°05 : vitamines dans le miel, en mg/100g, (Bogdanov &Matzke, 2003).

Thiamine (B1) 0.0-0.01
Riboflavine (B2) 0.02-0.01
Pyridoxine (B6) 0.01-0.32
Niacine 0.10-0.20
Acide pantothénique 0.02-0.11
Acide ascorbique (vitamine C) 22-25
Phyloquinone (vitamine k) Env. 0.025

1.7.3.2. Les polyphénols

Parmi les constituants mineurs du miel, les polyphénols tels que les flavonoides et les
acides phénoliques jouent le réle de substances anti-oxydantes naturelles dans notre régime
alimentaire (Hertog et al, 1993).

Tableau n°: 06 : Activités biologiques des composés polyphénoliques(Bahorun, 1997).

Polyphénols Activité
Acides phénoliques (cinnamiques et Antibacterienne
benzoiques) Antifongique
Antioxydante
Coumarines Protectrice vasculaire et
Antioedémateuse
Flavonoides Antitumorale

Anticarcinogéne
Anti-inflamatoire
Hypotenseur et diurétique

Antioxydante
Anthocyanes Protectrice capillaro-veineux
Proanthocyanidines Effet stabilisants sur le collagene

Antioxydante
Antitumorale

Antifongique
Anti-inflamatoire

Tanins gallique et cathéchiques Antioxydante

10
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1.7.3.3. Les Ardmes

Ce sont des mélanges de plusieurs dizaines de composeés, alcools, cétones, acides, aldéhydes
dontl’analyse est compliquée car la composition des aromes n’est pas stable et évolue avec le
temps (Bogdanov et al, 2006).

1.8. Les propriétés du miel
1.8.1. Propriétés physiques
*La densité

La densité, c’est-a-dire le rapport de la masse d’un miel avec le méme volume d’eau, se
détermine au pése sirop ou densimeétre (Louveaux, 1968). Un miel récolté trop tot, extrait
dans un local humide ou abandonné longtemps dans un maturateur contient trop d’eau.

Ce défaut se décele au densimetre ou au réfractometre (Jean, 2005).
*La viscosité

La viscosité se définit comme la résistance a I’écoulement d’une substance. Dans le cas
du miel, elle dépend de sa teneur en eau, de sa composition chimique et de sa température.

La plupart des miels se comportent comme des liquides newtoniens (il n’y a pas de
résistance a I’écoulement) ; toutefois, il existe des exceptions notamment pour certains miels
qui ont une composition particuliere (White, 1975).

1.8.2. Propriétés électriques
*La conductibilité électrique

Elle est intéressante, car elle permet de distinguer facilement les miels de miellats des
miels de nectars, les premiers ayans une conductibilité bien plus élevé que les seconds. Mais il
existe des variations importantes suivant la teneur en eau et en minéraux (Bogdanov et al,
2000).

1.8.3. Propriétés thermiques
*La conductivité thermique
Le miel est 14 fois moins bon que I’eau (Bruneau, 2002),

La conductivité thermique est une mesure du transfert de chaleur. Elle est aussi désignée
en tant qu’indice thermique. La conductivité du miel est relativement faible. Pour un miel
liquide, elle a 12. 104cal/cm. s. degré, pour un miel cristallisé a 12,9. 105cal/cm. s. Degré
(Bogdanov et al, 2004).

11
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1.8.4. Propriétés optiques
v'L’indice de réfraction

D’apres Donadieu (1978), plus I’indice de réfraction n’augmente, plus la teneur en eau
du miel diminue. Il Est de 1,47 a 1,50 & la température de 27°C.

v Pouvoir rotatoire

Le pouvoir rotatoire est la caractéristique optique que possédent les sucres de dévier le
plan de la lumiere polarisée. Il est utilisé pour distinguer entre les miels de nectar et les miels
de miellat (Gonnet, 1982).

La majorité des miels de miellat ont des valeurs positives «dextrogyres» tandis que les
miels de nectar ont des valeurs négatives «lévogyres» (Nanda et al, 2003).

v Turbidité

Lorsque les miels sont ramenés a I’état liquide par passage a I’étuve a 65°C jusqu’a
disparition totale des cristaux de glucose, ils se présentent généralement comme des liquides
tres transparents. Toutefois, ils contiennent toujours en suspension des éléments figurés
(leveurs, poussiéres, grains de pollen, colloides) qui leur donnent une certaine turbidité
(Marini et al, 2004).

v La Coloration

La couleur du miel va du jaune trés pale au brun tres foncé en passant par toutes les
gammes de jaunes, d’oranges, de marrons et méme parfois de verts. Si le nectar ou le miellat
n’ont pas de pigments, les miels liquides seront incolores et les miels cristallisés seront
blancs. Dans le cas contraire, la palette de couleur est tres large. Les miels de lavande, et de
tilleul sont ivoires, les miels de tournesol et de pissenlit sont jaune intenses, les miels de
chataigner, de bruyere, et de miellat sont bruns. On peut méme retrouver des pigments verts
dans certains miels de saule ou de sapin (Gonnet, 1982).

1.8.5. Propriétés chimiques
v' L hygroscopicité

Un miel a 18% d’eau se trouve en équilibre dans une atmosphére dont I’humidité
relative est de 60°C et dont la température est de 14°C. S’il contient plus de 20% d’eau, le
miel dégagera du co fermentera). (Huchet, 1996).

Le miel tend absorber I’humidité de I’air et, si on le laisse trop longtemps dans une
atmosphére humide, cette absorption peut étre considérable. Un miel «normal», contenant
18% d’eau, peut atteindre, au bout de trois mois, une hygrométrie de 55% : son poids a alors
augmenté de 84%. D’autre part, lorsqu’on veut dessécher le miel, il est nuisible de le
maintenir en atmosphere rigoureusement seche, parce qu’il se forme en surface une pillicule
dure qui empéche le reste d’eau de s’évaporer. (Huchet, 1996).

12



Synthése bibliographique Chapitre I : Le Miel

v' Acidité

L’acidité est un critere de qualité, d0 aux acides organiques présent dans le miel
(Bogdanov, 1999). La norme européenne pour le miel fixe une valeur maximale de 50
milléquivalent/kg (Bogdanov, 2005).

\/pH

Sa valeur varie en général entre 3,5 et 55; elle est due a la présence des acides
organiques (Bogdanov et al, 2004).

Selon Schweitzer (2005), les miels de nectar, tres acides, ont un ph compris entre 3,5 et
4,5. Les miels de miellats, moins acides, ont un pH supérieur a 4,5.

v’ La solubilité

Le miel est soluble dans I’eau et I’alcool dilué. Mais insoluble dans I’alcool fort, I’éther, le
chloroforme et le benzéne(Donadieu, 1978).

e Cendre

La teneur en cendre est critere de qualité qui dépend de I’origine botanique du miel : le
miel de nectar a une teneur en cendre plus faible que le miel de miellat (Vorwohl, 1964).

e Hydroxyméthyl furfural (HMF)

On appelle Hydroxyméthyl furfural, ou simplement HMF, un dérivé de déshydratation
des hexoses qui se forme dans le miel au cours de son vieillissement, dans un miel conservé a
température ordinaire (entre 15 et 20°C) (Kuguk et al, 2007).

La détermination du taux d’HMF est la mesure a un longueur d’onde déterminée de la
coloration rouge due a I’action de I’HMF d’un miel s’exprime en mg/kg, la limite légale est
actuellement de 40 mg/kg max. un miel de bonne qualité ne devrait pas avoir un taux
supérieure a 25mg/kg (Downey et al, 2005).

» Les composés phénoliques

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires dont les principales sources
sont les seécrétions végétales. Parmi les structures identifiées dans le miel : les acides
phénoliques (acides benzoiques et cinnamiques), les flavonoiques (flavones et les flavanones)
en proportions trés variables (Al-Mamary et al, 2002).

e Cristallisation

Les miels a cristallisation rapide se cristallisent le plus souvent trés finement, alors que les
miels a cristallisation lente ont tendance a avoir une cristallisation grossiére (louveaux, 1968).

La vitesse de cristallisation dépend surtout du tanneur en glucose du miel (White,
1962)(Bogdanov et al, 1997).
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Le phénomeéne de cristallisation s’explique par

La teneur en sucres car un miel riche en fructose ne cristallise pas, a I’inverse d’un miel
riche en glucose (teneur >28%) qui cristallise tres rapidement ;

La température de conservation ;
L’origine botanique (Oudjet, 2012).
1.8.6. Propriétés biologique du miel

Le miel est non seulement un aliment mais on peut le considérer comme un
médicament car il possede maintes propriétés biologiques. Ces propriétés sont dues
essentiellement a sa composition qui est variable en fonction des plantes butinées, des
conditions climatiques et environnementales (Lobreau-Callen et al, 1999).

* Propriétés anti oxydantes

Les antioxydants jouent un rdle important dans la préservation des aliments et la santé
humaine, par désactivation et stabilisation des agents d’oxydation responsables de
nombreuses maladies telles que le cancer, la cataracte, le diabéte, les maladies cardio-
vasculaires et les différents processus d’inflammation (Meda et al, 2005).

Le miel est utilisé comme source naturelle d’antioxydants qui sont efficaces pour la
réduction des risques de ces maladies (Meda et al, 2005).

Cependant, cette activité est variable d’un miel & un autre selon la source botanique et la
présence de différents composés antioxydants (Al-Mamary et al, 2002).

* Propriétés antimicrobiennes

Plusieurs facteurs contribuent a I’activité antimicrobienne : la haute pression osmotique,
I’oxydation enzymatique du glucose, la faible activité de I’eau et I’acidité (Cortopassi-
LaurinoEtgelli, 1991).

* Propriétés thérapeutiques

Outre leurs qualités énergeétiques, tous les miels ont des vertus thérapeutiques
communes, plus ou moins marquées selon leur origine florale.

Ainsi, de maniére générale et résumée, on peut dire quel miel...

» Combat la fatigue et I’anémie, grace a sa richesse en sucres et sa capacité a favoriser la
fixation des sels minéraux.

» Empéche la prolifération des bactéries, virus et champignons.

 Facilite la digestion, le travail de I’estomac et améliore le métabolisme. Il aussi un effet
laxatif.
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» Permet de prévenir I’apparition de certains cancers, maladies cardio-vasculaires et
neurogénératives grace a la présence d’antioxydants et notamment de flavonoides (Alix,
2010).

Le secret antiseptique du miel, c’est I’eau oxygénée qu’il produit naturellement ! Cette
fabrication découle de la présence d’une enzyme (le glucose-oxydase) utilisée par I’abeille
pour opérer la transformation du nectar. 1l en reste suffisamment pour qu’en présence d’un
peu d’eau une nouvelle réaction chimique s’enclenche : le sucre se décompose en eau
oxygeénée et en acide glucolique. On connait le pouvoir antiseptique de la premiére, tandis que
I’acidité entrave egalement le développement des microbes. Quant au pouvoir cicatrisant
proprement dit, il provient a la fois du sucre qui, par osmose, asséche la plaie et d’une
ribambelle de composés organiques favorisant I’émission de cytokine et d’interleukine
prociatrisantes. (Lewino, 2009).

Le miel peut étre appliqué sur de plaies infectées qu’il stérilise rapidement sans les
effets secondaires des antibiotiques locaux comme il réduit la douleur probablement par
réduction du processus inflammatoire local (Magalon et Vanwijck, 2003).

* Propriétés anti-inflammatoires

Le miel est tres visqueux capable ainsi d’absorber I’eau entourant les tissus en
inflammation (Ali, 1989).

Les flavonoides alterent la synthese des éicosanoides (médiateurs de I’inflammation).

Ils diminuent le rapport leucotriéne/prostacyline en modifiant I’activité lipoygénasique.
Le trans-resveratrol montre des effets similaires (Collin et Crouzet, 2011).

Le miel est également un tres bon anti-inflammatoire, il peut remplacer la prednisolone
dans le cas de colites. Il combat également les inflammations intestinales en limitant
I’émission de radicaux libres a partir de ces zones lésées (Bilsel, 2002).

De nombreuses études semblent indiquer les flavonoides possedent des propriétés anti-
inflammatoires et qu’ils sont capables de moduler le fonctionnement du systéeme immunitaire
par inhibition de I’activité des enzymes qui peuvent étre responsables des inflammations, ils
peuvent aussi moduler I’adhésion des monocytes durant I’inflammation athérosclérosique en
inhibant I’expression des médiateurs inflammatoires (Gonzalez-Gallego et al, 2007)

1.9. Production du miel dans le monde

Selon les estimations présentées au group consultatif d’européenne sur I’apiculture, le
26 février, la production mondiale de miel a atteint 1,6 million de tonnes en 2011 (+5% par
rapport & 2010).

Le premier producteur mondial est la chine (446.000 t), suivie par la Turquie (94000 t),
I’Ukraine (70.000 t) et les Etat- Unis (67.000 t).

15



Synthése bibliographique Chapitre I : Le Miel

L’UE a 27 a produit (217.000 t) en 2011, Les principaux producteurs étant I’Espagne (34.000
t), L’Allemagne (26.000 t), la Roumanie (24.000 t), la Hongrie (20.000 t) et la France (16.000

0).

Les exportations mondiales proviennent de deux régions en particulier. L’Asie (32%) et
I’Amérique du sud (30%). L’UE exporte 27,7% de sa production et importe 36% de sa
consommation de miel en provenance principalement de Chine, d’Argentine et du Mexique.

1.9.1. Le miel en algérie

L’activité apicole, selon le Ministéere De L’agriculture et Développement Rural
(2012), est intimement dépendante des resources melliferes dont dispose le pays et qui sont
tres riches et variées. L’apiculture est prés- dominante dans les régions suivantes :

Zone de littoral : miel d’agrumes et eucalyptus ;

Zone de plateaux : kabylie ; le miel de toutes fleurs, lavande, caroutte sauvage et bruyere ;
Hauts plateaux : miel de sainfoin, romarin et jujubier ;

Maquis et forets : miel toutes fleurs et miellat.

1.9.2.La production national en miel

La production nationale en miel est estimée en moyenne a 33.000 gx pour I’année 2011
avec un rendement de 4 a 8kg/ruche, ce qui est trés faible par rapport aux potentialités
melliferes qu’offre notre pays.

En 2011 I’Algérie a introduit plus de 150.000t de miel de chine, d’inde et d’Arabie
saoudite.
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Tableau N° 7 : La production nationale en miel.

Année Quantite (gx) Rendement Taux de Prix Da/kg
Kg/ruche consommation
2005/2006 25430
436 1200-2000
2007/2008 30 000 90 g/habitant
/an
2009/2010 40 610
2000-3000
438
2011 33000

Source : Ministere de I’Agriculture et développement rural (2012).
1.9.3. Les limites de la production et la commercialisation du miel Algérien
Plusieurs facteurs expliguent cette limitation, tels que :
* L’absence de législation régissant I’activité apicole algérienne ;
* La cherté et parfois I’absence des médicaments vetérinaires utilises pour les abeilles.
« L utilisation non reglementaire et anarchique des pesticides par les agricultures dans les
Régions ou I’apiculture est trés répandue ;

* La perte de la flore mellifére (incendies, construction dans les zones agricole..) ajoutée aux
conditions climatiques défavorables et instables (la sécheresse...)

e La transhumance non pratiquée ;

* Le probleme de circuit de commercialisation pour le miel ;
* La concurrence rude des miels importés.

1.10. La récolte du miel

La technique de récolte décrite ci- aprés est celle utilisée par la plupart des apiculteurs
amateurs. Piel-Desruisseaux J1965, décrit avec précision les différentes étapes ainsi que les
moyens (outils, machines et locaux) et méthodes de travail les plus efficaces en tenant
comptent du personnel disponible.
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* Pose des hausses

La recolte de miel se prépare dés la pose des premieres hausses. Lorsque la colonie est
suffisamment développée (ruche occupée par 7 ou 8 cadre de couvain), I’apiculteur dépose
une hausse sur le corps de la ruche. Le moment de la pose des hausses est important et dépend
de la situation géographique, du climat et de I’environnement botanique.

Une pose prematurée risque d’entrainer une mortalité larvaire préjudiciable au
développement de la colonie ou une ponte de la reine dans cette hausse et non plus dans le
corps de ruche.

Une pose tardive favorise I’essimage par manque de place dans la ruche. Il est possible
d’empiler plusieurs hausses en s’assurant que la structure corps-hausse soit stable. (Piel-
Deruisseaux J, 1965).

» Sélection es cadres de miel a récolter

Lors de la récolte, il est important de ne sélectionner que les cadres parfaitement
operculés. Un tri parmi les cadres est effectue régulierement au cours de la saison apicole afin
e disposer les cadres operculés dans les hausses situé en haut de la ruche, et les cadres les plus
vides dans la hausse la plus proche du corps de ruche afin de faciliter son remplissage (Piel-
Deruisseaux J, 1965).

* Mise en place d’un chasse-abeilles

Deux jours avant la récolte, il est conseillé de placer un chasse-abeilles entre le corps et
les hausses a récolter afin de limiter le nombre d’abeilles présentes dans les hausses. Les
abeilles restantes seront balayées délicatement le jour de la récolte.

Pour des raisons de sécurité évidentes, il est en effet important de ramener a la miellerie le
moins d’abeilles possible (Piel-Deruisseaux J, 1965).

* Transport

Les hausses pleines de cadres de miel operculés doivent étre transportées (figure 02)
Proprement, et solidement arrimées jusqu’a la miellerie et pendant le déchargement (Piel-
Deruisseaux J, 1965).

* Centrifugation

Une fois libérés de leurs opercules, les cadres dans la centrifugeuse, en les répartissant de
maniére équilibrée selon leur poids. La rotation s’effectue ensuit de maniére progressive
jusqu’a ce que tout le miel contenu dans les alvéoles soit projeté
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FigureN° 01 : Transport des hausses en brouette jusqu’a la miellarie.
* Désoperculassions

Avant d’extraire le miel d’un cadre, il est indispensable de retirer la fine pellicule de cire
qui obstrue les alvéoles remplies de miel grace a un couteau ou une griffe a désoperculer en
acier inoxydable (figure 03).

Les déchets de cire obtenus sont mis de coté dans un bac spécial afin de permettre la
récupération de la cire (pour en faire des bougies par exemple) et du miel qu’elle emporte
avec elle (pour I’utiliser comme nourriture pour les abeilles)(Piel-Deruisseaux J, 1965).

Figure N°02 :Désoperculation FigureN° 03 : Centrifugation
* Centrifugation

Une fois libéres de leurs opercules, les cares sont placés ans la centrifugeuse, en les
répartissant de maniere équilibrée selon leur poids. La rotation s’effectue ensuite de maniere
progressive jusqu’a ce que tout le miel contenu dans les alvéoles soit projeté contre les parois
(figure 04). Le miel glisse le long des parois, s’accumule au fond de I’extracteur et est
récupéré par I’apiculteur apres ouvertures de la vanne (figure 05) (Piel-Deruisseaux J, 1965).
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« Filtration

Le miel est ensuite récupéré et transvase dans le maturateur muni de filtres de diametres
décroissants (figure 04 et 05). En effet, a la fin de I’extraction, le miel contient de nombreux
débris et impuretés, en particulier de cire ou de pollen, qu’il est nécessaire d’éliminer.

FigureN° 04 : A la sortie de I’extracteur FigureN°05 : Filtration

FigureN°06 : Les trois filtres nécessaires a la filtration de miel.

» Maturation et Ecumage

Le miel est laissé au repos pendant trois a quatre jours a une température de 20°C dans un
maturateur hermétiquement fermé afin que I’ensemble des impuretés remonte a la surface et
constitue une écume qui sera retirée (figures 08 et 09)(Piel-Deruisseaux J, 1965).
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* Conditionnement

Aprés ouverture du couvercle du maturateur puis de la vanne située en partie déclive, les pots
(dont les modéles seront décrits plus loin) sont remplis un a un et fermés immédiatement
(figure 10) (Piel-Deruisseaux J, 1965).

* Etiquetage

Tous les pots de miel destinés a la vente se verront préciser leur poids et leur origine
florale selon les regles d’étiquetage que nous étudierons plus I’oins (Piel-Deruisseaux J,
1965).

FigureN°07 :Maturateur équipé de filtres Figure N°08 :Intérieur du maturateur
aprées 3 jours de repos

FigureN°09 : Mise en pot
1.11. Les facteurs d’altération de miel

Comme tout produit d’origine ou végetale, le miel dans sa complexité est susceptible de
subir des altérations qui lui feront perdre une partie de ses qualités alimentaires et gustatives.
Les facteurs pouvant provoqués une altération du miel sont nombreux (P.Polus, 2007).
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* La Température

La température qui convient a la fermentation du miel est voisine de 16°C(P.Polus, 2007).en

dessous de 10°C et au dessus de 26°C, cette fermentation n’est pas possible. Ce qui fait que le
traitement thermique du miel peut accélérer certaines réactions chimiques.

Susceptibles d’altérer sa qualité au cours de I’entreposage (Ramirezal, 2000). Quelque
étude a montré que la tempeérature est le principal elément qui doit étre contrélé pour avoir un
miel de bonne qualité winkler cité par (Ramirez et al, 2000). Mais le comportement des miels
durant I’entreposage differe selon le type de miel (Ramirez et al, 2000).

Il est connu que la chaleur de la lumiére alterent le glucose oxydase et diminuent ainsi la
production d’eau oxygénée"(Bogdanov etBlumer, 2001), et il ajoute que " la température au
cours de I’entreposage a une influence importante sur I’activité enzymatique qui diminue en
fonction de la durée d’entreposage et, de la teneur en HMF qui elle, augmente.

e La lumiere

La lumiere réduit les propriétés antibiotiques du miel, les indices de peroxyde du miel
de fleurs en particulier sont fortement réduits lors du stockage a la lumiere, ils ne diminuent
que de moitié a I’obscurite. Les inhibines non peroxydes ne s’alterent que légérement en
raison de la lumiére et d’un long stockage (Bogdanov et Blumer, 2001).

 La fermentation

P. Polus (2007) souligne qu’un miel parfaitement mdr et dont la teneur en eau ne
dépasse pas 17% est un milieu dans lequel les micro-organismes capables de provoquer la
fermentation du miel ne savent pas se developper, méme les levures qui s’attaquent aux
sucres. Toujours selon lui la fermentation du miel se produira donc lorsque la teneur en eau
est élevée, lorsque la température est suffisante et lorsque le miel contient des germes de
fermentation capables de s’y développer.

Seul les miels dont la teneur en eau est inférieure a 18% de bonne conservation (Gonnet,
1982 et Bogdanov, 1995) revoit ce chiffre I’germent a la hausse puisque selon lui la teneur en
eau ne devrait pas dépasser 199/100g de miel, étant donné que dans le cas contraire, il existe
un risque de fermentation a la surface.

Si I’on se réfere a (Stephen, 1946) cet écart d’une unité n’est pas a prendre a la 1égére, en
effet, selon cet auteur la teneur en levures augmente de cing fois dans le cas d’un
accroissement de la teneur en eau de 1g/100g ; en dessous d’une teneur de 17g/100g le risque
de fermentation est trés faible.

Vu ces propriétés trés hygroscopiques, le miel absorbe I’humidité de I’air quand celle-ci
est trés élevée d’ou la nécessité de la conserver dans des récipients étanches (Bogdanov,
1999).
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P. Polus, 2007 dits qu’en effet on a constaté qu’une mauvaise cristallisation du miel est
favorable a sa fermentation.

Tableau N°08 : Influence de la richesse en levures sur la fermentation des miels (Chauvin,
1968).

Teneur en eau du miel Effet de richesse en levure. Le nombre de germes de
fermentation est exprimése par gramme de miel.

Moins de 17,1% Pas de fermentation quelle que soit la richesse en 1 levure.

17,1a18,0% Pas de fermentation sile nombre de levure ne dépasse pas 1000.

18,1a19. % Pas de fermentation si le nombre de levure ne dépasse pas 10.

19,12 20.0% Pas de fermentation si le nombre de levure ne dépasse pas 1.

Plus de 20 % Danger de fermentation dans tous les cas

* Le vieillissement

p. polus, 2007 affirme que méme dans les conditions normales de conservation, un miel
vieillit mais sans bonifier. Ce vieillissement est principalement d a I’action des enzymes et
aussi a des modifications chimiques lentes.

Avec le temps les miels brunissent, ils perdent du glucose et du lévulose mais augmentent
en maltose et en saccharose. On constate aussi une augmentation en H.M.F. et de I’acidité en
générale. On constate également une disparition des ardbmes, tandis que la granulation
augmente par fusion de plusieurs petits cristaux en un seul forcément plus gros. Le
vieillissement du miel le rapproche donc d’un sucre ordinaire et lui enléve ces qualités
commerciales. A ce point de vue un miel ne doit pas dépasser un an.

1.12. Stockage et conditionnement

La rapidité de la dégradation du miel dépend de la composition du produit ainsi que les
conditions de sa conservation. Le miel confiné en atmosphere humide absorbe I’eau
rapidement, ce phénomene gagne rapidement en profondeur et le miel hydraté acquiert une
structure tres fragile (Jeanine, 1993).

Certains miels sont plus fragiles que d’autres en fonction de leur acidité naturelle, en
effet ; tous les miels dont le ph est inférieur a 4 se dégradent plus vite que ceux de
caractéristique inverse. Il convient donc de garder le miel dans des locaux frais ou la
température ne dépasse pas 20°C (Louveaux, 1985).
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I1. Propolis
11.1.Définition

La propolis est un ensemble de substances résineuses, gommeuses et balsamiques, de
consistances visqueuses (Magan et Sulimanovic, 1982), recueillit sur certain parties
(bourgeons et écorces essentiellement) de végétaux (certains arbres principalement) par les
abeilles (Crane E, 1997).

Les abeilles utilisent la propolis dans la construction et la réparation de leur urticaire pour
les ouvertures et les fissures d’étanchéité et d’aplanir le marché intérieur murs et comme une
barriére protectrice contre les envahisseurs extérieurs comme les serpents, lézard, ....etc. ou

menaces contre les intempéries comme le vent et la pluie (bankova v, 2000).
11.2.Etymologie du mot propolis

L’origine du mot propolis est associée au grec pro qui signifie « devant, en avant de », et
polis, « la cité », ce qui que ce produit naturel est utilisé pour la défense de la ruche
(Bogdanov S, 2010).

Figure N°10 : I’aspect de la propolis (Bogdanov S, 2010).
11.3.Histoire

Depuis la plus haute antiquité, I’lhnomme s’est intéressé aux abeilles et a ses produits : le
miel, le pollen, la cire, la gelée royale et la propolis. Cette derniere est considérée dans
I’herboristerie traditionnelle comme un reméde utile pour combattre les infections de toutes
sorte (Cardile et al ., 2003 ;Castolda et Cappaso,2002 ;Hikmet et Mercan, 2006).

Elle étai également connue des grecs anciens puisque Aristote la présentait, dans son

histoire des animaux, comme un « reméde aux affections de la peau, plaies et suppuration ».
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Depuis 6000 ans elle est utilisée par les prétres egyptiens pour la momification des
cadavres en induisant avec de la propolis les bandelettes des momies, pour leur assurer une

meilleure conservation, et pour soigner et anesthésier les caries dentaires (Alexander, 1984).

A Rome, Chaque légionnaire Romain en possédait une petite quantité sur lui en moment

des compagnes militaire (Donadieu, 1981) et elle se vendait plus cher que le miel.

Au XI° siécle, la propolis était recommandée pour cicatriser les blessures de fleches
(médecin Iranien Avicenne). Les plaquettes du Moyen-age européen décrivent les
préparations médicales a base de la propolis pour les traitements des maladies de la bouche et

de respiration (Bankova V et al ., 2000).

En Europe, on trouve quelques traces de son usage, dans le traitement des plaies aux 18 et
19°™ sigcle (Dobrowolski et al, 1991).

Elle connut un regain de popularité au XIX® siécle lorsque les médecins de I’armée
anglaise I’employérent pour désinfecter les blessures et faciliter leur cicatrisation durant la

Guerre des Boers en Afrique du sud (Wollenweber E et al ., 1990).
11.4.Utilisation de la propolis
» Utilisation de la propolis par les abeilles

A I’intérieur de la ruche, elle est utilisée par I’abeille comme un mastic, un ciment ou un

baume pour (Jean- Proste et Yeves, 2005).

_ Assurer une meilleure isolation thermique.

__ Obtenir les fissures.

_ Réduire I’ouverture de trou de vol dans les régions a climat froid.

_ Recouvrir les corps étrangers (souris, cétoines, frelons, ...etc.) qu’elles ne peuvent pas

évacuer.

_ Réparer les rayons et renforcer les minces parois des alvéoles en I’incorporation a la cire

que I’abeille sécréte ;

_ Stériliser les alvéoles avant la ponte.
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FigureN%11 : Les abeilles réduisent le trou de vol avec de la propolis (Krell,
1996).

« Utilisation de la propolis par ’homme
La propolis est largement utiliser dans plusieurs domaines tels que :
Cosmeétique

La propolis et ses extraits on été largement utilisé dans la dermatologie et la cosmétique
(Lejeune B et al. 1986). Ses effets sur la régenération et la rénovation des tissus ont été bien
étudiée. Avec ses caractéristiques bactéricides fongicides, elle offre de nombreux bénéfices

dans di verses applications (R. Krell., 1996).
Médecines

La propolis, grace a son large spectre d’action (Le bien étre de la bouche (Bruschi et al
., 2006) (Park et al ., 1998), L’ensemble de la sphere interne (Khayyal et al., 2003)

(Nostro et al., 2003) (Fuliang et al., 2005), Stress oxydant (Favier, 1997), Les soins
dermatologiques (Lejeune et al ., 1998) et I’hygiéne de la peau(Krell, 1996). Elle est utilisée

dans divers traitement tels que :

- Les problemes cardio- vasculaire ;

- Appareil respiratoire (pour diverses infections) ;
- Soins dentaire ;

- Les ulcéres ;
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- Les infections des muqueuses et les lésions ;
- Le cancer ;

Elle est utilisée aussi dans le soutien et I’amélioration du systéme immunitaire (Neumann D
et al, 1986).

 Usage vetérinaire

En URSS sous I’égide de I’institut de recherche vétérinaire et médicale KAZAN, les
laboratoires effectuent des recherches sur I’emploi de la propolis dans le but de renfoncer
I’immunité des animaux aux épidémies et parasites. Les résultats en 1965 démontrent que la
propolis accroit le mécanisme de défense, provoque la formation d’anticorps, accroit la
phagocytose, contribue a I’augmentation des protéines du sang en favorisant leur

régénération.
* Technologie alimentaire

Les activités anti-oxydantes, antifongique et antibactériennes de la propolis lui offre une

place de choix dans ce domaine. Généralement bénéfique sur la santé humaine (Krell, 1996).

La propolis peut étre utilisée comme préservatifs en matériel d’emballage de nourriture
(Mizuno et al. 1987).Elle est aussi utilisée pour la prolongation de la vie d’entreposage en

congélation des poissons (Donadieu, 1981).
11.5. Récolte de la propolis par les abeilles

La récolte de la propolis est faite par un nombre relativement restreint d’abeilles

ouvriéres butineuses spécialisées dans cette activité (Lavis, 1975).
Cette recolte, dépend de nombreux facteur dont les plus importants sont comme suit :
* Saisonnier

Elle a lieu en début de saison au printemps, mais le plus souvent a I’approche de
I’automne au moment ou la colonie commence ses préparatifs d’hivernage. Il faut cependant
que les journées soient encore chaudes, et c’est au moment ou le soleil est le plus chaud que

les abeilles I’exploitent le plus car la propolis est alors tendre et malléable (Flageul, 1991).
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* Climatique

Les abeilles « récolteuses » de propolis dé ploient en général leur activité au cours des

journées chaudes (température le plus souvent supérieure a 20°C) (Brunet, 2006).

La butineuse attaque d’abord les substances résineuses ou gommeuses avec Ses
mandibules, puis étire la particule saisie jusqu’a la rompe, et elle constitue progressivement
une petite pelote de propolis (plus petite que celle de pollen, ce qui est normal puisque le
pollen est plus léger a volume égal) logée dans ses pattes postérieures (3éme paire) qu’elle
ramene a la ruche ou des abeilles magasiniéres vont la stocker ou I’utiliser immédiatement

s’il y a nécessité de le faire (Ducerf, 2006).
11.6.La récolte de la propolis par I’apiculteur

L’apiculteur utilise diverse technique pour récolter la propolis pour obtenir une propolis

relativement propre :
11.6.1. Le classique : grattage des cadres ou des parois de la ruche
De préférence par temps froid ou la propolis dure et friable se détache mieux.

Ce procédé a pour inconvénient de fournir une propolis souillée de nombreuses

impuretés qu’il faut éliminer par la suite (Domerego, et al. , 2007).

FigureN® 12: Grattage de la propolis par I’apiculteur
11.6.2 Le systeme de grille

La mise en place de différents dispositifs (notamment celle d’une grille moulée en
matiere plastique souple ou en acier inoxydable posée au dessus des rayons de la ruche, dont

les abeilles s’empressent d’obturer les orifices avec de la propolis) qui permettent une récolte
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facile de propolis pauvre en cire et en impuretés, donc de bien meilleure qualité (Mustsaer et
al, 2005).

Grace a ce systeme, parfaitement maitrisé par les apiculteurs professionnels spécialisés
dans la production de propolis, il en est recueilli ainsi environ 300 grammes par ruche et par
an (Domergo et al, 2007)

FigureN°13 : une grille plastique de détection varroa (Domergo et alL, 2007)
11.6.3.L extraction de la propolis :

Pour une production artisanale a usage personnel on peut utiliser I’'une des 2 méthodes

suivantes de purification :
La méthode la plus rapide consiste a faire chauffer doucement la propolis dans de I’eau.

Aux environs de 65°C la cire va commencer a fondre et étant d’une densité plus faible
que I’eau elle va monter en surface accompagnée de pas mal d’impuretés. 1l est alors facile
de faire la séparation. L’ inconvénient du chauffage est une altération de certaines propriétés

chimique de la propolis (Bozcuk et L Mez, 2003).

L’autre méthode consiste a faire macérer la propolis pilée dans I’éthanol (alcool
éthylique) titré & 70° ou 80° (pas plus) .On fait macérer 1 volume de propolis dans 3 volumes
d’alcool pendant deux semaines en remuant trés régulierement , le tout a I’abri de la lumiere .
Apres ce délai on filtre et on ne garde que la partie liquide. Le probleme de cette méthode, en
dehors de sa lenteur, est que la cire est aussi en partie dissoute dans I’alcool. De plus, la
teinture mére obtenue le gout et I’odeur de I’alcool, ce qui n’est pas adapté a tous les usages
(Broudiscou et al, 1997).
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11.6.4. Conservation

La propolis se conserve assez facilement dans de bonnes condition impératifs spéciaux
pour la plupart de ses présentations, mais il parait néanmoins préférable de la garder dans des
récipients opaques a la lumiére, bien fermés et a I’bri de la chaleur (certaines formes
impliquent d’ailleurs rigoureusement ces conditions pour une bonne conservation : I’onguent

par exemple) (Caillas, 1947).

Certaines expériences ont monté par ailleurs que le stockage de longue durée de la
propolis ne semble pas diminuer sa teneur en composants chimiques, ni son activité
antibactérienne, nous pensons malgré tout, que pour en obtenir les meilleurs effets et résultats
possibles, il vaut toujours mieux I’utiliser, chaque fois que faire se peut, la plus fraiche qui
soit (Donadieu, 1981).

11.7. Les différents types de propolis

Il existe plusieurs types de propolis qui sont fonction de la zone géographique de la ruche,
des végétaux présents sur cette zone geographique, de la disponibilité des végetaux pendant la
saison et de I’espéce de I’abeille tout cela explique que I’on va trouver des propolis de couleur

jaune ambre jusqu’au brun foncé en passant par des variétés qualifiés de vertes ou de rouge.

L’abeille va aller chercher sa résine dans son écosystéeme et c’est bien de cet écosystéme
qui va dépendre la composions de la propolis (Burdock GA, 1998).
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Tableau N°09 : les types de propolis les plus rependus avec leurs principales familles de

composés polyphénolique

Type de propolis

Origine
geographique

Origine
botanique

Principaux constituants

References

Ambrée a brune

Europe,
du

régions

amerique
nord,
non tropicales

del’ Asie,Nouvel

Populus spp et
principalement

p.nigra L.

Flavones

Flavanones

Acides phenols et ses esters et

sesquiterpenes

Bankova et al., 1992
Bankova et al., 1991.
Greenaway, 1990.

le-zelande
Verte du bresil Zone tropicale | Baccharis spp. | Dérivés prénylés de I’acide | ParkYk et al., 2002
du bresil Principalement | coumarique.
B. Acides diterpéniques
dracunculufoli | Lignances
aDC
Bouleau Nord de la | Butula, Flavone,flavonol,flavanones | Bankova et al., 1992
Russie verrucosa et sesquiterpenes
Propolis rouge Cuba Dalberigia Isoflavones,isoflavanes,flavo | Tomas- Barberan et al.,
Brésil Ecastophillum | noides et benzophenones 2008.
Mexique Isoprenylées
Propolis rouge Cuba Clusia rosia Isoflavones, Tomas- Barberan et al.,
Venezuela isoflavanes,flavonoides et | 2008.
benzophenones
Isoprenylées
Méditerranéenne | Sicile, grece, | Famille  des | Acices  diterpeniques et | Popova Met al., 2011.
malte, crete, | cupressacea principalement  de  type
turquie labdane
Pacifique Zone Mascaranga Prényl-flavanones Bankova et al., 1992
pacifique,taiwan | Tanarius

e
(okinawa,indoné

sie)
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11.8.Composition chimique

La composition chimique de la propolis recueillie dans la ruche est variable selon la

source végétale visitée par les abeilles. De nombreuses substances qui s’y retrouvent de facon

constante et relativement stable, constante vérifiée et confirmée par des travaux d’analyse

chromatographique affectés sur de nombreux échantillon (Boyanova et al, 2005).

De maniere générale, la propolis que I’on trouve dans la ruche est composée de :(Ducerf,

2006).

Tableau N°10 : Composition analytique de la propolis

Composition en ordre

Composition par groupes

Références

Résines 45-55% (Bancova et al., 1987;
Flavonoides, acides phénoliques et leurs esters | Nagy.,1989 ; Omar., 1989).
Cire et acides gras 20- 30% (Papay., 1987).
La cire d’abeilles et des plantes
Huiles essentielles 10% Tosi et al., 2006).

Produits volatiles

Pollen

2%
Protéines (6 acides aminés libres >1%)
arginine et proline jusqu’a 46% du totale

(Gabrys. , 1986).

Autres composés et

minéraux

5%
14 traces de minéraux, silice, fer et zinc sont
les plus communs. Il ya aussi : Au, Ag, Cs, Hg,
La, Sb; Acide benzoique et ses esters,

vitamines, sucres, Cétone, Lactones,....etc

(Bankova et al., 1987 ;Cuellar
and Hernandaz., 1987).
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Figure N°14 : composition de la propolis (Boyanova et al., 2005).

La propolis purifiées, pour ne garder que les éléments actifs, est composées de
flavonoides, de composés phénoliques, d’acides aromatiques, d’acides organiques, de

terpenes, d’huiles essentielles, de vitamines et d’oligo-éléments (Vassya S et al, 2000).
11.8.1.Les composés phénoliques et les acides aromatiques
11.8.1.1.Phénoliques

Molécules organiques comprenant un noyau aromatique (benzene) et au moins un

groupement alcool (OH) (Marcucci M, 1995).
11.8.1.2. Les acides organiques

La propolis est également composée d’acides organiques qui ont des propriétés
conservatrices, antiseptiques, anti- inflammatoires et anti- coagulants (Bozcuk et Lmez,
2003).

11.8.1.3. Les Terpénes

Hydrocarbure présent dans les essences naturelles d’origines végétales, dont la molécule
comprend x séquences de 5 atomes de carbone et de 8 atomes d’hydrogéne.

11.8.1.4. Les huiles essentielles

La propolis contient plusieurs huiles essentielles qui sont antiseptiques et aromatisantes
par exemples le guianol, I’anéthol et le pinéne (Bozcuk et Lmez, 2003).
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11.8.1.5. Les vitamines et les oligo-éléments

Une vitamine est une substance organique nécessaire (en dose allant du microgramme a
plusieurs milligrammes par jour) au métabolisme des organismes animaux et donc de

I’homme. Les vitamines sont des indisponibles compléments des échanges vitaux.

Les oligo-éléments sont une classe de nutriments éléments minéraux purs nécessaires a la
vie d’un organisme, mais en quantité tres faibles. On appelle oligo-éléments les éléments

chimiques qui representent une inférieure a Img/kg (Bankova et aL, 1987).
11.8. 1.6.Les flavonoides
*Définition

Les flavonoides sont des composés qui possedent de fortes propriétes antioxydants. Elles
sont responsables de la couleur des aliments. Les flavonoides améliorent la fonction de la
vitamine C et protegent de I’oxydation. On les trouve dans une grande variété de fruits et de
légumes et ils ont des effets bénéfiques pour le cceur, les arteres, le foie, le systéme
immunitaire, le tissu musculaire et le systeme nerveux (Allerget et Bouloc, 2006).

*Structure chimique

Les flavonoides présentent un squelette de base al5 atomes de carbone, fait de deux
cycles benzéniques Cs reliés par une chaine en Csz Le pont a 3carbones entre les deux

phenyles forme généralement un troisieme cycle pyrone (Allerget et Bouloc, 2006).
* Les flavones

e Aglycones: lutéolol : dans le thym, la sauge officinale, apigénol dans la biere, la
ciboule, la marjolaine,
e Hétérosides : lutéolol 7-O-glucide, dans les feuilles et les graines de céleri

e Dérivés méthoxylés : tangerétine, nobilétine, dans le jus d’orage ;
* Les flavonols
Réputes étre les antioxydants les plus efficaces des flavonoides, tres nombreux

e Les aglycones : environ 380, kaempférol, dans les capres, quercétol, myricétol dans la

biére ;
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e Hétérosides : nombreux dans les produits alimentaires comme le kaempférol 3-O-
glucoside dans les framboises, les haricots communs.

e Les dérivées méthoxylés : rhamnétine.
* Les dihydroflavonols ou flavanonol
Sans double liaison entre C» et C3 par rapport au précédent

e Aglycones : dihydroquercétol dans I’origan américain lippia graveolens

e Hetérosides : dihydroguercéetol 3-O-rhamoside, dans le vin
* Les flavanones
Dérivés aussi 2,3-dihydrogénes

e Aglycones : surtout présents dans les agrumes : ériodictyol dans la marjolaine ;
naringétol ;
e Hétérosides : naringine, le pomelo

e Les dérivés méthoxylés : homoeriodictyol dans I’Herba Santa
* Les aurones

2- benzylidéne- coumaranones, hispidol, Aureusidin
* Les chalcones

Au cycle pyranique ouvert

e Aglycones : butéine, dans les feves. Des hétérosides, des dérivés méthoxylés ;
xanthohumorol dans le houblon et la biére.

* Les dihydrochalcones :

e Aglycones : phlorétine dans les feuilles de pommier
e Hetérosides: phloretin  2’-O- xylosyl-glucoside dans les naringines
dihydrochalcone a la saveur sucrée intense ; néohespéridine dihydrochalcone

édulcorant.
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11.9.Description et caractéristiques de la propolis

La couleur de la propolis est tres variable selon ses origines végetales et la période de la
récolte. Elle peut varier du jaune clair au brun trés foncé presque noir en passant par toutes les

nuances de brun plus ou moins rougeétre ou verdéatre (Ducerf, 2006).

La consistance est elle aussi trés variable en fonction de la température. Elle est friable
en dessous de 15 degré et devient trés molle et malléable autour de 30 degré. Au dessus elle
est collante et fond vers 60 a 70 degrés. Fondue au bain marie une partie visqueuse se depose
tandis que qui surnage une partie cireuse (liquide). Elle peut étre utilisée en apiculture pour

fabriquer un attire essaim (Ducerf, 2006).

La saveur de la propolis est souvent plut6t acre voire amere. En aucun cas c’est un
produit agréable au gout. Quant & son odeur elle est plutt agréable surtout lorsqu’elle est

chauffée du fait des résines aromatique qu’elle contient.

La composition de la propolis est trés variable et tres complexe du fait de ses origines
végétales et I’évocation des divers acides, aldéhydes coumarine et flavonoides suffit a faire
apparaitre la complexité de ce produit. Il n’ya donc pas une mais, de multiples propolis
(Donadieu, 1987).

La propolis est insoluble dans I’eau mais elle est soluble partiellement dans I’acétone,
I’alcool, I’ammoniaque, le benzene, le chloroforme, I’éther, le trichloréthyléne, etc., et seul un
mélange adéquat de différents solvant permet de dissoudre la quasi-totalité de ses composants
(Donadieu, 1987).

La structure microscopique de la Propolis est maintenant assez bien connue gréace a un
récent et important travail de Colette JEANSON et Philippe MARCHENAY, réalisé au
microscope électronique a balayage, et portant sur des échantillons en provenance de la
France entiére. Leurs résultats montrent que I’on retrouve toujours les mémes microstructures,
et en nombre trés limité, pour des propolis d’origines fort différentes, ce qui tendrait a
prouver, d’apres ces autres, le réle trés important des abeilles ouvriéeres dans la formation de

la structure de cette substance (Donadieu, 1987).
11.10.Effet thérapeutique de la propolis

Les substances naturels issus d’abeilles ont des intéréts multiples mis a profit dans
I’industrie : en alimentation, cosmétologie et en pharmacie (Small Field, 2001).
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Un intérét progressif dans I’utilisation de la propolis dans les pays développé comme
dans les pays en voie de développement. La propolis est reconnu pour nombreuses activités

biologique : anti-inflammatoires, anticancéreuses, anti-oxydantes et antibactérienne.

Ces activités sont attribuées en partie a la présence des flavonoides et les phénols (Ary et
al, 2005).

11.10.1.Les propriéetés pharmacologiques de la propolis
11.10.1.1.Propriété anti- infectieuse
Elle active les fibrocytes et inhibe I”histaminosécrétion des mastocytes (Ghedira et al, 2009).
_ Activité antibactérienne

La propolis est bactéricide efficace pour les germes : Bacillus cereus, Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureeus, Streptoccus, Esherchia faecalis, Esherchia coli, Solmonilla
typhimurium, Listeria Innocua, Candida albicans, Candida tropicalis, Candida kruesi, et enfin
Pseudomonas aerugionos (Silici et al. 2007 ; Vardar-Unlu et al .2008 ; Silici et kutulka,
2005 ; Li-Chang Lu et al. 2005 ; Uzel et Sorkun, 2005).

_ Activité antifongique

La propolis a des effets antimycosiques, contre les germes appartenant au genre Candida

et contre les levures (Ghedira et al. 2009).
_ Activité antivirale
La propolis est également antiherpétique (Ghedira et al. 2009).
__Activité antimicrobienne

La propolis est dite « antibiotique naturel » grace a ses effets bactéricides et

bactériostatiques sur de nombreuses souches microbiennes (Boyanova et al, 2005).

Notamment certains Staphylocoques, Streptocoque, Salmonelles, Bacillus, Proteus, et

Escherichia coli.

En outre, elle exerce aussi une activité antifongique sur certaines espéces de champignons

pathogeénes particulierement Candida albicans (Krou et al, 2007).
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L’activité antimicrobienne de la propolis est due a la présence des substances

flavonoides dans le 3, 5,7 trihydroxyflavone constitue la active (Chauvin, 1968).

La propolis joue également un rdle majeur dans le taux relativement faible de
contamination bactérienne dans la ruche ou d’autre cavités habitée par les abeilles (Ernst et
al ., 2005).

Et permet aussi de protéger leur larve contre les bactéries, virus et champignons (Cohen
etal ., 2004).

11.10.1.2.Propriété anti- oxydante de la propolis

Les radicaux libres sont des molécules dont la structure a été modifié suite a une
agression physiologique ou environnementale, elles contiennent un électron libre tres réactif
qui se lie a I’oxygéne cette oxydation endommage les cellules et les molécules d’ADN et
provoque en conséquent plusieurs pathologies comme le cas de maladies cardiovasculaire, du

cancer et du diabéte.

L’organisme se protege avec les enzymes antioxydants mais la production radicalaire
devient rapidement plus forte que I’élimination dés 25 a30 ans, il est conseillé de supplée a ce

mangue par une alimentation appropriée et /ou des compléments alimentaires (Rasir, 2006).

La propolis a un pouvoir antioxydant, du a sa concentration élevé en flavonoides, qui
sont capable de détruite les radicaux libre en protégeant les lipides et autres substances
comme la vitamine C5, et alors permet de prévenir des maladies cardiovasculaires, de certains

cancers, du diabéte et d’autre trouble liés au vieillissement (Ary et al, 2005).
11.10.1.3. Propriétés anti-inflammatoires

L’inflammation est de loin le type de réponse le plus connu que le corps emploie comme

mécanisme de défense a I’encontre de son environnement agressif.

La réponse inflammatoire est un processus transitoire, sa résolution est assuré par des
mécanismes de contre régulation, impliquant la synthese d’hormone anti-inflammatoires
(glucocorticoides, catécholamines) celle de médiateurs locaux (cytokines, neuropeptides) et
I’accumulation de facteurs intracellulaires de régulation négative (Kreamer et al ., 2003).

Certains travaux de recherche portant sur I’action anti-inflammatoire de la propolis. Parmi

eux sous l’action de la cyclooxygénase et la lipooxygénase, I’acide arachidonique se
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métabolise respectivement en postaglandine et leucotrienes, induisant ainsi des phénomenes

inflammatoires (Logerot et al, 2003).
11.10.1.4.Propriétés anti- cicatrisantes et anesthésiques

La propolis est un anesthésique puissant, les études ont montré que cette résine est
3 fois plus anesthésique que la cocaine et 52 fois plus puissante que la procaine dans les testes

sur les cornées de lapin.

De plus son action anti cicatrisante a été vérifiée plusieurs fois pendant les guerres et tres

employée dans les hopitaux russes.

Plus récemment, le pouvoir anti cicatrisant a été vérifié sur des blessures expérimentales
chez le mouton, et d’apres cette etude, I’application d’un extrait alcoolique de la propolis

accélére le processus d’anti cicatrisant et de régulation tissulaire.

De se fais la propolis est aujourd’hui largement utilisé dans les cas d’escarre en
cosmétologie et dans les produit destinés a lutter contre le vieillissement cellulaire. Cette
activite serait en partie due a la présence d’acide aminé telles I’arginine et la proline, dont leur
réle est connu dans le processus de régénération de la peau avec I’age et les conditions

climatiques.

Les cellules cutanés se reproduisent moins ou elles sont trop sollicite, il s’ensuite une

altération des tissus, puis une déshydratation et vieillissement de la peau.

En apportant outre, les acides, les vitamines et les oligo-éléments ainsi que les
contributions a augmenté la perméabilité de ces tissus et par conséquent la propolis joue un
role nutritif notable dans I’intégrité cutané (Logeront et al, 2003).

11.10.1.5. Propriété anticancéreuses

L’extrait de la propolis posséde une activité anti cancéreuse, car elle capable de
transformer (in vitro), les cellules humaines de I’hépatite et de carcinomes, et est capable de
les inhiber (Matsueno, 1992).

Les substances de la propolis qui ont cet effet cytotoxique sont :

-La quercitrine : qui inhibe la croissance cellulaire en interrompant certaines phases du

cycle cellulaire et bloguant les sites récepteurs des hormones (Larocca, 1994).
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- Les flavonoides : permet d’inactiver le TPA (tissu-type plasmagene activator) ; une

molécule de la matrice cellulaire qui joue un r6le important durant la mort cellulaire.

_ La clérodance dytherpénoique : a une particuliére et sélective toxicité sur les cellules

des tumeurr.

La propolis a également une activité cytotoxique et cytostatique (in vitro), chez les
hamsters infectés de cellules cancéreuses des ovaires et de la tumeur de sarcome (Ross,
1990).

Les cellules qui ont un effet sur les cultures cellulaires cancéreuses chez I’humain et
I’animal, comme le carcinome, mélanome, le colon et les cellules de carcinomes des reins,

sont I’acide caféique et le phénylester (Grumberger et al, 1988).

Il a été démontré aussi que I’Artepillin C, isolé de la propolis a un effet cytotoxique sur

les cellules de carcinome gastrique et muqueux (in vitro).

La croissance cellulaire peut étre inhibée également par d’autres mécanismes a savoir, la
stabilisation du collagene, I’altération de I’expression des genes et la réduction des radicaux

libres.

En effet, la catéchine augmente la résistance du collagene (Scutt, 1987), et inhibe

I’activité du collagénose (Makimura, 1993).
11.10.1.6. Propriété digestives

Elle protege I’estomac contre des Iésions induites par I’éthanol. L’extrait de la propolis

protége la muqueuse gastrique du stress oxydatif.

L’ester phényléthyliqgue du CAPE de la propolis atténue les symptdomes de la colite
induite par le peptidoglycane-polysaccharide bactérien en inhibent les NE-kappa B produites
dans les macrophages, réduisant ainsi la production de cytokines pro-inflammatoires.
(Ghedira et al., 2009).

11.10.1.7.Autres propriétés

Beaucoup d’autres propriétés biologiques, y compris la régénération des tissus, I’activité

hepatoprotoctive, action immunomodulatrice, etc. (Marcucci, 1995).
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I1.11.Caractéristiques physico- chimiques de la propolis
* Caractéristiques organoleptiques

e couleur : la couleur est de jaune clair au brun trés foncé, presque noire en passant par toutes

les gammes des bruns (brun jaune, brun vert et brun rouge), sa variance selon I’origine.
* Saveur : Elle est souvent amere et acre.
» Arome : elle est agréable douceatre, elle varie selon I’origine.

* Consistance

Selon la température ; elle est dure et friable a 15° C, molle et malléable a 30° C, et
coulante et gluante entre 30 et 60°C (Krell, 1996).

* Solubilité

La propolis est peu soluble dans I’eau, soluble dans I’acétone, I’alcool, le benzene, le
chloroforme, I’éther etc., et seul un mélange adéquat de différents solvants permettant de

dissoudre la quasi- totalité de ses composants. (Raoul, 1992).
* Densité

Elle est de I’ordre 1,2 en moyenne.
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111.1 Généralités

Présents partout et depuis toujours, les biofilms sont un challenge pour les chercheurs.
Décrits généralement, comme une communauté de microorganismes associée a une surface et
entourée par des exopolysaccharides, interpénétrée par des canaux d’eau. Les étudier
représente un double intérét : Celui d’éradiquer les biofilms nuisibles, qui sont une menace
pour la santé humaine, de par leur responsabilité dans les infections nosocomiales ainsi que
certaines maladies respiratoires; sans oublier le probléme récurrent des industries
agroalimentaires, de contamination de leurs machineries. L’autre intérét réside dans les
possibilités d’applications multiples dans I’alimentation, I’industrie navale, et méme le

revétement des maisons.
111.2.Définition

Les biofilms bactériens sont des communautés microbiennes complexes qui ont un
effet significatif sur la santé humaine (Shank’s et al. ,2006). Le plus souvent, on definit un
biofilm bactérien comme un ensemble de micro colonies bactériennes adhérant a un substrat
biologique ou inerte en agrégats entourés d’une matrice protectrice visqueuse (Sadhana et
Vijay ,2003 ; Agle ,2007 ; Jounne, 2008 ; Arwa et al, 2010). Cette derniere est composee de
polysaccharide et de protéines (phillips, 2011). Ainsi que de petites quantités de lipide et
d’acides nucléiques (jouenne, 2008). Le biofilm peut se composé d’une seule espéce ou
plusieurs espéces (phillips et al, 2011 ; spyridon et al, 2009).

Le biofilm est parcouru par une multitude de pores et canaux aqueux qui constituent un
systeme circulatoire primaire, assurant ainsi I’acheminement des nutriments jusqu’aux
bactéries et I’évacuation des produits de dégradation. Au sein des biofilms, des gradients trés
marques apparaissent. Ces gradients d’oxygene, de substrats, de pH ou autre, conduisent au

développement de communautés bactériennes (jounne, 2008).

Populations de microorganismes enchassées dans une matrice polymétrique, sécrétée par
les microorganismes eux-mémes. Les biofilms peuvent se développer sur des surfaces inertes
(comme les cathéters) aussi bien sur des tissus vivants (cavité buccale). Ces organismes
présentent une résistance caracteristique qui serait due notamment a un métabolisme modifie,
par le fait qu’ils se trouvent dans un biofilm, et a une variabilité phénotypique parmi les
cellules (Jouenne, 2008).
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111.3.Etapes de formation d’un biofilm
La formation d’un biofilm se déroule en cing grandes étapes résumées dans la figure2 :

-Etapes 1-2 : des bactéries planctoniques isolées évoluant librement dans un milieu lipide se
fixent sur une surface (adhésion réversible) et s’organisent en amas (Jouenne, 2008). Tout
commence par une compétition entre les microorganismes disséminés dans un fluide qui vont
chercher a adhérer en premier a une surface ; provenant le plus souvent de I’érosion ou la
dissémination d’un biofilm voisin, ces cellules microbiennes en suspension vont subir la
gravité, I’agitation brownienne, I’hyperhydrodynamisme des fluides, ce qui va favoriser leur
contact avec les surfaces, par ailleurs certaines cellules sont capables d’avoir un mouvement
actif autonome dans un lipide nageant a I’aide de longues structures protéiques en rotation :
les flagelles (Briandet et al., 2012).11 est a signaler que lorsque la force ionique du milieu est

élevée, I’adhésion est favorisee grace aux forces de Vander Waals (Branger et al., 2007).

-Etape 3 : les bactéries s’ancrent de facon irréversible sur la surface via des appendices
cellulaires et des exopolymeres (Jouenne, 2008). Pour se faire les cellules vont employer des
appendices tels les cils, les cils, les flagelles et mémes les curlis (Pelmont, 2005). Les cellules
ainsi déposées sur une surface migrent les unes vers les autres en utilisant des filaments
rétractiles « les pili de type IV », ce processus dépend des propriétés de surfaces mais aussi
d’un changement d’expression génétique (Pelmont, 2005). Le but étant de sentir et quantifier
ces congéneres ; les bactéries sont en effet capables de sentir la présence des autres bactéries
de méme espece : c’est la détection du quorum (Quorum Sensing). Chaque bactérie produit
une petite molécule diffusible spécifique a son groupe, qu’elle est capable de détecter dans
I’environnement. A partir d’un seuil critique de ces messagers (et donc une concentration
seuil en bactéries), I’expression génétique dans cellule bactérienne s’en trouve bouleversé,
ainsi chez pseudomonas aeruginosa par exemple, la détéction d’une forte concentration d’une
homosérine lactone, declenche le passage d’un biofilm plat et sensible vers un biofilm

extrémement résistant et de structure plus complexe (Briandet et al ., 2012).

-Etape 4 : le biofilm arrive a maturation, son volume augmente via multiplication cellulaire
et une synthése importante d’exopolymeres ; le biofilm est traversé par des courants de
liquides (nutriments, mol écules signal...) (Jouenne, 2008).

-Etape 5 : en fin de maturation, un certain nombre de cellules retournent a I’état planctonique

et peuvent former plus loin un nouveau biofilm ; ce détachement étant induit par une carence
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nutritionnelles et des conditions environnementales défavorables: limitation de la
disponibilité en oxygéne pour un biofilm épais, ou modification de la nature d’un nutriment
(Jouenne, 2008).

FigureN® 15 : Etapes de formation d’un biofilm (Briandet et al ., 2012).

111.4.Expression génétique au sein du biofilm

La formation d’un biofilm par des bactéries est un style de vie qui implique I’expression
différentielle de genes, comparée au mode de vie planctonique (Beloin et Chigo, 2005).

Il 'y aune grande variété de genes, impliqués dans ce changement phénolique ; il n’existe
pas un systéme génétique unique (standard) pour la formation de biofilms chez les bactéries,
Cette variation permet au biofilm une grande stabilité face au stress externe (Nasr et al .,
2012 ;Lim et al., 2013).

Des génes vont s’exprimer, d’autres vont étre réprimés; ces derniers sont soit
fonctionnellement remplacés par d’autres genes soit tout simplement blogqués, surtout pendant
les premiers stages de la formation du biofilm (Beloin et Chigo, 2005).

a) La mobilité : C’est la premiere fonction qui disparait, les génes codants pour la
synthése des composants flagellaires sont réprimés dés que la bactérie atteint une
surface (Sauer, 2003).
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b) La synthéese d’adhesines : Des adhésines de surface sont produits pour assurer la
fixation de la bactérie sur son support ce qui implique I’activation de familles de genes
impliquées dans I’adhésion inter-bactéries au début de la structuration du biofilm
(Praat et Kolter, 1999).

c) La synthese des polysaccharides: les génes responsables de la production des
polysaccharides de la matrice s’activent. La matrice riche est composée
d’exopolysaccharides associés solidement les aux autres, comme les PIA/PNAG
(polysaccharides intercellular adhesion/Poly-N- acetylglucosamine) polymeres codés
par les ica ABCD ; chez les bactéries Gram négatif. On retrouve aussi I’acide
colanique (chez Escherichia coli), I’alginate, le glucose et le mannose (chez
Pseudomonas ssp) (Beloin et Chigo, 2005).

d) Le ralentissement metabolique : Pendant cette phase beaucoup de genes sont

inactivés, les cellules du biofilm sont dites en hibernation (Beloin et Chigo, 2005).

Malgré que dans un biofilm on ne retrouve que des microorganismes unicellulaires, il
présente une multifonctionnalité et diversité qui ressemble a celles d’un seul organisme

pluricellulaire, (Peter et al, 2011).
111.4.1. R6le de la gangue polymeére

Les EPS, de part leurs propriétés physico-chimiques, jouent le rbéle de barriére
filtrante, soit par interaction avec le composé, soit par piégeage. Le chlore, couramment utilisé
comme désinfectant, pénétre faiblement dans un biofilm mixte de klepsiella pneumoniae et p.
aeruginosa. Au sein de cette gangue existent aussi des microenvironnements correspondants a
des zones carencées en nutriments, en oxygene ou présentant des valeurs locales de pH
extrémement basses. L’existence de ces zones peut expliquer I’inefficacité de certains
antibiotiqgues comme les bétalactamines ou les aminosides, efficaces respectivement sur les

bactéries en croissance et cultivées en aérobiose (Jouenne, 2008).
111.5. Organisation d’un biofilm

Le biofilm posséde des structures en trois dimensions ; la plus étudiée est dite architecture
« en champignon », visible dans la figure2, decrite depuis les années 90 et retrouvée chez

Pseudomonas aeruginosa (Jouenne, 2008).

D’une longueur de 30um, ces biofilms peuvent croitre su leur support aussi bien de haut

en bas que de bas en haut. lls sont cohésifs et peuvent supporter les d’arrachement induites
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par un flux modéreé tel que le sang dans une veine. Cette architecture engendre une inégalité

des cellules & accéder aux nutriments et a I’oxygene (Briandet et al, 2012).
I11.6.Résistance des biofilms aux agressions externes

Les propriétés physiques, chimiques, biologiques et phénoliques d’un biofilm lui
conférent une résistance exceptionnelle par rapport aux cellules planctoniques de la méme

espece face aux meétaux lourds, aux agents antibactériens ou chlore (Jouenne, 2008).

Les processus de résistance, regroupés dans la figure 3, sont multiples et dépendent
étroitement du consortium microbien ainsi que du meécanisme d’action de [’agent

antimicrobien appliqué (Briandet et al, 2012).

Au sein d’un biofilm, les cellules en surface ont une activité métabolique importante et
sont donc en croissance exponentielle. Ce n’est pas le cas dans les strates profondes ou les
bactéries n’ayant pas suffisamment accés aux nutriments n’expriment aucune activité de
synthese protéique détectable ; on parle alors de métabolisme ralenti « Slow Grouth » ; or les
agents antibactériens sont plus actifs sur des cellules en divisions. C’est le cas de la
vancomycine utilisée contre les infections a Staphylococcus aureus, en s’insérant dans la
paroi des bactéries gram positif pour empécher la division cellulaire ; en absence de cette

fonction, I’antibiotique perd son efficacité (Briandet et al ., 2012).

Aujourd’hui, il est admis que le phénotype biofilm refléte des altérations de I’expression
génique des bactéries adhérentes (Phillip et al, 2011).La densité et la proximité spatiale des
cellules dans un biofilm favorise I’échange de geénes entre les cellules et I’apparition de

mutants résistants a beaucoup d’agents antibactériens (Briandet et al ., 2012).

Les exopolymeéres qui constituent un gel organique (une gangue) ont des propriétés
physico-chimique qui leurs conférent un réle de barriere filtrante, soit par interaction avec le
compos €, soit par piégeage (Jouenne, 2008). La densité de cette matrice différe d’un biofilm
a un autre, cependant le role de tamis est conservé et les gros éléments ne pouront pénétrer
efficacement le biofilm. Certains agents anti bactériens de petites tailles sont ralentis voir
stoppés dans la matrice ; surtout lorsqu’ils sont chargé positivement. Les entités fortement
cationiques interagissent avec les groupements anioniques de la matrice et restent figées sur
place, c’est le cas des ammoniums quaternaires qui sont des désinfectants tres largement

utilises dans le secteur médical et industriel (Briandet et al ., 2012).
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FigureN°16 : Mécanismes de résistance d’un biofilm (Briandet et al ., 2012).

I11.7.Impact des biofilms sur leur environnement

Les biofilms sont partout : sur la surface de la peau, des intestins, des pierres, des maisons
et jusque dans les nuages. Leur impact est différent selon qu’ils soient positifs ou négatifs ;

des exemples sont bien illustrés dans la figure 3.

111.7.1.Les biofilms négatifs

Dans le domaine industriel : Le milieu agroalimentaire est tres touché, le probléme est

présent dans tout les secteurs: laiterie, transformation de viandes, brasserie...etc. Tout
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équipement non sterilisé abrite des microorganismes pouvant provoquer une infestation par
biofilms et cela en quelques heures et devenir résistant aux agents extérieurs et induire une
contamination (Agle, 2007).

En plus du probleme de santé, ils provoquer un surcout de la production, notamment
lorsqu’ils sont présents dans les échangeurs thermiques dont ils alterent les performances et

causent une contamination bactérienne dans le produit fini.

Les biofilms dégradent toutes les surfaces : paroi en béton, tuyauterie...etc ; cette bio-
corrosion est liée a la présence de bactéries sulfato-réductrices dans les biofilms et a titre
d’exemple elle est responsable d’un surtout de 5 milliards d’euro annuel dans les secteurs

industriels et maritimes francais (Briandet et al ., 2012).
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Figure N°17 : Présence de biofilms sur toutes les surfaces (Roux et Chigo, 2006).

Dans le domaine médical : Que se soit de la plagque dentaire aux infestations sur
matériel médical et implants, comme le démontre le tableau 4, le probleme biofilm
persiste. 1l a été montré que les biofilms étaient impliqués dans 60% des infections
nosocomiales et dans toutes les infections prothétiques (Jouenne, 2008). Les maladies
infectieuses a biofilms sont regroupées dans le tableau 5. Les traitements antibiotiques
classiques ne sont pas efficaces contre eux (Riemann et Cliver, 2006). Le biofilm est la

premiére cause de mortalité chez les patients atteints de mucoviscidose (Agle, 2007).
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TableauN°11 : liste partielle des infections de matériel médical dues aux biofilms

(Jouenne, 2008).

Matériel médical

Especes bactériennes associées

Cathéters veineux centraux

Staphylococcus epidermidis

Pacemakers

Staphylococcus aureus

Prothéses orthopediques

S. epidermidis , S. aureus

Sondes d’intubation

Nombreuses bactéries et champignons

Sondes urinaires

Eschirichia coli et autres Gram négatifs

Stérilets

Eschirichia coli

Sutures

S. epidermidis , S. aureus

Valves aortiques

Staphylococcus aureus

Verres de contact

Pseudomonas aeruginosa, S. epidermidis

Tableau N°12 : liste partielle des maladies infectieuse liée a un biofilm (Jouenne, 2008).

Maladies infectieuses a biofilms

(pathologies associées)

Especes bactériennes associées

Bronchites chroniques (mucoviscidose)

Pseudomonas aeruginosa, P.cepacia, S.aureus

Caries dentaires

Streptococcus

Cystites, pyélonéphrites

Porteus  mirabilis, E.coli, P.

Entrococcus faecalis

Endocardites

Streptococci

Kératites P. aeruginosa,
Mélioidose Pseudomonas pseudomallei
Péritonites E. coli, Bacteroides fragilis

Prostatites

E. coli, Staphylococci, Entrococci

Zones peu accessibles au nettoyage et a la

desinfection (Robinson, 2002). Un biofilm peut se

mettre en place en quelques heures, et permettre ainsi aux bactéries qui s’y trouvent de
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devenir résistantes aux agents extérieurs engendrant d’éventuelles contaminations (biofilms

composés de bactéries pathogenes comme listeria ou salmonella) (Agle, 2007).
111.7.2. Les biofilms positifs
Il existe plusieurs exemples de biofilms positifs

 Traitement des eaux et dépollution : Dans des stations d’épuration dites a boues
activees, les bactéries s’auto-agglomerent en flocs (biofilm sans support) pour traiter les
pollutions azotées et phosphorées ; sans oublier les biofiltres sur support : pouzzolane, argile
expansé, polystyréne et souvent grains de sable; leur role est d’éliminer les composés
organiques volatiles des effluents gazeux, les hydrocarbures des océans et des mers pollués
(Briandet et al, 2012).

Ils sont aussi un indicateur de pollution des cours d’eau par des substances toxiques car ils
accumulent les polluants éventuels sur de longues périodes et donnent des indications sur le

degré de pollution chronique de leur habitat (Jouenne., 2008).

La digestion anaérobie (fermentation des résidus organiques) des déchets agricoles,
ordures ménageres, boues de stations d’épurations permet de créer du méthane recyclable et

donc de produire du biogaz (Briandet et al, 2012).
» Emergence d’une physiologie «biofilm»

Il est aujourd’hui admis que le phénotype «biofilm» reflete des altérations de
I’expression génique des bactéries adhérentes (Philipset al ., 2011). Le développement de
nouvelles approches dites «postgénomiques», telles que les puces a ADN, la protéomique et
I’hybridation soustractive dé ADN c, ont permis aujourd’hui de commencer a dresser un
inventaire des différences dé expression génique chez les bactéries organisées en biofilm et
les bactéries en suspension cependant, des différences notables ont été observees au niveau
quantitatif entre les approches protéomique (consistant a identifier quantifier les protéines
exprimées par une cellule & un moment donné) et transcriptomique (consistant a identifier et

quantifier les ARN m exprimés) (Jouenne, 2008).

Ainsi, alors que la protéomique suggere qu’un grand nombre de protéines sont
differemment exprimees chez les bactéries des biofilms soit entre 15 et 50% de modification
du protéome, les résultats obtenus par puces a ADN montrent qu’une faible proportion du
génome (entre 1 et 15 %) présente des modifications significatives d’expression.
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Ces différences peuvent bien sir s’expliquer par la faible corrélation entre la quantité
d’ARN m et de protéine (Jouenne, 2008).

111.8.Les méthodes de détections des biofilms
Il existe de nombreuses méthodes d’études des biofilms, les plus utilisées sont :
» Méthode de la gélose au rouge-Congo (Congo Red Agar)

Cette méthode décrite par (Freeman et al 1989).s’appuie sur I’utilisation d’un milieu
cervelle-cceur gélosé supplémenté de 5% de saccharose et d’une solution de Rouge Congo
(0.8g/l), apres incubation de I’inoculum a 37°C de 24 a 48 heures, les colonies formant un
biofilm apparaissent cristallines avec noircissement du milieu en dessous (Mathur et al .,
2006).

* Méthode de coloration au Violet de Gentiane

La méthode de (Christensen et al 1982). S’appuie sur la coloration du biofilm attaché a
un support par violet de gentiane, le contenant peut étre un tube en verre ou une
microplaquette en polystyréne a fond plat ; aprés incubation de I’inoculum pendant 24 heures
a 37°C, le support est vidé et rincé avec un tampon de phosphate salin a pH 7.3 puis teint au
violet de Gentiane ( 0.1%) pendant quelque minutes puis rincé une derniéres fois a I’eau
désionnisée I’intensité du biofilm peut étre appréciée par une lecture de la coloration présente
dans chaque puits de la microplaque au spectrophotomeétre a longueur d’onde de 570nm
(Hassen et al., 2011).

« Méthode du « biofilm Ring Test® »

Une poudre magnétique est ajoutée a une culture bactérienne dans un bouillon, et incubé
a 37°C pendant 24 heures dans une microplaque avec des puits a fond plat. Cette méthode
nécessite un dispositif spéecial, liquide de contraste ajouté au bouillant apres I’incubation et
une boite spéciale appelée « blok test » pour assurer la magnétisation de la plaque. Le résultat
est mesuré et apprécié en faisant passer le blok test dans un scanner spécial pour avoir une
image des puits. L’absence de biofilm est révélé par un rond de poudre magnétique
immobilisée au fond des puits ce qui n’est pas retrouvé en présence d’un biofilm qui
empécherait cette immobilisation. Le taux d’immobilisation est mesuré par le scanner pour

donner la densité du biofilm (Crémet et al ., 2013).
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111.9.Levure du genre condida albicans
111.9.1. Généralité

Le condida albicans est un champignon saprophyte qui vit chez certaines personnes sans

perturber aucunement la santé. C’est ce qu’on appelle un portage sain.

C’est la levure la plus fréquente et la plus pathogéne, Elles peuvent provoquer chez

I’homme et I’animal des dénomme globalement candidoses. (larpent. p, 1990).
111.9.2.Définition

Le condida albicans, souvent associé a un champignon microscopique, est un micro-
organisme de la famille des levures que I’on retrouve normalement dans I’organisme humain
en quantité relativement limitée. A I’état normal, cette levure vit en hormonie sur les
muqueuses de nos organes digestifs, dans notre bouche, notre estomac et nos intestins sans y

causer le moindre trouble. (Céline Arsenault ,2001).

Condida albicans est I’agent étiologie le plus frequent, c’est une levure cosmopolite,

saprophyte d’un organisme héte, homme ou animal (S, Agbo-codeau, A.guedj, 2005).
111.9.3.Classification
(Chabasse et al 1999), font leur classement qui on I’est résumé comme suite :
-Regne : fungie
-Division : fungi imperfectif (deuteromycotina) ;
-Classe : Blastomyceéte
-Ordre : Cryptococcale ;
-Genre : Candida ;
-Espece : Candida albicans ;
111.9.4.Structure

Selon (Kobayashi et al, 1999), les levures de C. albicans son des cellules eucaryotes,

posseédent une paroi cellulaire rigide riche en polysaccharide antigénique (glucane, manane et
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phorphomanane, liée a des peptides), en chitine et en protéine dont certains sont des enzymes
(Guiraud, 2003).

D’aprés (Fradin. C et Hube. B, 2006), sous la paroi on retrouve une membrane simple
et fragile qui entoure le cytoplasme dont cette derniere retient I’ensemble des composants

cellules.
* Aspect macroscopique

En culture, les C. albicans sont avoides ou sphériques forment des colonies qui

ressemblent aux colonies bactériennes (Kobayashi et al, 1999).
Elles sont blanche ou crémeuses, lisses brillantes (S. Morsa, 2000).
*Aspect microscopique

Les candidas albicans sont des levures avoides a bourgeonnement multiple avec une
taille de (3-6) (6-10) um (Hélene K, 1995).

Aprés quelques jours en culture, la levure candida albicans produit des pseudomycélium
ou des vrais mycelium avec la formation d’une structure spéciale (chlamydospores) terminale

ou latérale, rondes ou ovales (Camille Delarras, 2007).
* Caractere morphologiques

Au niveau morphologique, cette levure peut mesurer de 3 al5 um, et est caractérisee par
un polymorphisme que I’on peut retrouver in vitro et in vivo Candida albicans est une levure
non capsulée, non pigmentée, et aérobie (Vazquez & Balish., 1997), se produit de fagon

asexuée par bourgeonnements (Coste et al ., 2003).

Certains parametres tels que le pH, la température ou la richesse du milieu de culture
influencent I’aspect morphologique de cette levure. Ainsi, trois aspects morphologiques

peuvent étre rencontres.

+ Laforme blastopore, ronde ou ovalaire, mesurant de 2a4um avec parfois un bourgeon
de formation ;

% La forme pseudomycélium, mesurant de 500a 600um de longueur et de 3a5um de
largeur, composée d’un assemblage de cellules mises bout a bout pour simuler un

filment mycélien. Chaque compartiment cellulaire est identique en longueur, contient
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la méme quantité de matériel génetique, mais differe du précédent en quantité de

cytoplasme et de ces constituants.

X/
°e

La forme mycélium vrai, champignon filamenteux, spécifique de I’espece Candida
albicans, ou la conversion d’une levure en filament mycélien passe par I’intermédiaire
d’une structure appelée le tube germinatif. Cette forme favorise I’invasion des organes
de I’hote (Coste et al, 2003).

111.9.5. Reproduction

Candida albicans est dit levure imparfaite dont leur reproduction sexuée inconnue
(Chabasse et al, 1999). Candida albicans est une espece di morphique qui se multiple par
bourgeonnement ou scissiparité (Camille Delarras, 2007).

111.9.5.1. Physiologie

Sur un milieu sabouraud, pendant 24 heures a 48 heures et a température de 25-

37CY C. albicans donne des colonies blanchatre et crémeuse.

Aprés 24h sur milieu PCB, notre espéce apparait sous forme filamenteuses (Camille
Delarras, 2007).

Selon (Camille Delarras 2007), C. albicans est aérobies strictes, peut cultiver a un pH

compris entre 4-7,5.

Sa physiologies est représente par sa production d’enzyme et son utilisation des
substrats carbonés et azotés.qui se fait par I’auxanogramme, soit par le myogramme

(fermentation des sucres) (Patrick Bonsée, 1994 ; Camille Delarras, 2007).
111.9.5.2.Pathologie

Dans certains conditions, les C. albicans peuvent devenir pathogéne opportuniste, elles
se transforment de I’état saprophyte a I’état parasitaire sous I’influence de certains facteurs (S.
Morsa, 2000).

Selon (S. Morsa 2000), les facteurs favorisant sont :
* Facteurs locaux

-humidité, hupersialie ou xérostomies.

55



Synthése bibliographique Chapitre 111 : Les biofilms

-maceration (contact de longues durées avec I’eau, obésité...).
-pH acide de la peau, chaleur, transpiration.

-Mauvaise hygiéne

-Transpiration

* Facteurs généraux

-diabéte, trouble de I’immunité (sida), chimiothérapie.
-irritation chronique.

-chirurgie : digestive, cardiaque, greffes d’organes.

* Facteurs physiologies

-grossesse, age (age extréme de la vie, les nouveau-nés).
-médicaments.

-antibiotique.

-corticoide.

-oetrospogest.

-les somniferes.

-prise de contraceptifs.

Les hémopathies concernant le polynucléaire neutrophyle qui constitue la barriere de défense

contre I’infection du candida.
111.9.6.Ecologie

Candida albicans est considéré chez I’lhomme et les animaux a sang chaud comme un
commensal des muqueuses, faisant partie intégrante de la flore microbienne (M. Develoux,
S. Bretagne 2005). Est un champignon cosmopolite dont les fréquences d’isolement montrent
que chez des sujets sains la levure se répartit difféeremment en fonction des sites de

prélevement : peau (3%), vagin (13%), tractus ano-rectal (15%), cavité buccale (18%),

56



Synthése bibliographique Chapitre 111 : Les biofilms

estomac et duodénum (36%), et jéejunum et iléo (41%). Le réservoir principal est donc le tube

digestif ou la fréquence de portage varie selon les sujets.

Candida albicans peut aussi étre isolé de maniére exceptionnelle dans la nature (sol, plante,
atmospheére, eau...) mais cela résulte en général d’une contamination fécale (M. Develoux, S.
Bretagne 2005).

111.9.7.Pouvoir pathogene

Le C. albicans est I’espéce le plus pathogéne, la connaissance des facteurs de virulence,
des mecanismes pathogenes et de résistance a I’infection reste imprécise. Le C. albicans est
un agent pathogene opportuniste qui a besoin d’un changement immunitaire, local ou général,
pour provoquer une inflammation. Il est responsable de la candidose vulvo-vaginale.
(Uppuluri et al ., 2009)

C. albicans est quatrieme cause de septicémie dans les hépitaux des Etats-Unis. Il est la

cause principale des infections fongiques.

C. albicans est la principale espéce fongique ayant la capacité de former des biofilms sur
presque tout dispositif médical (Uppuluri et al ., 2009), ainsi que sur les surfaces epithéliales,

tel que les surfaces gastro-intestinales, bronchial, le tractus génitale et sur la peau.
111.9.8.Caracteres culturaux

En 24 a48 heurs, on obtient des colonies blanches, crémeuses, lisses en milieu sabouraud
incubé a 37 C°.
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I.1. Lieu et objectif de I’étude
1.1.1.0Dbjectif de I’etude

Ce présent travail repose essentiellement sur L’effet anti biofilm des api- produits de deux
variétés de miels Vis-a-vis d’une souche a caractére pathogene, une levure candida albicans.
1.1.2. Lieu de I’étude

Notre étude expérimentale a été réalisée au niveau du laboratoire de Microbiologie (site Ita),
Département de Biologie, Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie, Université
Abdelhamid Ibn- Badis, Motaganem, durant une période de (Avril - Mai 2016).

1.2.Techniques et méthodes expérimentales
1.2.1.Matériels biologiques
1.2.1.1. Le miel

Notre étude a porté sur deux échantillons du miel, dont deux variétés récolté dans la région
de sud Algérien (Ain ouassara).Tous les miels provenaient de la récolte 2015, qui sont
conserves dans des flacons en verre, a I'abri de la lumiére et bien mélangé, et stocké non dilué

a une température ambiante.

Figure N°18:Les différentes variétés de miels
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1.2.1.2.Microorganisme teste

Le microorganisme utilisé dans cette étude est de germe pathogene isolé cliniqguement .Leur
préléevement et leur isolement se faisaient en respectant les normes d’hygiéne et en utilisant le

milieu de culture sélective adéquate.
Le germe sélectionné pour cette étude est :
0 Levure : Candida albicans
Ces isolats nous ont été fournis par laboratoire d’hdpital de Mostaganem Chigi vara

Aprés le prélevement du cathéter, son extrémité distale est sectionnée, puis placée
immédiatement dans un tube stérile contenant 5 ml sabouraud liquide en suite ce tube est

incubé a 37°C pendant 48 heurs.

Figure N° 19: Cathéter
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1.2.2.Préparation de propolis solution

La propolis était macéré a froid pour faire un extrait (huile brute propolis 20 g / olive 2
ml) d'huile d'olive .Le mélange est chauffé & 50 ° C pendant 15 min avant les tests

microbiologique.

1.2.3.Préparation de miel avec olive propolis huile

Le mélange a été agité délicatement avec une spatule jusqu'a ce que le gel homogene. Le
mélange a été chauffé a 50 ° C pendant 15 minutes. Pour un essai microbiologique d'un
mélange de miel et 20 g de propolis a été faite, dans laquelle le miel est ajouté en une

concentration de 25, 50 ou 100%.

1.2.4.Matériels utilises

* Appareillages

* Autoclave (Sanoclave)
*Agitateur magnetique

* Bain- marie

* Balance analytique
 Barreau magnétique

* Etuve (Herocus)

* PH mettre

* Spectrophotométre (Jenway)
* Vortex (Techno Kartell TK 3s)
*Verreries

* Becher

* Boite de pétri de 55 et 90 cm
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*Entonnoir

*Erlenmeyer

* Flacon

* Pipette pasteur

* Pipette graduée

* Pissette

* Seringues en verre graduées (1,2 et 5 ml)
* Tubes a essai

* Autres matériels

* Bec benzéne

* Etiquettes

* Pince en bois

* Porte tube

* Spatule

* produits utilisés

* Gélose sabouraud

* Eau distillée

* Hypochloride de sodium

* Eau physiologique 0.9%

1.3.Technique d’ensemencement

Dans une zone stérile, sur des boites contenant le milieu sabouraud solide avec une
épaisseur de 4 mm bien séchées a I’aide d’une pipette pasteur stérile on prélevé quelque
échantillon et fait” ensemencement est incubé a 37°C pendant 48 heurs.
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On fait un repiquage de ces souches sur la gélose sabouraud pour obtenir des cultures jeunes.

Figure N°20 : Candida albicans
1.4.Préparation des solutions du miel

Des solutions des miels ont été préparées immédiatement avant d’examiner en diluant le
miel aux concentrations requiere (pure), 50% (v/v), 25% (v/v). Tous les échantillons ont été

alors incubés pour 30 minutes & 37°C.

L’incubation a été effectuée dans I’obscurité parce que I’eau oxygeéne et I’oxydase sont

sensibles a la lumiere (White and subers, 1964).
1.5.Activites antifongiques
1.5.1. Technique de spectrophotomeétre (pourcentage d’hinibition)

Prendre deux colonies de suspension fongiques dans un 5ml d’eau physiologie pour

obtenir la densité optique a 625 nm dans un intervalle [0,08 - 0,13] — 108UFC.

0.2 ml de la suspension fongique a été inoculé dans 4 ml de volume de concentration en
miel dans une éprouvette tandis que I’inoculation de 4 ml de volume de sabouraud liquide
avec 0.2 ml de la suspension fongique servait de commande. La densité optique a été
déterminée dans un spectrophotometre a 620 nanomeétre avant I’incubation (to) et a enregistre.
Les cultures ont étés incubées pendant 48 heures dans I’obscurité a 37°C. Aprés 48 heures

d’incubation, les densités optiques étaient de nouveau (tss) déterminé et enregistré.

62



Etude expérimentale Chapitre | : Matériels et méthodes

L’inhibition de la croissance pour chaque dilution a été déterminée en utilisant la

formule suivante :
Pourcentage inhibition (%) = 1 — (DO test /DO control) X 100

Pourcentage inhibition (%) = (DO test /DO control) X 100

DO: Densité optique
DO test: Densité optique (tss-to) dilution de miel

DO controi: Densité optique (tss-to) (sabouraud liquide)

Les témions negatives ont été prepares par ajout des souches testées aux milieux adiquats sans

inhibiteur.
1.5.2.Technique de diffusion en puits

La gélose sabouraud (20ml) coulée en boites de pétri de 90 mm de diameétre sur une
épaisseur de 4 mm, est ensemencée par écouvillonnage de la surface par la suspension
fongique avec une densité de 108 UFC/ml. Les boites sont ensuite mises a sécher pendant 15
minutes a température ambiante. Nous avons aménagé des cavités (puits) de 5 mm, centre a
centre. Puis a I’aide d’une pipette dans la gélose, les puits doivent 21 mm, centre a centre,
Puis nous avons rempli les puits avec le miel a partir de différentes concentration ensuite les
boites sont incubées a 37°C pendant 48 heures. L’action du miel se manifeste par la formation
d’une auréole d’inhibition autour du puits. L’activité anti biofilms a été déterminée en
mesurant, a I’aide d’une regle transparente, le diamétre de la zone d’inhibition déterminee par

les déferentes concentrations de miel. (El-shaer et ghanem, 1966).

1.6.Adhésion des bactéries a la surface des cathéters urinaires

Pour favoriser la formation des biofilms sur les cathéters urinaires stériles, 4ml de
sabouraud liquide et 0.2 ml de suspension fongique ont été ajoutés dans des tubes a essais

contenant des différentes concentrations du (miel-propolis). Les tubes ont a été incubé
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pendant 48 h a 37°C. L’action de chaque concentration contre les cellules bactériennes

adherées a la surface des catheters a été évaluée apres 48 heures.
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11.1.L activité antifongique
11.1.1. Technique de diffusion en puits

Tableau N°13 : Les diamétres des zones d’inhibition de 02 variétés de miel en mm.

[EEY
[
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E= (o) co o

Zone inhibitory diameters (mm)
%]

o

100% 50% 25%

ESH1 12 12 9
B SH2 10 10,5 9,5

C. albicans testée dans notre étude était sensible a I’action du miel évalué avec un diamétre

d’inhibition allant entre 9 et 12mm.
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Les résultats émanant des tests montrent une diminution du pouvoir inhibiteur du miel en
présence de propolis. Les valeurs des diamétres d’inhibition allant entre 0 et 10.5mm
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11.1.2.Technique de spectrophotomeétre (pourcentage d’inhibition)

40
35
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g 25
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£ 20
=
3 15
K|
10
5
0 i
100% 50% 2@%
——MS1 9,28 0,01 33,57
——MS2 0 0 0

Les résultats relatifs a la croissance des levures étudiées soumises a I’action des différentes
concentrations du miel testées sont illustrés dans la (figure...21) Les concentrations sont
exprimées en % (v/v). Le miel (MS1) a inhibé la croissance de C. albicans par contre le miel
(MS2) qui s’est révélée inefficace sur cette levure.

120
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=
) 60
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40
20
0
100% 50% 25%
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== P-MS52 0 0 56,42
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Les résultats émanant des tests montrent une augmentation du pouvoir inhibiteur du miel
(MS2) en présence de propolis. Le pourcentage d’inhibition valeurs des diamétres d’inhibition
allant entre 0 et 56.42%(figure ... 22).
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En fonction des diameétres des zones d’inhibition d’isolat testée on a classé les miels en
trois catégories : ceux non actifs, ceux a activité moyenne et ceux a forte activité antifongique
(tableau 1).

Selon les résultats obtenus on a constaté que les diamétres des zones d’inhibition
varient en fonction du miel et de la concentration. La plupart des concentrations se sont
montré un effet vis-a-vis C.albicans avec des diameétres > 10 mm dans la plupart des cas.

Les travaux d’Ahmed et al. 2014 ont révélé que le miel Algérien a ont montré une forte
activité contre C.albicans .

D’aprés ces résultats on constate clairement que le diametre des zones d’inhibition
varie en fonction de type de miel et en fonction de la concentration. En effet, le miel (MS2) a
100 % a présenter un diameétre d’inhibition la plus élevé (12 mm), suivis par le miel (MS2)
10 mm.

Alors que les diameétres des zones d’inhibition les plus faibles sont enregistrées pour
les concentrations 25% avec des valeurs comprises entre 9 et 9.5 mm. En accord avec ces
résultats, plusieurs travaux affirment que le miel plus est dilué plus il est moins faible
(phénomene de fermentation).

L activité in vitro de miel a fait I’objet de nombreuses études, Cette activité de la
plupart des miels semble étre le résultat de plusieurs facteurs :

L’osmolarité élevée qui est considérée comme un précieux outil dans le traitement des
plaies cutanées, car elle prévient la croissance des levures et renforce la cicatrisation
(ARCHER et al. 1990).

Le pH bas du miel associé a I'effet osmotique de ses sucres fut longtemps considéré
comme les principaux facteurs antifongique (YATSUNAMI et ECHIGO, 1984).Mais
certaines études ont montré qu’il n’existait aucune corrélation entre le pH du miel et son

activité antifongiqgue (BOGDANOV, 1997).
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Cependant si le miel est dilué, particulierement par les fluides du corps, le pH ne sera
pas ainsi un inhibiteur efficace de beaucoup d'espéces microbiennes de par I’effet tampon

exerceé par ces fluides (MOLAN, 1995).

Dans notre cas la forte teneur en eau de la gélose réduit I’osmolarité et exerce un
effet tampon sur le pH du mélange. Il y a, de fagon prédominante, L’action du peroxyde
d’hydrogéne qui est produit par la glucose-oxydase du miel et aboutit & la dissolution des
sucres sous forme de peroxyde d’hydrogéne et d’acide gluconique a partir de glucose,
d’oxygene et d’eau, donc une fois le miel est dilué. Ainsi, seuls de trés faibles quantités de
peroxyde d’hydrogeéne, insuffisantes pour engendrer une activité antifongique, sont retrouves

dans le miel pur.

L activité antifongique du miel réduite lors de I’exposition a la lumiére et a la chaleur
(WHITE et. et 1964) ou par I’ajout de catalase ou de peroxydase (WHITE et, al 1963).
White et al (1964) ont ainsi montré qu’apres dilution, la production de peroxyde d’hydrogene
par le glucose oxydase dans le miel en une heure pouvait augmenter d’un facteur 2500 a 50
000.Malgre tout, les concentrations en peroxyde d’hydrogéne retrouvées dans le miel apreés
dilution restent faible (1mmol/L) (MOLAN P.C.1992), soit environ 1000 fois moins que les
concentrations retrouvées dans les solutions antiseptiques d’eau oxygénée a 3% (COOPER

R.A, MOLAN P.C.1999).

Par ailleurs, le glucose oxydase étant sensible a la lumiere et la chaleur (DIMINS et
al, 2006), lorsqu’un miel est utilisé pour son activité peroxyde, il est indispensable de
s’assurer qu’il ait été conservé a I’abri de la lumiere et qu’il n’ait subi aucun traitement
thermique. Cette activité antifongique du miel n’est pas le seul fait de I’eau oxygénée car il
contient également d’autres substances inhibitrices (substances phytochimiques, la nature des

fleurs sur laquelle sont allées butiner les abeilles), car en fonction des espéces florales,
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les miels auront des substances inhibitrices différentes, ce qui explique les particularités

thérapeutiques de certains miels (ALCARAZ A, KELLY J. 2002).

I est difficile de comparer les résultats obtenues dans cette étude cars ils proviennent
de nombreux auteurs utilisant les miels d’origines florale et géographique variées, dont le
mode de conservation est souvent inconnue et mettant en noeuvre les tests microbiologiques
qui ne sont pas tous basés sur la méme méthode .Mais, au vu de I’ensemble des résultats
obtenue, en peut tout de méme conclure que la plus part des miels possedent une activité

inhibitrice remarquable in vitro.
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CONCLUSTON

Plusieurs travaux ont mis en évidencedes procédures de désinfection permettant
d’éliminer les biofilms a cathéters, car ces biofilms représentent des réservoirs potentiels
d’agents infectieux.

Cette recherche a démontré (miel-propolis) reduit la croissance de C.albicans.
L’application de (miel-propolis) en tant que revétement d’un dispositif médical
(cathéterurinaire) pourrait avoir un effet sur la dégradation de biofilm. Pour ce faire, il faudra

également développer des essais standardisés permettant d’évaluer ces synergies potentielles.
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Annexes

Annexes Noiz.: Milieu 7 isolement.

* Milieu Sabouraud Simple

Néopeptone 10g
Glucose 20g
Agar 20g
Eau distillée 1000ml
Ph 5-5,6

* Milieu Sabouraud liquide

Peptone de caséine (bovin) 5¢
Peptone de viande (bovin ou porcin) 5¢
Glucose 209

Eau purifiée 11

pH 5,7

* Milieu de gélose nutritive

Peptone 69
Extrait de levure 29
Extrait de viande 19

Nacl 5¢

Agar 20g

pH 7,2
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Annexes N° oz s Diamétres d’inhibitions (mm)

Tableau : Les diamétres des zones d’inhibition de 02 variétés de miel en mm.

TableauN® Détermination de la zone d’inhibition en fonction des différentes
concentrations des miels Candida albicans
Moyenne des diametres des zones d’inhibitions en (mm)

Méthode Puits
Concentrations Pur 50% 25%

Ms 10 10.5 9.5

Ms +P 10.5 9.5 6

ML 12 12 9

ML +P 10 6 8

Ms : Miel de sidr.

ML : Miel de loubino.
Ms+P : Miel de sidr+Propolis.
ML+P : Miel de loubino+Propolis

Annexes N o 3 .observation macroscopique des zones d’inhibitions

C. albicans pure C. albicans 25% C. albicans50%

Figure N°21 : observation macroscopique des zones d’inhibitions chez candida albicans
apres 48 heures d’incubation.



Annexes

Annexes N° o « . Technique de spectrophotométre (pourcentage d’hinibition)

Tableau N°13 : Déterminer le pourcentage d’inhibitions de miel de différentes de deux

variétés de miel en (nm)

Miels to tas
Miel pur
(sidr) 0.373 0.340
Ms+p 1.69 0.274
Ms 50% 0.650 0.169
Ms 25% 0.104 0.198
Ms50%+p 0.937 0.686
Ms25%+p 0.293 0.716
Miel pur 0.265 0.291
(Loubino)
ML+p 1.150 0.362
ML50% 0.416 0.944
ML25% 0.117 0.636
ML50%+p 0.521 0.236
ML25%-+p 0.343 0.185
Ms+ch 0.301 0.397
ML+ch 0.359 0.377
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