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INTRODUCTION

Environ 70% des cultures mondiales utilisées directement pour la consommation
humaine dépendent des insectes pollinisateurs (Gallai et al., 2008). Parmi ces derniers, les
abeilles domestiques, Apis mellifera (Hymenoptera; Apidae) constituent un maillon essentiel
de la chaine qui contribue a maintenir les écosystemes (Straub, 2007). Elles jouent un role
primordial dans les diverses phases de la vie de nombreuses especes végétales et animales. Si
les abeilles disparaissaient, diverses plantes ne pourraient plus se reproduire et disparaitraient.
Leur absence engendrerait la perte de nombreuses espéces animales dont I’homme se nourrit.
En effet, les abeilles, présentent de multiples intéréts dont la pollinisation de nombreux
végétaux (Gallai et al., 2009; Rader et al., 2009; Moritz et al., 2010), le maintien de la
diversité génétique (Anderson et al. 2011; Krupke et al., 2012), ainsi que la production du
miel, de la propolis, de la gelée royale, du pollen et de la cire. Ces produits de la ruche sont
connus non seulement pour leur importance économique grace a leur commercialisation mais

aussi pour leurs effets bénéfiques sur la santé (Bogdanov, 2006).

Parmi les produits de la ruche, le miel résulte de la transformation du nectar des
plantes ou du miellat des insectes prélevé par les butineuses et sa transformation dans leurs
jabots sous 1’action de ferments et d’enzymes présents dans leur tube digestif. Le saccharose
du nectar va ainsi se transformer en différents sucres dont le glucose et le fructose. De retour
a la ruche, les butineuses vont transférer par trophallaxie leurs récoltes aux abeilles qui, par
régurgitations successives d’une abeille a une autre, vont terminer la transformation amorcée,
avant d’aller dégorger dans les alvéoles de cire. Lors de ce processus, la teneur en eau
s’amenuise et parallelement le liquide s’enrichit en sucs gastriques et en enzymes salivaires.
La chaleur de la ruche et la ventilation par les abeilles vont aboutir a une concentration de la
solution sucrée obtenue d’environ 80% de sucre pour un peu moins de 18% d’eau (Clément,
2002). Une fois la teneur en eau inférieure a vingt pour cent, 1’alvéole est operculée. Le miel
est alors constitué¢ en majorité de sucres principalement d’hexoses (Jacobsen, 2009; Recrosio,
2010). La propolis, un autre produit de la ruche, est une substance résineuse et gommeuse de
consistance visqueuse, recueillie par les abeilles sur certaines parties (bourgeons et écorces
essentiellement) des végétaux (Challem, 1995; Ghisalberti, 1979; Kujumgiev et al., 1999;
Park et al., 1999). La résine récoltée, mélangée a la cire et aux enzymes de la salive est

1
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transformée en propolis par les ouvrieres (Lognon, 2009; Lotti et al., 2010). La propolis est

utilisée pour réparer les fissures et combler les interstices de la ruche (Challem, 1995;
Ghisalberti, 1979; Valcic et al., 1999; Spurgin, 2008). Son effet bactéricide et fongicide est
utilisé pour désinfecter les alvéoles avant le dépdt des ceufs, du miel ou du pollen et protéger
la ruche des infections et des parasites (Burdock, 1998; Sforcin & Bankova, 2011).
Généralement la propolis se compose de cire (30%), de résine (50%), des huiles essentielles et
aromatiques (5%) et de pollen (5%) ainsi que divers composés organiques, essentiellement
phénoliques (Kalogeropoulos et al., 2009; Lotti et al., 2010; Tylkowski et al., 2010).

Le miel peut exercer plusieurs effets positifs sur la santé tels que des effets
gastroprotecteurs  (Belostotskii et al.,,  2009), hépatoprotecteurs  (Al-Waili,
2004), hypoglycémiques (Ansorge et al., 2003), énergétiques et nutritionnels (Domerego et
al., 2009), antioxydants (Wahdan, 1998; Al-Mammary et al., 2002; Blasa et al., 2006;
Cooper, 2007; Van Den Berg et al., 2008; Hegazi et al., 2009; Rodriguez-Malaver et al.,
2009; Tomczak, 2010), antifongiques (Wahdan, 1998; Al-Waili, 2005; Ko¢ et al., 2011) et
anti-inflammatoires (Schreck et al.,1991; Van Den Berg et al., 2008; Molan, 2009; Tomczak,
2010). Le miel a également des actions immunostimulatrices et anticancéreuses (Orsoli¢ et
al., 2003; Attia et al., 2008), cicatrisantes (Iftikhar et al., 2010; Tomczak, 2010; Al-Waili et
al., 2011) et antibactériennes (Recrosio, 2010). La propolis présente également plusieurs
propriétés biologiques, antifongiques (Kujumgiev et al.,1999; Ozcan et al., 2004; Quintero-
Mora et al., 2008; Kog et al., 2011), anti-inflammatoires (Dobrowolski et al., 1991; Hu et al.,
2005; Sosa, 2007; Donadieu, 2008), cicatrisantes (Perri de Carvalho et al.,1991; Gabrys,
1986; Domerego et al., 2009; Pessolato et al., 2011) et immunomodulatrices (Dimov et
al.,1992; Simdes et al., 2004; Orsatti & Sforcin, 2011), antioxydantes (Shimizu et al.,2004;
Nakajima et al., 2009; Yang et al., 2011), anticancéreuses (Song et al., 2002; Ahn et al.,
2009; Chikaraishi et al., 2010; Cavalcante et al., 2011; Chen et al., 2011; Umthong et al.,
2011), antivirales (Shimizu et al., 2011), antiparasitaires (Abdel-Fattah & Nada 2007;
Monzote et al., 2011) et antibactériennes (Grange & Davey, 1990; Wu-yuan et al., 1990;
Bankova et al., 1996; Santos et al., 2002; Koru et al., 2007; Boukrad & Sulaiman, 20009;
Domerego et al., 2009; Trusheva et al., 2010; Kim et al., 2011; Orsi et al.,2011;

Ramanauskiene & Inkéniene, 2011).
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Le miel et la propolis, en raison de leur propriété antibactérienne, constituent des

alternatives intéressantes dans la technologie alimentaire (Erkmen, 2008; El-Bassiony et al.,
2012). Beaucoup de micro-organismes pathogenes (Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,
Escherichia coli, et Pseudomonas aeruginosa) ont été rapportés comme agents responsables
des intoxications alimentaires (Erkmen, 2008; EL-Bassiony et al, 2012). Avec le
développement de la résistance bactérienne aux antibiotiques (Levy, 2002; Levy & Marshall.,
2004), la recherche de nouvelles molécules plus efficaces s’impose et on s’oriente vers de

nouvelles sources comme les produits naturels (Erkmen, 2008).

Plusieurs études ont été menées pour déterminer la composition chimique de la
propolis et du miel. Divers composés phénoliques ont été identifiés. Ces derniers sont
reconnus comme étant parmi les principaux responsables de I’activité antioxydante et
antibactérienne du miel (Yao et al., 2003; Uthurry et al., 2011) et de la propolis (Pepeljnjak
et al., 1985; Walker & Crane, 1987). Les composes phénoliques constituent une famille de
molécules organiques largement présentes dans le regne végétal. On les retrouve dans les
plantes, depuis les racines jusqu’aux fruits. Ce sont des métabolites secondaires produits par
les plantes et participent a la défense des plantes contre les invasions microbiennes et les
agressions environnementales (Jussi-Pekka, 2001). La présence et les concentrations des
composés phénoliques dans le miel peuvent varier selon la source florale, les conditions
géographiques et climatiques (Gheldof & Engeseth, 2002; Socha et al., 2009; Tsiapara et al.,
2009). De méme, la spécificité de la végétation locale est responsable de la composition
chimique de la propolis collectée par les abeilles au niveau de leurs différents écosystemes
(Bankova, 2005).

L’augmentation de la pression environnementale et anthropique a laquelle sont
exposées les populations d’abeilles domestiques est soupconnée d’étre a la base de leur déclin
a I’échelle mondiale (Beismeijer et al., 2006; Oldroyd, 2007; ; Paxton, 2007 ; Stokstad, 2007;
Grixti et al., 2009; vanEngelsdorp et al., 2009; Ratnieks & Carreck, 2010; Whitehorn et al.,
2012). Divers facteurs tels que les prédateurs, les pathogénes, les parasites, les résidus des
pesticides, la perte de la diversité génétique (Henry et al., 2012; James & Xu, 2012) agissant
seuls ou en synergie contribuent a 1’affaiblissement et aux mortalités des colonies d’abeilles

(vanEngelsdorp et al., 2009; vanEngelsdrop & Meixner, 2010).
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Parmi les parasites de 1’abeille, Varroa destructor (Acari: Varroidae) (Anderson &

Trueman, 2000) est considéré comme une des plus sérieuses menaces pour Apis mellifera (de
la Ria et al., 2009; vanEngelsdorp & Meixner, 2010; Brodschneider et al., 2010; Chauzat et
al., 2010; Dahle, 2010; Genersch et al., 2010; Guzman-Novoa et al., 2010; Potts et al., 2010;
Rosenkranz et al., 2010; Schafer et al., 2010; Topolska et al., 2010; Vanengelsdorp et al.,
2010; Noireterre, 2011; Martin et al., 2012). V. destructor est un acarien ectoparasite de
I’abeille qui se nourrit de son hémolymphe (Dahle, 2010; Martin et al., 2010; 2012; Nazzi et
al., 2012). 1l peut avoir trois types d’action sur Apis mellifera: mécanique (Kanbar & Engels,
2003), vecteur de nombreux agents infecticux de 1’abeille (Weinberg & Madel, 1985;
Tentcheva et al., 2004; Shen et al., 2005; Prisco et al., 2011; Wendling, 2012; Dainat et al.,
2012) et spoliateur (Duay et al., 2003). Les conséquences de la varroase sur les abeilles sont
principalement une réduction du corps corporel, de la concentration des protéines et des
glucides hémolymphatiques a 1’émergence (Smirnov 1978; De Jong et al., 1982, Weinberg &
Madel, 1985; Achou & Soltani, 1997; Bowen-Waker & Gunn, 2001) et de la longévité (De
Jong & De Jong, 1983; Schneider & Drescher 1987; Kovak & Craisheim, 1988, Amdan et al.,
2004). On assiste aussi a une activité de butinage précoce des ouvriéres (Schneider &
Drescher 1987) et a des difficultés a survivre pendant 1’hiver (Kovac & Crailsheim, 1988).
D’autres caractéristiques physiologiques consistent en une dégénérescence des corps adipeux
et un sous-développement des glandes hypopharyngiennes (De jong et al., 1982; De Jong &
De Jong, 1983; Schneider & Drescher, 1987). On assiste également a une altération de
I’ontogenése et de I’expression des glycoprotéines des spermatozoides avec une réduction du
diamétre de la glande a mucus et de la vésicule séminale ainsi que du nombre de
spermatozoides (Rinderer et al.,1999). Une diminution de la taille du flagelle antennaire et du
nombre de sensilles antennaires (Abd EL-Wahab et al., 2006) ainsi qu’une diminution de la
survie a I’émergence (Rinderer et al.,1999); du nombre de bourdons atteignant 1’age de la
maturité sexuelle (Collins & Pettis, 2001) et des fréquences de vol (Schneider, 1987) ont été
enregistrées. Tous ces effets affectent négativement le processus compétitif de 1’accouplement

(Bubalo et al., 2005).
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Diverses méthodes de controle de cet acarien ont été étudiées. On retrouve des

méthodes biotechniques (Boot et al., 1995), biologiques (Nazzi et al., 2004), génétiques
(Martin et al., 2001) et chimiques par I’utilisation des acaricides. Ces derniéres sont celles qui
sont les plus utilisées sur le terrain (Maggi et al., 2009; Calderone, 2010). Les traitements
chimiques correspondent a 1’utilisation de plusieurs familles de pesticides a I’intérieur de la
ruche: des pyréthrinoides (fluvalinate et fluméthrine), des organophosphorés (coumaphos) et
des formamidines (amitraze) (Bogdanov, 2006; Haubruge et al., 2006). Divers travaux ont
montré que les acaricides utilisés dans la lutte contre le varroa entrainaient des modifications
dans la signalisation cellulaire. Les pyréthrinoides (fluméthrine, fluvalinate) perturbent
I’ouverture des canaux sodium voltage-dépendant (Soderlund & Bloomquist, 1989; Narahashi
.,1992) et les formamidines (amitraze) agissent comme agonistes des récepteurs d’octopamine
dans les synapses excitatrices du systeme nerveux des arthropodes (Wang et al., 2012). Il a
été démontré que la sensibilité envers les pyréthrinoides variait selon les races d’abeilles
(Danka & Rinderer., 1986; Elzen et al., 2000; Claudianos et al., 2006). Parmi les
pyréthrinoides utilisés dans la lutte anti varroa, le fluvalinate apparait comme la molécule la
plus fréguemment retrouvée dans de nombreuses études (Bernal et al., 2010; Mullin et al.,
2010; Orantes-Bermejo et al., 2010). Le fluvalinate est une molécule insecticide et acaricide
non sélective qui agit principalement sur la transmission nerveuse et le modulateur des canaux
sodium (Sherby et al., 1986; Colin et al., 1997; Ray & Fry, 2006; Davies et al., 2007;
Rosenkranz et al., 2010). Cette molécule est non volatile et liposoluble. Elle est bien tolérée
par les colonies d’abeilles aux doses utilisées pour le controle de V. destructor (Colin et al.,
1997). Comparativement aux autres pyréthrinoides qui sont trés toxiques pour les abeilles, le
fluvalinate, a forte concentration, semble étre toléré par les abeilles du en partie, a la
détoxification rapide par la famille des cytochromes P450 mono-oxygénases (Johnson et al.,
2006; Johnson et al., 2009; Mao et al., 2011). Cependant, la fréquence d’utilisation du
fluvalinate a diminué ces derniéres années suite a I’apparition de phénomeénes de résistance du
varroa (Lodesani et al., 1995; Colin et al., 1997; Baxter et al., 1998; Trouiller, 1998; Wang et
al., 2002; Gracia-Salinas et al., 2006) et de résidus dans le miel (Lodesani et al., 1992;
Wallner, 1999; Lodesani et al., 2008; Nguyen et al., 2009) et dans la cire (Wallner, 1999;
Bogdanov, 2006; Berry, 2009; Mullin et al., 2010). De plus, le fluvalinate présente des effets
secondaires néfastes sur la santé de 1’abeille (Stoner et al., 1985; Sokol, 1996; Currie, 1999;

Rinderer et al., 1999; Nielsen et al., 2000; Fell & Tignor, 2001; Haarmann et al., 2002;
5
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Lodesani & Costa, 2005; Martel et al., 2007; Frazier et al., 2008; Johnson et al., 2009; Locke

et al., 2012), d’ou I’importance de s’orienter vers des molécules naturelles de moindre toxicité
et non polluantes tels que les acides organiques (acide oxalique, acide formique) et les huiles
essentielles (thymol, menthol, eucalyptol) (Quarles, 1996; Imdorf et al.,1999; Lindberg et al.,
2000; Gregorc & Planincy, 2002; Ariana et al., 2002; Eguaras et al.,2003; Stanghellini &
Raybold, 2004; Floris et al., 2004; Satta et al., 2005). Parmi ces molécules, I’acide oxalique,
constitue une alternative intéressante en remplacement des acaricides chimiques du fait de son
action acaricide efficace a 1’encontre de V. destructor (Prandin et al., 2001; Gregorc &
Planinc, 2001; 2002; Marcangeli et al., 2003; Nanetti et al., 2003; Rademacher & Harz, 2006;
Marinelli et al., 2006; Bacandritsos et al., 2007). 1l est aussi naturellement présent dans le
miel (Bogdanov, 2006; Rademacher & Harz, 2006) et son utilisation (Prandin et al., 2001,
Gregorc & Planinc, 2001; 2002; Marcangeli et al., 2003, Nanetti et al., 2003; Marinelli et al.,
2006; Rademacher & Harz, 2006; Bacandritsos et al., 2007), ne pose pas de problemes de
résistance et de contamination des produits de la ruche (Bogdanov et al., 2002). Le mode
d’action de I’acide oxalique contre V. destructor est encore inconnu, mais un contact entre cet
acarien et ’acide oxalique est nécessaire pour obtenir une efficacité de ce traitement (Aliano
& Ellis, 2008). L’acide oxalique est efficace a I’encontre de V. destructor quand il est
administré en solution sucrée, permettant une bonne adhésion des produits actifs aux abeilles
(Aliano & Ellis, 2008). Par contre, diluée dans I’eau seulement, il ne présente aucun effet sur
I’ectoparasite (Charriere & Imdorf, 2002). La majorité des tests ont montré la grande
efficacité de 1’acide oxalique et sa bonne tolérance par I’abeille (Imdorf et al., 1997).
Néanmoins, 1’acide oxalique n’est pas sans danger pour les abeilles et des recherches ont
montre sa toxicité envers A. mellifera (Higes et al., 1999; Nozal et al., 2003; Gregorc et al.,
2004; Hatjina & Haristos, 2004; Gregorc & Smodis Skerl, 2007; Martin-Hernandez, 2007,
Aliano &Ellis, 2008; Wagnitz & Ellis, 2010; Scheinder et al., 2011; Carrasco-Letelier et al.,
2012; Locke et al., 2012; Wermelinger et al., 2013).

L’abeille mellifére posseéde les caractéristiques propres d’une espece sentinelle (Lagadic
et al., 1998; Elliott et al., 2011) et constitue un modeéle biologique d’intérét majeur. De
nombreuses études ont montré que les abeilles et les matrices associées (miel, pollen ...)
pouvaient étre utilisées comme sentinelles de la contamination de I’environnement par les

xénobiotiques (Celli & Maccagnani, 2003; Porrini et al., 2003; Ghini et al., 2004; Devillers &
6
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al., 2005; Sabatini, 2005; Ponikvar et al., 2005; Bogdanov, 2006). L’abeille représente un

véritable témoin de la qualit¢ de I’environnement par le biais de ses caractéristiques
biologiques et son activité intense de butinage qui la mettent en contact avec les produits
phytopharmaceutiques et autres polluants environnementaux (Wallwork-Barber et al.,1982;
Saifutdinova & Shangaraeva,1997; Kevan, 1999; Devillers & Pham-Delégue, 2002; Celli &
Maccagnani, 2003; Porrini et al., 2003; Ghini et al., 2004; Leita et al., 2004; Sabatini, 2005;
Balayiannis & Balayiannis, 2008; Chauzat et al., 2011; Perugini et al., 2011). En effet, pour
détecter la présence de pesticides et leur impact sur I’environnement, une des méthodes
utilisées est 1’approche biologique basée sur 1’étude d’especes bioindicatrices et de leurs
marqueurs biologiques. Les abeilles constituent un modele pertinent pour le développement
des biomarqueurs afin d’évaluer la contamination de 1’environnement (Wallwork-baker et al.,

1982; Leita et al., 2004).

Différents biomarqueurs, notamment ceux du systétme de détoxification, ont eté
étudiés (Hyne & Maher, 2003; Badiou-Bénéteau et al., 2012). Ces biomarqueurs sont
fortement stimulés apres une exposition aux molécules toxiques. Le suivi de leur activité dans
le temps constitue le systeme de veille environnementale et la modification de leur activité
crée I’alerte. Parmi ces biomarqueurs enzymatiques, les Glutathion S-Transférases (GSTS)
jouent un réle important dans le mécanisme de détoxification (Motoyama & Dauterman,
1980; Clark et al., 1985; Fournier et al., 1992; Kostaropoulos et al., 2001; Papadopoulos et
al., 2004). Les GSTs représentent une famille de mutagénes de protéines multifonctionnelles,
appartenant au systeme de détoxification de la phase I, enzymes cytosoliques qui catalysent
la conjugaison du glutathion réduit (GSH) a une variété de composés électrophiles endogénes
ou exogenes (Maxwell, 1992; Stone et al., 2002; Barata et al., 2005). Chez les abeilles, la
GST est principalement localisée au niveau de I’intestin moyen. La GST pourrait aussi jouer
un rdle important dans la protection des tissus contre le stress oxydatif (Hyne & Maher, 2003;
Babczynska et al., 2006). L’histopathologie, comme outil d'analyse, peut également apporter
des renseignements sur I’impact de 1'environnement. Elle fournit des biomarqueurs qui sont
sensibles puisque les tissus et les organes sont altérés méme a faibles concentrations des
contaminants (Abdallah, 2004; Szymas et al., 2012).
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Plusieurs travaux ont porté sur I’impact des acaricides sur les colonies d’abeilles, sur

la composition physico-chimique du miel et de la propolis ainsi que sur les propriétés
biologiques des produits de la ruche. Cependant, a ce jour, il n’existe pas de données
scientifiques sur la relation entre la santé des colonies d'abeilles et la composition ainsi que
les propriétés biologiques de leurs propolis ou de leurs miels respectives a 1’exception d’une
récente étude de Popova et al., (2014) dans laquelle la composition chimique de la propolis a
été prise comme critére pour comparer les colonies d’abeilles tolérantes et non tolérantes a
I’acarien V. destructor. Aussi, de nombreux travaux ont porté sur les propriétés
antibactériennes du miel et de la propolis. Cependant, en Algeérie, des recherches limitées sur
I'activité antimicrobienne du miel (Ouchemoukh et al, 2010; Ahmed et al, 2011; 2012) et de
la propolis (Lahouel et al., 2010; Rebiai et al., 2011; Segueni et al., 2011; Benhanifia et al.,
2013; Boufadi et al., 2014) ont été réalisées.

De ce fait, cette these a été entreprise sur les abeilles domestiques locales, Apis mellifera
intermissa afin d’évaluer:
A/ I’impact des acaricides utilisés dans la lutte contre Varroa destructor sur la santé
des colonies d’abeilles:

(1) Par I’étude de la composition et Dactivité
antimicrobienne des miels et de la propolis des colonies d’abeilles traitées par le
fluvalinate et 1’acide oxalique en comparaison avec des colonies n’ayant recu
aucun traitement acaricide.

(2)  Par I’étude de I’activité spécifique de la Glutathion S-
Transférase et [I’histopathologie de I’intestin moyen des abeilles suite a
I’application topique de I’acide oxalique sur les ouvri¢res émergentes.

B/ L’activité antimicrobienne du miel et de la propolis & I’encontre des bactéries

pathogenes transmises par les aliments.
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I. MATERIEL ET METHODES

1. Présentation de ’abeille, organisation sociale et technique
d’élevage
1.1. Présentation de I’abeille

L’abeille algérienne appartenant a la lignée Africaine A est représentée par Apis
mellifera intermissa (Buttel-Reepen, 1906) et Apis mellifera sahariensis (Baldensperger,
1924). La race intermissa est la plus répandue et son aire de répartition s’étend sur toute
I’ Afrique du Nord, du Maroc a la Tunisie (Cornuet et al., 1988; Grissa et al.,1990; Hepburn &
Radloff, 1996, Barour et al., 2011; Loucif-Ayad et al., 2014). Sa position systématique est la

suivante:

Embranchement: Arthropodes
Sous embranchement : Mandibulates
Classe : Insectes
Sous-classe : Ptérygotes
Ordre : Hyménopteres
Sous-ordre : Apocrites
Section : Aculéates
Famille : Apidés

Genre : Apis

Espéce : Apis mellifera
Sous-espéce : Apis mellifera intermissa (Buttel-Reepen, 1906)

L’abeille domestique A.mellifera est un invertébré de la famille des Apidés, qui
possede six pattes et deux paires d’ailes. Elle n’a pas de squelette interne mais dispose d’une
enveloppe externe faite de chitine (exosquelette). Son corps comprend trois parties bien
distinctes: la téte, le thorax et I’abdomen. Elle posséde deux paires d’ailes membraneuses
couplées par des crochets, des pieces buccales de type broyeur- lécheur, un cerveau bien

développé et une parthénogenése (Fig.1).
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Figure 1. Morphologie de I’abeille (Hennebelle, 2010).

1.2. Organisation sociale
La colonie d’abeille est constituée d’une reine, des ouvriéres et des faux bourdons
(Fig.1). Fort différents sur le plan morphologique comme dans leur espérance de vie, les
membres de chaque caste assurent une tache particuliére. Au sein de la ruche, aucun individu
ne peut vivre seul (Clément, 2009). En fonction de la taille et du stade de développement de la
colonie, I’effectif de la population peut varier de 20 000 a 80 000 individus, dont une reine,
1000 a 4000 males, le reste étant constitué par les ouvrieres (Martin, 2001; Le Conte, 2002).
Les reines et les ouvrieres diploides résultent d’ceufs fertilisés. La qualité et la quantité de la
nourriture donnée aux larves femelles déterminent si une ouvriére ou une reine sera produite
(Laidlaw & Page, 1997; Caron, 1999; Le Conte, 2004; Biri, 2010; Wendling, 2012). Les faux
bourdons haploides dérivent d’ceufs infertilisés, par parthénogenese arrhénotoque, pondus par

les reines ou les ouvrieres (Caron, 1999).
La durée de développement des reines, des faux-bourdons et des ouvrieres est de 16,
24 et 21 jours respectivement (Laidlaw & page, 1997; Caron, 1999; Marchenay & Bérard,
2007). Alors que les reines vivent pendant plusieurs années, les ouvrieres ont une espérance
de vie de 15 a 70 jours pour les abeilles d’été et, 170 a 243 jours pour celles d’hiver (Fluri,

1994). Les males dépassent rarement une durée de vie de 60 jours (Page & Peng, 2001).

1.3. Technique d’élevage
Les abeilles appartenant a la sous-espéce intermissa sont élevées au niveau d’un rucher
situé dans la commune de Dréan, wilaya d’El-Tarf, dans le Nord-Est Algérien (36°42°N,

7°50’E) dans des ruches modernes de types Langstroth (Fig.2). Ces ruches ne font pas 1’objet
10
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de transhumance et les abeilles ne présentent pas de symptdmes pathologiques et ne sont pas

traitées avec des pesticides.
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Figure 2. Position géographique du site d’échantillonnage du miel et de la propolis.

Avant les expérimentations, toutes les colonies d’abeilles ont été contrélées afin
d’estimer la densité des populations, la présence du couvain et la présence de nourriture dans
chaque ruche afin de sélectionner un lot de 20 ruches homogénes. Trois groupes de ce lot
comportant chacun cing ruches chacun ont été traités avec des acaricides.

Le premier groupe a été traité avec le fluvalinate. Les deux autres groupes ont été
traités avec I’acide oxalique a 3,5% (Charriére et al., 2004; Schneider et al., 2011) et & 6%
(Charriére, 2001). Le groupe témoin constitué de cinq autres ruches n’a subi aucun
traitement. Toutes les expérimentations ont été effectuées durant la période de novembre-

décembre en 2011.

2. Présentation des acaricides et traitements

Les traitements acaricides utilisés (fluvalinate et acide oxalique) sont des produits
vétérinaires homologues, utilisés dans la lutte contre 1’acarien ectoparasite de 1’abeille V.

destructor.

11
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2.1. Présentation du fluvalinate

Le fluvalinate, de formule chimique CysH2.CIF3N,O3 (fig.3) et dont le nom
commercial est Apistan (Laboratoire Vita Europe), fait partie de la famille des pyréthrinoides.
L’acaricide se présente sous forme de laniéres a raison de 0,809 de fluvalinate par laniére.
Deux laniéres sont placées dans la ruche, entre les cadres et laissées en place six semaines
(Fernandez & Coineau, 2002; Gregorc & Smodis skerl, 2007; Lodesani et al., 2008).

M- g an =

A CH,

Figure 3. Structure chimique du fluvalinate (www. chemspider.com)

2.2. Présentation de I’acide oxalique
L’acide oxalique est un acide organique de formule chimique H,C,04 (fig.4). Il a été
appliqué par dégouttement qui consiste a faire couler goutte a goutte, a 1’aide d’une seringue,
50 ml d’une solution d’acide oxalique (3,5g ou 6g d’acide oxalique + 100 ml eau + 50g sucre)
sur les rayons et sur les abeilles du nid a couvain: 5 ml au niveau des neufs espaces situés
entre les dix cadres et 2,5 ml au niveau des deux espaces formés entre le 1% cadre et
Iextrémité de la ruche et le 10°™ cadre et I’autre extrémité de la ruche (Gregore & Poklukar,

2003; Gregorc & Smodis Skel, 2006).

Q.
OH
HO
o

Figure 4. Structure chimique de 1’acide oxalique (www. chemspider.com)

12
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3. Prélevement des échantillons de miel et de la propolis, conservation

et extraction

3.1. Prelevement et conservation du miel

Le miel operculé a été prélevé, directement sur les cadres des ruches sélectionnées
avant et apres traitement avec les acaricides a I’aide de seringues stériles. Le miel récolté est
conservé dans des flacons stériles opaques a la lumiere afin de préserver I'ensemble de ses
propriétés antibactériennes. Les flacons sont rangés a l'abri de l'air et de I'hnumidité afin
d'éviter les fermentations. Les échantillons du miel ont été par la suite exposés a des
irradiations gamma a 25 Kilo Gray (kGy) afin de stériliser le miel. Cette stérilisation est sans
conséquences sur 1’activité antibactérienne du miel (Molan & Allen 1996; Tomczak, 2010;

Werner & Laccourreye, 2011).

3.2. Prélevement, conservation et extraction de la propolis

La propolis est récoltée avant et apres traitement avec les acaricides grace a une feuille
en plastique déposée en haut des cadres au niveau de la ruche (Jean-Prost, 2005; Marchenay
& Bérard, 2007; Donadieu, 2008) puis conservée dans des récipients opaques a la lumiére.
Trente grammes de propolis brute sont coupés en petits morceaux, broyés puis dilués dans
100 ml d’éthanol a 70% (Farnesi et al., 2009). Ce solvant (éthanol a 70%) permet I’extraction
d’un maximum de composants biologiquement actifs (Cunha et al. 2004; Medana et al., 2008)
et I’obtention d’extraits de propolis sans cire et riches en polyphénols (Gomez-Caravaca et
al., 2006).

La solution est laissee a macération pendant sept jours, a température ambiante et a
I’abri de la lumiére. Cette solution est par la suite filtrée (Orsi et al, 2005; Gonsales et al.,
2006 ; Muli et al., 2008) et le culot est redilué dans le méme solvant renouvelé. Les filtrats
sont regroupés et placés au congélateur pendant 24h puis filtrés afin d’enlever toute trace de
cire. L’opération est répétée trois fois. Le filtrat final représente 1’extrait éthanolique de la
propolis (Miorin et al., 2003 ). La solution subit une évaporation réalisée au bain marie a 50
°C (Kartal, 2003). Les résidus obtenus de chaque échantillon sont pesés et une solution mére a
0,1mg/ml (Kartal et al., 2003; Gonsales et al., 2005; Choi et al., 2006) de 1’extrait sec de la

propolis est préparée.

13
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4. Présentation des souches microbiennes

4.1. Souches microbiennes testées
Sept souches microbiennes (six souches bactériennes et une souche fongique) ont été
mises a notre disposition gracieusement par 1’institut Pasteur d’Alger. Ce sont des souches a
majorité pathogénes pour I’homme, souvent multi-résistantes aux antibiotiques, responsables
de plusieurs types d’infections.
4.2. Choix des souches microbiennes

Bacillus subtilis (IPA): sont des bacilles a Gram positif, ne sont pas considérés comme
pathogénes pour I'Homme mais peuvent contaminer les aliments et provoquer des intoxications
(Moszer et al., 2002).

Bacillus cereus (IPA): sont des bacilles Gram positif; impliqués dans les maladies
microbiennes liées aux aliments (Mahler et al., 1997; Lund et al., 2000; Naranjo et al., 2011).

Staphylococcus aureus (ATCC 25923R): sont des cocci  Gram positif trés fréquents
chez 'Homme a 1’état commensal ou pathogéne. Ce sont des agents de suppurations, de
septicémies, de toxi-infections, de chocs toxiques et d'infections nosocomiales (Dworkim &
Falkow, 2006; Bannoehr et al., 2007; Hanselman et al., 2008).

Escherichia coli (ATCC 25922R): sont des bacilles Gram négatif, hotes de 1’intestin de
I’homme et des animaux et trés abondants dans les matieres fécales. Ils sont responsables
d’intoxications, d'infections spontanées des voies urinaires, de gastro-entérites et d'infections
nosocomiales (Flandrois., 1997; Weese, 2008; Gyles & Fairbrother, 2010; Schultsz &
Geerlings, 2012).

Klebsiella pneumoniae (IPA): sont des bacilles Gram négatif, présents dans la flore
fécale de I'nomme et sont souvent commensales de la peau, des muqueuses et des voies
respiratoires (Flandrois., 1997).

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27893R): sont des bacilles Gram négatif,
responsables d'infections nosocomiales de plus en plus graves et fréquentes (Van Delckin &
Iglewski, 1998; Strateva & Yordanov, 2009; Westman et al., 2010).

Candida albicans (IPA 549): sont des levures qui provoquent des infections fongiques
(candidoses) essentiellement au niveau des muqueuses digestives et gynécologiques (Delorme
& Robert, 1997; Irish et al., 2006).

14
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5. Mesure des parameétres physico-chimiques du miel

5.1. Mesure de I’hygrométrie du miel

La mesure de I’hygrométrie a été réalisée a 1’aide d’un réfractométre. Toutes les

mesures ont été effectuées a 20°C (AOAC, 1990; Zerrouk et al., 2011).

5.2. Mesure du pH

Dix grammes de chaque échantillon de miel ont été¢ dilués dans 75 ml d’eau
déminéralisée puis placés sur un agitateur. Par la suite, le pH de la solution obtenue a été

mesuré avec un pH-metre (Cortopassi-Laurine & Gelli, 1991; Bogdanov et al., 2002).

5.3. Mesure de la conductivité électrique

La conductivité électrique a été déterminée par l'analyse conductimétrique d'une
solution contenant 10 g de miel dans 75 ml d'eau distillée (Sancho et al., 1992).

5.4. Mesure de la teneur en cendres

La teneur en cendre a été déterminée en tenant en compte la mesure de la conductivité
électrique selon I'équation suivante: X1= (X2 — 0,143) /1,743 a 20°C, ou X1 représente la
valeur de la teneur en cendre et X2 la conductivité électrique exprimée en mS/cm (Piazza et
al., 1991; Bogdanov et al., 1999; Zerrouk et al., 2011).

6. Dosage des composés phénoliques du miel et de la propolis

6.1. Principe du dosage

Le Dosage des polyphénols totaux a été réalise selon la méthode colorimetrique de
Folin-Ciocalteu (Singleton et al., 1999). Le réactif de Folin-Ciocalteu est constitué par un
mélange dacide phosphotungstique N(H3PW1,04) et d'acide phosphomolybdique
(H3PMO12,040). En milieu basique, ce réactif oxyde les groupements oxydables des composés
polyphénoliques. Les produits de réduction (oxydes métalliques de tungsténe WgOy3 et de
molybdéne MogO,3) de couleur bleue, présentent un maximum d’absorption a 725 nm dont
I’intensité est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans I’échantillon. Ainsi,
la quantité de polyphénols pour chaque échantillon est déterminée par la projection de la

valeur de la densité optique a 725 nm sur une courbe étalon d’un polyphénol standard (acide
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gallique) réalisée dans les mémes conditions (Fig.5). Le dosage de polyphénols totaux est

effectué par la comparaison de la densité optique observée a celle obtenue par un étalon

d’acide gallique de concentration connue 100-500 ul (Gulcin et al., 2005).
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Figure 5. Courbe étalon du dosage des polyphénols (acide galliqgue comme standard).

Le dosage des flavonoides totaux a éte réalise selon la méthode de Woisky et Salatino
(1998). Le réactif utilisé est une solution incolore de trichlorure d’aluminium (AICl3, 20%).
Le principe de la méthode est basé sur 1’oxydation des flavonoides par ce réactif, entrainant la
formation d’un complexe brunétre qui est absorbé a 420 nm. La comparaison de la densité
optique observée a celle obtenue par un étalon de quercétine de concentration connue permet

d’évaluer la teneur en flavonoides totaux (Fig.6).
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Figure 6. Courbe étalon du dosage des flavonoides (quercétine comme standard).
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6.2. Dosage des composés phénoliques du miel

6.2.1. Dosage des polyphénols totaux du miel
La méthode consiste a ajouter 0,1 ml de miel a 0,5 ml du réactif de Folin-Ciocalteu et
0,5 ml d’une solution de 75 mg/ml de Na,COs. Le mélange obtenu est incubé a température
ambiante pendant environ une heure a 1’abri de la lumiere. L’absorbance est ensuite mesurée
au spectrophotometre & 725 nm. Une droite d’étalonnage est préalablement réalisée avant
I’analyse avec de 1’acide gallique dans les mémes conditions que les échantillons a analyser.
Les résultats obtenus sont exprimés en milligramme d’équivalent d’acide gallique par 100
grammes de miel (mg EAG/100g miel).
6.2.2. Dosage des flavonoides totaux du miel
Les flavonoides totaux ont été évalués par colorimétrie en ajoutant a 0,1ml de miel,
0,5ml d’AICI3 (20%). Une courbe d’étalonnage est élaborée avec des solutions standards de
quercétine préparées a différentes concentrations (0-100ul) (Zhishen et al., 1999; Khalil et al.,
2012). Le mélange obtenu est incubé a température ambiante pendant environ une heure a
I’abri de la lumicre. L’absorbance du mélange obtenue est directement mesurée au
spectrophotometre UV-visible a 420nm et les résultats sont exprimés en milligramme

d’équivalent de quercétine par 100 grammes de miel (mg EQ/100g miel).

6.3. Dosage des composes phénoliques de la propolis
6.3.1. Dosage des polyphénols totaux de la propolis
Les polyphénols totaux sont dosés de la manieére suivante: a 0,5 ml d’extrait
éthanolique de propolis sont ajoutés 0,5 ml du réactif de Folin-Ciocalteu et 0,5 ml d’une
solution de 75 mg/ml de Na,CO3z. Le mélange obtenu est incubé a température ambiante
pendant environ une heure a I’abri de la lumiére. L’absorbance est ensuite mesurée au
spectrophotomeétre a 725 nm. Une droite d’étalonnage est préalablement réalisée avant
I’analyse avec de 1’acide gallique dans les mémes conditions que les échantillons a analyser.
Les résultats obtenus sont exprimés en milligramme d’équivalent d’acide gallique par
gramme d’extrait éthanolique de propolis (mg EAG/g EEP).
6.3.2. Dosage des flavonoides totaux de la propolis
Les flavonoides totaux sont évalués par colorimétrie a 0,5 ml d’extrait éthanolique de
propolis sont ajoutés 0,5ml de AICI; (20%). Une courbe d’étalonnage est élaborée avec des

solutions standards de quercétine préparées a différentes concentrations (0-100pl) (Zhishen et
17
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al.,1999). Le mélange obtenu est incubé a température ambiante pendant environ une heure a

I’abri de la lumiére. L’absorbance du mélange obtenue est mesurée par un spectrophotometre
UV-visible a 420nm et les résultats sont exprimés en milligramme d’équivalent de quercétine

par gramme d’extrait éthanolique de propolis (mg EQ/g EEP).

7. Mesure de I’activité antimicrobienne du miel et de la propolis

7.1. Méthode de diffusion par disque sur gelose

L’évaluation de I’activité antimicrobienne a ¢té réalisée selon la méthode de diffusion
par disque sur gélose (Bauer et al., 1966; NCCLS, 2002).

La diffusion par disque se réfeére a la diffusion d’un agent antimicrobien (dans notre
cas, il s’agit du miel ou de la propolis) d’une concentration spécifique a partir de disques dans
le milieu de culture solide qui a été ensemencé avec 1’inoculum choisi et isolé en culture
pure. La diffusion par disque est basée sur la détermination d’une zone d’inhibition
proportionnelle a la sensibilité bactérienne a I’antimicrobien présent dans le disque. La
diffusion du miel ou de la propolis dans le milieu de culture ensemencé résulte d’un gradient
de I’antimicrobien. Quand la concentration du miel ou de la propolis devient si diluée qu’elle

ne peut plus inhiber la croissance de la bactérie testée, une zone d’inhibition est démarquée.

Réactivation des souches bactériennes

Les souches bactériennes sont réactivées a partir du milieu de conservation sur milieu
de culture solide, non sélectif (Gélose Nutritive). La Gélose Nutritive est fondue au bain
marie puis coulée dans des boites de pétri. Les boites sont ensuite refroidies et séchees
pendant 20 minutes avant d’étre ensemencées. Chaque boite de pétri est partagée de
I’extérieur en trois parties (en forme de T) pour faciliter I’ensemencement. Une stérilisation
de I’anse de platine a la chaleur est effectuée avant le prélévement de chaque souche
bactérienne et apres chaque opération d’ensemencement. L ensemencement se fait en étalant
sur la surface de la gélose nutritive, la souche bactérienne sélectionnée. Les boites de pétri
sont fermées aprés chaque opération puis renversées et mises en incubation dans un étuve a
37°C pendant 24 heures. Aprés cette période d’incubation, les boites sont retirées et les

cultures pures et jeunes serviront a la préparation des suspensions bactériennes.
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Préparation des suspensions bactériennes

Cing a six colonies de souches bactériennes sont prélevées, grace a une anse de platine
stérile. Ces colonies sont dissociées dans un tube a essai stérile avec 10 ml d’eau
physiologique stérile (une suspension en solution saline stérile (0,9% NaCl). La suspension
est soigneusement homogénéisée. Son opacité doit étre équivalente a 0,5 McFarland (illustré
dans I’inoculum témoin) ou a une DO de 0,8 a 0,10 lue a 625nm (Andrew, 2009).
Ensemencement

L’ensemencement est réalisé selon la technique du NCCLS (2002). Le milieu de
Mueller-Hinton est coulé dans des boites de pétri (4 mm d’épaisseur). Les boites sont
refroidies et séchées a température ambiante puis sont ensemencées a partir des suspensions
bactériennes a 1’aide d’écouvillons stériles. L’écouvillon est imbibé de la suspension
bactérienne puis essoré contre la paroi interne du tube a essai. L’ensemencement se fait par
des stries serrées, de haut en bas et 1’opération est répétée trois fois, en tournant la boite de
60° a chaque fois. L’écouvillon est par la suite passé sur toute la périphérie de la gélose.
Preparation du miel et de la propolis

Afin d’évaluer D’activité antimicrobienne du miel sur la croissance des souches
bactériennes et fongique, un prélévement de 20ul d’une concentration préparée de miel de
100mg /ml est effectué (Al- Naama, 2009). Concernant la propolis, 0,1mg de l'extrait
¢thanolique sec de la propolis est placé dans 1ml d’éthanol (70%) (Kartal et al., 2003;
Gonsales et al., 2005; Choi et al., 2006). Aprés homogénéisation, 20ul de ce mélange sont
alors prélevés a 1’aide d’une micropipette (Kartal et al., 2003; Gonsales et al., 2005; Choi et
al., 2006).
Distribution des disques stériles

Des disques stériles de papier buvard de 6mm de diamétre sont saisis a 1’aide d’une
pince stérile et imprégnés de miel ou de propolis a tester. Les disques sont égouttés puis
appliqués a la surface des boites précédemment ensemencees en appuyant légérement pour
assurer le contact avec le milieu. Un disque impreigné d’eau ou d’éthanol est placé au centre
de la boite et servira de témoin négatif (T-). Les boites de pétri ont été maintenues a 4C°
(Tumin et al., 2005) pendant deux heures afin que le produit testé se répande et diffuse dans
le milieu (Ahmed et al., 2012).
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Des disques d’ampicilline et de nystatine ont été utilisés en tant que témoins positifs afin de

tester Dactivité antimicrobienne a 1’encontre des bacteriecs et de Candida albicans
respectivement.
Incubation

L’incubation se fait a I’étuve a 37°C pendant 24 heures pour les bactéries et 48h pour
Candida albicans.
Lecture

Apres avoir retiré les boites de 1’étuve, la lecture des résultats se fait par la mesure du
diamétre en millimeétre de la zone d’inhibition autour des disques a 1’aide d’un pied a coulisse

métallique, a ’extérieur des boites fermées.

7.2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice

du miel et de la propolis
7.2.1. Détermination de la concentration minimale inhibitrice du miel

La concentration minimale inhibitrice (CMI) du miel a I’égard des souches
microbiennes a été déterminée par macromeéthode en milieu liquide selon la méthode décrite
par Andrews (2001). Une série de dilutions du miel (50; 25; 12,5; 6,25 3,17 et 1,58 mg/ml)
est déposée dans des tubes au niveau desquels il a été rajouté 1ml de BGT (Bouillon glucosé
tamponé) et 0,1ml de I’inoculum fraichement préparé. Une lecture a 1’ceil nu permet de
déterminer la CMI visuelle qui correspond a la concentration dans le tube au niveau duquel il
n’ya pas de croissance microbienne visible aprés 24h (bactéries) ou 48h (Candida albicans)

d’incubation a 37°.

7.2.2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice de la propolis

La détermination de la CMI par macrométhode en milieu liquide (Andrews, 2001) est
¢tablie a partir de 1’extrait éthanolique de la propolis préparé a une concentration de 1000
pg/ml. Pour cela, une série de dilutions de I’EEP par 1’éthanol (70%) est déposée dans des
tubes (500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,62; 7,81et 3,90 pg/ml) auxquels il a été rajoutée 1ml de
BGT et 1ml de I’inoculum fraichement préparé. L’incubation est faite a 37C° pendant 24h
pour les bactéries et 48h pour Candida albicans. Apres incubation, la CMI visuelle est
identifiée comme étant la plus petite concentration de la propolis qui inhibe la croissance de la

bactérie a tester.
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8. Test de toxicité: application topique de I’acide oxalique sur les

abeilles ouvrieres.

Les abeilles appartenant a la sous—espéce intermissa sont élevées dans des ruches
modernes de type Langstroth au niveau d’un rucher expérimental situé au niveau de
I’Université Badji-Mokhtar Annaba. Les abeilles ne présentent pas de symptdmes
pathologiques et ne sont pas traitées avec des pesticides. Les différents échantillons prélevés
correspondent a des abeilles ouvriéres adultes émergentes. Pour cela, un cadre a couvain est
prélevé de la ruche et, est placé a 1’obscurité dans une étuve a 34° C et une humidité relative
de 60% (Hatjina et al., 2013). Les abeilles émergentes sont récupérées et placées dans des
cagettes expérimentales contenant chacune 20 abeilles. quatre lots d’abeilles sont constitués.
Chaque lot comporte trois repétitions. Lors de I’expérience, les abeilles émergentes sont
traitées individuellement avec une solution d’acide oxalique a 3,5% (Charriére et al., 2004;
Schneider et al., 2011), a 6% (Charriere, 2001) et a 20% (Schneider et al., 2011). 5uL ont été
appliqués sur le thorax et sur l'abdomen de I’ouvriére grice a une micropipette. La
concentration de 3,5% correspondant a 175ug d’acide oxalique /abeille, ce qui correspond a la
dose moyenne qu'une abeille recevrait lors d’un traitement de la colonie. Les abeilles ont été
nourries lors de I’expérience avec du pollen, du candi et de 1’eau.

Les ouvrieres traitées sont récupérées aprés 24h, 48h et 72 h d’exposition aux différentes
concentrations de 1’acide oxalique afin de prélever leurs intestins moyens qui serviront au
dosage de lactivité¢ spécifique de la glutathion S-transférase et eégalement a 1’¢tude

histopathologique.

9. Dosages de P’activité spécifique de la glutathion S-transférase chez

les abeilles ouvriéres

L’intestin moyen des abeilles a servi au dosage de 1’activité spécifique de la glutathion
S-transférase (GST). Le dosage a été mené sur des abeilles ouvrieres émergentes traitées avec
différentes concentrations de I’acide oxalique a 3,5%, 6% et 20% pendant 24h, 48h et 72h.

Le dosage de I’activité de la GST a été réalisé selon la méthode de Habig et al. (1974)
basée sur la mesure photométrique de la cinétique de conjugaison du produit formé avec un

substrat: le 1-chloro-2,4 dinitrobenzéne (CDNB) en présence d’un co-facteur: le glutathion
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(GSH). L’intestin moyen a été récupéré et homogénéisé dans Iml de tampon de phosphate' de
sodium (0,1M; pH 6) a I’aide d’un broyeur a ultrasons. L’homogénat a été centrifugé a 14000
tours/min pendant 30 minutes et le surnageant récupéré a servi de source d’enzyme. Une
fraction aliquote du surnageant de 0,2ml a été ajoutée a 1,2 ml du mélange [CDNB (1Mm) -
GSH (5mM)] 2 dans un tampon phosphate (ImM; pH6). La lecture des absorbances a été
effectuée toutes les minutes pendant 5 minutes a une longueur d’onde de 340 nm contre un
blanc contenant 200ul d’eau distillée a la place du surnageant. L’activité de 1I’enzyme a été
déterminée d’aprées la formule suivante et, est exprimée en nM/min/mg de protéines dans nos

résultats.

5 DO / min Volume total de la cuve

X= X
9,6 Prise d’essai x mg de protéine

X: millimoles de substrat hydrolysé par minute et par mg de protéines.

d DO: pente de la droite de régression obtenue apres hydrolyse du substrat.

9,6: coefficient d’extinction molaire du CDNB (mM™ cm™).

1- 61,5 ml (solution A) + 438,5 ml (solution B) +21,3925 g de saccharose
-(solution A : 17,805 g Na,HPQ, dilués dans 500 ml eau distillée).

-(solution B : 6,39 g NaHPO,dilués dans 500 ml eau distillée).

2.4, 052 mg CDNB + 30, 73 mg GSH + 0, 8 ml éthanol + 20 ml tampon phosphate.

Aussi, les protéines ont été quantifiées selon la méthode de Bradford (1976) qui utilise
le bleu brillant de Coomassie G 250 comme réactif et I'albumine de sérum de beeuf (BSA)
comme standard (Img/ml). La lecture des absorbances a été realisée a une longueur d'onde de
595 nm. Les teneurs des protéines ont ¢t¢ quantifiées grace a 1’équation de la droite de

régression determinée a partir de la courbe de référence (Fig.7).
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Figure 7. Dosage des protéines: droite de régression exprimant l'absorbance a 595 nm

en fonction de la quantité d'albumine (pg).
10. Etude histopathologique de P’intestin moyen des abeilles

ouvriéres

L’intestin moyen a été prélevé chez les ouvriéres traitées par application topique de
I’acide oxalique (3,5% et 20%) apres 24h, 48h et 72h de traitement et déposé dans du formol
(a 10%) afin de réaliser les coupes histologiques. Le protocole histologique est réalisé selon
Martoja et Martoja (1967):
Fixation: les échantillons de I’intestin moyen sont conserves dans du formol a 10% pendant
48 heures.
Pré-inclusion: les échantillons sont ensuite déshydratés dans deux bains successifs d’éthanol
et trois bains de butanol, puis imprégnés dans de la paraffine; quatre bains de 24h ont été
effectués.
Inclusion: I’inclusion des échantillons a été faite dans de la paraffine. Les tissus imprégnés de
paraffine ont été ensuite inclus dans un bloc de paraffine.
Réalisation des coupes: les blocs de paraffine contenant les tissus sont coupés a 1’aide d’un
microtome a 3 um d’épaisseur et les coupes sont déposées sur une lame de microscope. Les
coupes sont ensuite étalées a I’aide d’une plaque chauffante a 30°C et séchées a 1’étuve a
60°C pendant 1 heure.
Coloration: la coloration hématoxyline-éosine a éte réalisée. Les tissus sont déparaffinés par
des bains successifs de xyléne, puis hydratés dans de I’alcool avant d’étre plongés dans les

colorants, rincés par des bains d’alcool, puis de xyléne.
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Les préparations histologiques ont été observées sous un microscope (Leica ICC, 50

HD) et photographiées a I’aide d’une caméra digitale incorporée.

11. Localisation des régions de prélévement des échantillons de miel et
de la propolis pour I’étude de I’activité antimicrobienne a I’encontre

des bactéries pathogenes transmises par les aliments

Les échantillons de miel et de la propolis ont été récoltés a partir des ruchers d’Apis
mellifera intermissa situés dans quatre régions du Nord-Est Algérien: Seraidi (36°54'N,
7°37'E), Chetaibi (36°59'N, 7°19' E), Berrahal (36°50'N, 7°26'E) et El-Bouni (36°49'N, 7°
39'E). Seraidi et Chetaibi sont situés loin de la circulation routiére et présentent une richesse
florale mellifére tres diversifiée comparativement a Berrahal et EI-Bouni (Fig.8). Tous les

échantillons ont été récoltés en septembre 2013.
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Figure 8. Localisation des régions d’échantillonnage du miel et de la propolis.
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L’activité antimicrobienne du miel et de la propolis a été testée sur quatre souches

bactériennes transmises généralement par les aliments: Bacillus cereus (IPA), Staphylococcus
aureus (ATCC25923R), Escherichia coli (ATCC25922) et Pseudomonas aeruginosa
(ATCC27893R).

12. Analyses statistiques [ |

Les données relatives aux diameétres des zones aux teneurs deS COMPOSES
phénoliques, aux parametres physico-chimiques, a 1’activité spécifique de la GST sont
exprimées en moyennes + standard erreur de la moyenne (m+SEM). L’analyse de la variance
a un critére de classification et le test de Tukey au seuil de p = 0,05 ont été appliqués. Pour
toutes les séries de données, I’égalité des variances a été contrdlée par les tests de Bartlett et
de Brown-Forsythe avant 1’application de I’analyse de la variance. Les calculs ont été
effectués a I’aide du logiciel GraphPad Prism (GraphPad software, La Jolla California, USA,

www. Graphpad.com).
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CHAPITRE I: Impact de deux acaricides (fluvalinate et acide oxalique)

sur Apis mellifera intermissa.

. RESULTATS
1. Comparaison des parameétres physico-chimiques du miel avant et

apres traitement aux acaricides

Les caractéristiques physico-chimiques du miel, le pH; la teneur en eau (%), la
conductivité électrique (mS/cm) et la teneur en cendres (%) de chaque échantillon du miel
ont été mesurés. Les résultats de I’analyse de la variance montrent qu’il n’ya aucune
différence significative pour chaque paramétre mesuré (p>0,05), aussi bien avant traitement

(Tab.1) qu’apres traitement aux acaricides (Tab.2).

Tableau 1. Comparaison des valeurs moyennes des parameétres physico-chimiques du

miel avant traitement aux acaricides (m £ SEM; n=15).

Hygrométrie Conductibilité Teneur en
Traitements (%) pH électrique (mS/cm)  cendres (%)
Témoin 17,55 + 0,55° 3,50+0,11* 0,42 +0,05% 0,16 +0,03°
Fluvalinate 17,15 +1,15° 3,70+0,03* 0,34 +0,10° 0,11 + 0,06

Acide oxalique (3,5%) 17,25 + 0,25 3,68+0,06° 0,63+0,11% 0,28 + 0,092
Acide oxalique (6%) 17,23+0,26°  3,65+0,03%* 0,47 +0,01° 0,19 +0,01°

Les moyennes suivies d’'une méme lettre ne sont pas significativement différentes au seuil de p > 0,05.
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Tableau 2. Comparaison des valeurs moyennes des parametres physico-chimiques du miel
apres traitement aux acaricides (m + SEM; n=15).

Hygrométrie Conductibilité Teneur en
Traitements (%) pH électrique (mS/cm) cendres (%)
Témoin 17,68 £+0,22°  3,03+0,09° 0,31+0,03% 0,18 + 0,04
Fluvalinate 17,44 +£0,63°  3,92+0,05° 0,34 +0,05% 0,11 +0,07°
Acide oxalique (3,5%) 17,84 £0,60* 4,61+0,18° 0,28 +0,07° 0,17 +0,09%
Acide oxalique (6%) 18,58 +0,51°  3,78+0,05° 0,12 +0,04* 0,15 +0,06°

Les moyennes suivies d’'une méme lettre ne sont pas significativement différentes au seuil de p > 0,05.

En général, le miel est acide et son pH varie de 3,03 & 4,61. La teneur en eau varie de
17,15 a 18,58%. La conductivité électrique (mS/cm) dans les échantillons de miel varie de

0,12 a 0,63 et la teneur en cendres est généralement petite (de 0,11 a 0,28 %).

2. Comparaison des composés phénoliques du miel avant et apres

traitement aux acaricides

2.1. Teneurs en polyphenols totaux du miel
La teneur en polyphénols totaux des échantillons de miel a été déterminée par la
méthode de folin- Ciocalteu. Les teneurs en polyphénols sont exprimées en mg d’équivalent
d'acide gallique par 100g de miel. Les valeurs des teneurs des polyphénols totaux varient de
168,8 a 191,6 et de 76,21 a 179,2 mg EAG/100g de miel entre les quatre groupes

expérimentaux, avant et apres traitement aux acaricides respectivement. Les résultats sont
illustrés au niveau de la figure 9.
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Figure 9. Teneurs en polyphénols totaux du miel avant et apres traitements aux
acaricides (m + SEM; n=15).
(Pour chaque groupe, les différentes lettres indiquent des différences significatives entre les

traitements p<0,05).

Avant traitement, aucune différence significative n’est observée entre les quatre
groupes expérimentaux. Cependant, apres traitement, la comparaison des moyennes des
teneurs en polyphénols montre des différences significatives entre les groupes témoins et
traités. Les teneurs en polyphénols totaux sont significativement plus faibles (p<0,0001) au
niveau des échantillons de miel récoltés des ruches traitées au fluvalinate et a 1’acide oxalique
(3,5% et 6%) comparativement aux échantillons récoltés au niveau des ruches n’ayant pas été

exposées aux acaricides.

2.2. Teneurs en flavonoides totaux du miel
La teneur des flavonoides totaux des échantillons de miel a été déterminée par la
méthode de Woisky et Salatino (1998). Les valeurs sont exprimées en milligramme
d’équivalent de quercétine par 100 grammes de miel. Les teneurs en flavonoides varient de
93,08 & 108 et de 38 & 91,49 mg EQ/100g de miel entre les groupes expérimentaux, avant et
aprés traitement aux acaricides respectivement. Les résultats sont illustrés au niveau de la

figure 10.
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Figure 10. Teneurs en flavonoides totaux du miel avant et apres traitements aux
acaricides (m = SEM; n=15).
(Pour chaque groupe, les différentes lettres indiquent des différences significatives entre les

traitements p<0,05).

Les résultats montrent, qu’avant traitement, aucune différence significative n’a ¢été
constatée entre les quatre groupes expérimentaux concernant les teneurs en flavonoides totaux
du miel (p>0,05). Par contre, aprés traitement, la comparaison des teneurs en flavonoides
totaux montre des différences significatives entre les échantillons de miel des groupes

témoins et traitées (p< 0,0001).

3. Analyse de ’activité antimicrobienne du miel
3.1. Diametre des zones d’inhibition de la croissance des souches
microbiennes
L’évaluation de 1’activité¢ antimicrobienne des différents échantillons de miel testés vis-
a-vis des sept souches microbiennes montre que la totalité des miels présente une activité
antimicrobienne (Fig.11). Les valeurs des diametres des zones d’inhibition de la croissance
des souches microbiennes avant et apres traitement aux acaricides sont représentées au niveau

de la figure 12.
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Figure 11. Présentation des résultats de I’activité antimicrobienne du miel a I’¢gard des sept

souches microbiennes.

[T+: Témoin positif (Ampicilline, Nystatine); T-: Témoin négatif (Eau); M1,M,,Ms: Echantillons Miel;

T: Miel Témoin]

(Photos prises par N. NEDJI au niveau du laboratoire de microbiologie de I’Université d’Annaba).
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Figure 12. Diamétres des zones d’inhibition (mm) du miel avant traitement (A) et apres
traitement (B) aux acaricides pour chaque souche microbienne (m = SEM; n=15).

(Pour chaque souche, les différentes lettres indiquent des différences significatives entre les traitements
p<0,05).
Les résultats montrent qu’avant traitement et pour chaque souche testée, aucune

différence significative dans les diamétres des zones d’inhibition n’a été constatée aussi bien
pour les souches bactériennes que pour la souche de Candida albicans. Apres les traitements
aux acaricides, les résultats montrent que les diametres des zones d’inhibition pour chaque
type de bactérie sont significativement plus faibles dans les miels collectés au niveau des
colonies traitées avec le fluvalinate et 1’acide oxalique comparativement aux miels des

colonies témoins. Candida albicans semble peu sensible a 1’effet du miel. Les témoins
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positifs, I'ampicilline et la nystatine ont presenté des diametres d'inhibition de 12-34mm et de

11-18mm respectivement.

3.2. Concentration minimale inhibitrice du miel
Les données relatives a la concentration minimale inhibitrice (CMI) de [D’activité
antimicrobienne du miel a 1’égard de chaque souche microbienne avant et apres traitement
aux acaricides sont résumées dans le tableau 3.
Tableau 3. Concentrations minimale inhibitrice du miel (mg/ml) avant et apres traitement

aux acaricides pour chaque souche microbienne (m + SEM; n=15).

CMI Miel (mg/ml)
Avant traitement Apres traitement
Microorganismes Acide Acide Acide Acide
Témoin | Fluvalinate | oxalique | oxalique | Témoin | Fluvalinate | oxalique | oxalique
(3,5%) (69%6) (3,5%) (6%)
Bacillus cereus 3,17 3,17 6,25 6,25 3.17 25 12,5 25
Bacillus subtilis 6,25 3,17 6,25 6,25 6.25 25 12,5 25
Staphylococcus 6,25 6,25 6,25 12,5 6.25 25 25 25
aureus
Escherichia coli 12,5 25 12,5 12,5 12,5 25 25 50
Klebsiella 12,5 25 12,5 12,5 12,5 25 25 25
pneumoniae
Pseudomonas 12,5 25 12,5 12,5 6.25 25 25 25
aeruginosa
Candida 25 50 25 50 50 50 25 50
albicans

Le tableau représente les données concernant la concentration minimale inhibitrice
(CMI) de I’activité antimicrobienne du miel a I’égard de chaque souche microbienne avant et
apres traitement aux acaricides. Il en résulte que toutes les souches ont été affectées par les
miels et que le degré d’inhibition de leur croissance varie en fonction de la souche
microbienne considérée et le type de traitement.

Concernant les bactéries Gram positif, les résultats montrent que, avant traitement,
les valeurs des CMI du miel varient de 3,17 a 6,25mg/ml. Apres traitement, les valeurs des
CMI augmentent pour atteindre un maximum de 25mg/ml. Les CMI obtenues a I’encontre des
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bactéries Gram négatif varient de 12,5 a 25mg/ml avant traitement et de 6,25 a 50mg/ml

apres traitement. Les valeurs des CMI du miel a I’encontre de Candida albicans varient de

25 a 50mg/ml aussi bien avant traitement qu’apres traitement aux acaricides.

4. Comparaison des composés phénoliques de la propolis avant et
apres traitement aux acaricides

4.1. Teneur en polyphénols totaux de la propolis
Les teneurs en polyphénols totaux des extraits éthanoliques de la propolis ont été
mesurées et exprimees en mg d’équivalent d’acide gallique par g de I’extrait éthanolique de la
propolis (mg EAG/g EEP). Les teneurs en polyphénols totaux avant et apres traitement sont

illustrées dans la figure 13.
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Figure 13. Teneurs en polyphénols totaux des extraits éthanoliques de la propolis

avant et apres traitement aux acaricides (m £ SEM; n=15).
(Pour chaque groupe, les différentes lettres indiquent des différences significatives entre les

traitements p<0,05).
Avant le traitement par les acaricides, les teneurs en polyphénols totaux des EEP sont
similaires entre les quatre groupes expérimentaux. Cependant, apres traitement, des faibles
teneurs sont observées au niveau des échantillons d’EEP des colonies traitées aux acaricides
par rapports aux témoins (p<0,0001).
4.2. Teneurs en flavonoides totaux de la propolis

Les teneurs en flavonoides totaux des extraits éthanoliques de la propolis sont

exprimées en mg d’équivalent de quercétine par gramme d’extrait éthanolique de propolis
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(mg EQ/g EEP). Les résultats obtenus avant et apres traitement aux acaricides sont illustrés

dans la figure 14.
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Figure 14. Teneurs en flavonoides totaux des extraits éthanoliques de la propolis

avant et aprés traitements aux acaricides (m £ SEM; n=15).
(Pour chaque groupe, les différentes lettres indiquent des différences significatives entre les

traitements p<0,05).

Les résultats montrent qu’avant les traitements aux acaricides, aucune différence
significative n’a été constatée entre les quatre groupes expérimentaux de I’EEP concernant les
teneurs en flavonoides totaux. Par contre, aprés traitements la comparaison des moyennes
montre des différences significatives dans les teneurs entre les groupes témoins et traitées
(p<000,1).

5. Analyse de P’activité antimicrobienne de la propolis

5.1. Diametre des zones d’inhibition de la croissance des souches
microbiennes

L’évaluation de I’activité antimicrobienne des différents échantillons des EEP testés
vis-a-vis des sept souches microbiennes montre que la totalité des EEP présente une activité
antimicrobienne (Fig.15). Les valeurs des diamétres des zones d’inhibition de la croissance

des souches avant et apres traitement aux acaricides sont mentionnées dans la figure 16.
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Bacillus cereus Bacillus subtilus Staphylococcus aureus

Escherichia coli Klebsiella pneumoniae Pseudomonas aeruginosa

Candida albicans

Figure 15. Présentation des résultats de I’activité antimicrobienne des extraits éthanoliques de

la propolis a 1’égard des sept souches microbiennes.
[T+: Témoin positif (Ampicilline, Nystatine); T-: Témoin négatif (Ethanol); P1,P,,P3: Echantillons Propolis;
T: Propolis Témoin]
(Photos prises par N. NEDJI au niveau du laboratoire de microbiologie de I’Université d’Annaba)
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Figure 16. Diamétres des zones d’inhibition (mm) des extraits éthanoliques de la propolis

avant traitement (A) et aprés traitement (B) aux acaricides pour chaque souche microbienne
(m £ SEM; n=15).

(Pour chaque souche, les différentes lettres indiquent des différences significatives entre les traitements

p<0,05).

Les résultats montrent un effet traitement sur les diamétres des zones d’inhibition de

I’activité antimicrobienne des extraits éthanoliques de la propolis pour chaque souche

bactérienne. Les diamétres des zones d’inhibition sont significativement plus faibles dans les
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oxalique comparativement aux extraits éthanoliques de la propolis des colonies non traitées.
Candida albicans semble étre faiblement sensible a 1’effet des EEP. Les témoins positifs,
I'ampicilline et la nystatine ont presenté des diametres d'inhibition de 12-34mm et de 11-

18mm respectivement.

5.2. Concentration minimale inhibitrice de la propolis

Les données relatives a la CMI des EEP a I’encontre de chaque souche testée avant et
apres traitement aux acaricides sont mentionnées dans le tableau 4.

Tableau 4. Concentration minimale inhibitrice des extraits éthanoliques de la

propolis (pg/ml) avant et aprés traitement aux acaricides pour chaque souche

microbienne (m £ SEM; n=15).

CMI Propolis (ug/ml)
Avant traitement Apreés traitement
Microorganismes
Acide Acide Acide Acide
Témoin | Fluvalinate | oxalique oxalique Témoin | Fluvalinate | oxalique | oxaliqu
(3,5%) (6%0) (3,5%) e (6%0)
Bacillus cereus | 15,62 62,5 15,62 31,25 15,62 62,5 31,25 62,5
Bacillus subtilis | 15,62 15,62 15,62 31,25 15,62 31,25 31,25 62,5
Staphylococcus | 15,62 15,62 15,62 15,62 15,62 62,5 31,25 62,5
aureus
Escherichia 31,25 31,25 31,25 31,25 31,25 62,5 62,5 125
coli
Klebsiella 62,5 62,5 31,25 62,5 62,5 125 62,5 125
pneumoniae
Pseudomonas | 31,25 31,25 31,25 62,5 31,25 62 62,5 125
aeruginosa
Candida 250 250 250 500 250 500 250 500
albicans

Une inhibition de la croissance de toutes les souches testées avant et aprés traitement

aux acaricides est observée. Les valeurs des CMI varient entre 15,62- 62,5ug/ml avant
traitement et entre 31,25- 125 pug/ml aprées traitement au fluvalinate et a I’acide oxalique pour
les souches microbiennes. Candida albicans présente les valeurs des CMI les plus élevées
(250-500 pg/ml).
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6. Effet de D’acide oxalique par application topique sur Dactivité
spécifique de la Glutathion S-Transférase des ouvriéres d’A.mellifera
intermissa

L’acide oxalique, a differentes concentrations (3,5%, 6% et 20%), a été administré par
application topique chez les ouvrieres d’A.mellifera intermissa nouvellement émergées
L’effet de cet acaricide a été évalué apres différents temps d’exposition (24h, 48h et 72h) sur
’activité spécifique de la GST des ouvriéres. Les résultats obtenus sont illustrés dans la figure
17,
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Figure 17: Activité spécifique de la glutathion S-transférases (nmol/min/mg de
protéines) de I’intestin moyen des ouvriéres nouvellement émergées apres application
topique de I'acide oxalique.

(Pour chaque temps, les différentes lettres indiquent des différences significatives entre les traitements
p<0,05).

Les résultats obtenus montrent que 1’activité spécifique de la GST est induite de
maniere significative chez les ouvriéres nouvellement émergées et ayant recu, par application
topique, différentes concentrations d’acide oxalique aprés 24h (p <0,01); 48h (p <0,0001)
et72h (p <0,01) de traitement. A faible concentration, I’activité spécifique de la GST n’a été
induite que 48h apres I’application de I’acide oxalique alors que ’application de 1’acide
oxalique a 20% a entrainé une augmentation de 1’activité de la GST 24h apres traitement.
Apres 72h, I’augmentation de I’activité spécifique de la GST est plus prononcée en présence

de la forte concentration de ’acaricide.
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7. Effet de I’acide oxalique sur I’hispathologie de I’intestin moyen des
ouvrieres d’A.mellifera intermissa
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Des coupes histologiques de I’intestin moyen des ouvriéres nouvellement émergées et

ayant été traitées par application topique, a faible (3,5%) et a forte (20%) concentrations de

I'acide oxalique apres 24h, 48h et 72h de traitement sont illustrées dans les figures 18 et 19.

Figure 18. Images microscopiques de Figure 19. Images microscopiques de

I’épithélium intestinal des abeilles traitées
par D’acide oxalique (3,5%), abeille
témoin (A), 24 h (B) 48 h (C) et 72 h (D)
apres  traitement. (coloration  par
I’hématoxyline et éosine) Grx 40.

MP: Membrane Péritrophique
CE: Cellules Epitheliales.

Iépithélium intestinal des abeilles traitées
par l’acide oxalique (20%), abeille
témoin (A), 24 h (B) 48 h (C) et 72 h (D)
apres  traitement.  (coloration  par
I’hématoxyline et éosine) Grx 40.

MP: Membrane Péritrophique
CE: Cellules Epitheliales.

L>¢épithélium intestinal des abeilles traitées par application topique de I’acide oxalique
a 3,5%, ne semble pas présenter des altérations tissulaires 24h (Fig.18 B) et 48h (Fig.18 C)
apres le traitement. Aprés 72h, une large zone dénudée est observée (Fig.18 D) reflétant des
dégénérescences cellulaires provoquées par cet acaricide. L’application topique de 1’acide

oxalique a 20%, entraine des altérations tissulaires aprés 24h (Fig.19 B), qui s’accentuent 48h
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apres le traitement ou une large zone dénudée est marquée (Fig. 19C). Apres 72h, de séveres

détériorations cellulaires caractérisent 1’épithélium intestinal des abeilles traitées (Fig. 19D)

comparativement aux témoins (Fig. 19A).
I. DISCUSSION

Plusieurs études ont porté sur 1’efficacité des acaricides dans la lutte anti-varroa mais
comparativement, peu de travaux ont traité 1’impact de ces acaricides sur 1’abeille. De méme,
de nombreuses recherches ont porté sur I’analyse des composants du miel et de la propolis et
de leurs propriétés biologiques mais sans établir de relation entre la qualité de ces produits de
la ruche et 1’état de santé des colonies d’abeilles. Dans cette étude, nous avons quantifié les
composants et les activités antimicrobiennes du miel et de la propolis issus de colonies
d’abeilles ayant été traitées avec du fluvalinate et de 1’acide oxalique et nous les avons
comparés avec ceux des colonies non traitées au niveau d’un méme rucher.

L’activité antibactérienne de miel est attribuée a plusieurs propriétés, essentiellement a
son effet osmotique, son acidité (Molan, 1992; Cooper et al., 2002; Assie, 2004, Kwakman &
Zaat, 2012), a la production du peroxyde d'hydrogéne (Halliwell & Cross, 1994; Saissy et al,
1995; Assie, 2004; Demara & Angert, 2004; Watt et al, 2004; Orru et al., 2010; Kacaniova et
al., 2011) ainsi qu’a la présence de composés phénoliques (White & Subers, 1963; Abd-
Elaal et al., 2007; Alvarez-Suarez et al., 2010). Aussi, cette activité dépend de la defensine-1
(Jonard et al., 2006; Kwakman et al., 2010) et de la présence des facteurs phytochimiques
(Molan & Russel, 1988; Snow & Manley-Harris, 2004; Yao et al, 2004; Halawani, 2006;
Mavric et al, 2008; Kwakman & Zaat, 2012; Sulaiman et al., 2012).

Comme les parameétres physico-chimiques du miel affectent la qualité du miel et donc
ses propriétés biologiques, plusieurs parameétres a savoir I'hygrométrie, le pH, la conductivité
électrigue et la teneur en cendres ont alors été mesurés. Les valeurs obtenues ont montré que
les propriétés des miels provenant des colonies traitées aux acaricides sont similaires a celles
des miels des colonies témoins écartant ainsi toute interférence avec 1’activité antimicrobienne
des différents miels testes.

Quant aux composés phénoliques, les miels des abeilles ayant subi des traitements
acaricides ont montré des teneurs en polyphénols et en flavonoides totaux relativement basses
ainsi que des diametres des zones d’inhibition plus faibles a 1’égard des souches microbiennes

comparativement aux miels des colonies témoins. De méme, les valeurs des CMI des miels
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vis-a-vis des souches testées sont plus faibles quand les miels sont récoltés au niveau des

colonies n’ayant pas ¢été traitées aux acaricides.

Comme les polyphénols influencent l'aspect et les propriétés fonctionnelles du miel
(Khalil et al., 2011; Cimpoiu et al., 2012; Islam et al., 2012), les variations dans I’activité
antimicrobienne observées dans nos échantillons de miel sont probablement en relation avec
les variations des teneurs en polyphénols et flavonoides totaux puisque les valeurs des
parameétres physico-chimiques des miels ne sont pas significativement différentes entre les
deux lots. Différentes études ont montré que les miels possédent les propriétés
antimicrobiennes qui varient selon leur source botanique (Allen et al., 1991; Taormina et al.,
2001; Mundo et al., 2004; Baltrusaitye et al., 2007; Rahman et al., 2010). Aussi, la présence
et les concentrations des composés phénoliques dans les miels peuvent varier selon la source
florale et les conditions géographiques et climatiques (Gheldof & Engeseth, 2002; Socha et
al., 2009; Tsiapara et al., 2009). 1l est a préciser que, dans cette étude, tous les prélevements
des miels ont été effectués au niveau des colonies d’abeilles d’'un méme rucher et pendant la
méme période.

L'effet antimicrobien de la propolis est dii a ses composants qui sont la plupart du
temps de nature phénoligque, principalement les flavonoides, les phénols simples et les acides
phénoliques qui constituent des agents antimicrobiens actifs (Bankova et al., 1996; Boukraa
& Sulaiman, 2009; Kalogeropoulos et al., 2009; Farooqui & Farooqui 2010; Lahouel et al,.
2010; Ramanauskiené & Inkenieng, 2011; Ishida et al., 2011).

Concernant la propolis, les plus grandes zones d’inhibition de la croissance
microbienne ont été obtenues avec les extraits éthanoliques de la propolis témoins qui ont
montré également les valeurs les plus élevées des teneurs en polyphénols et en flavonoides
totaux. De méme, les valeurs des CMI de la propolis a 1’égard des souches testées sont plus
faibles quand la propolis est récoltée au niveau des colonies n’ayant pas été traitées aux
acaricides.

De nombreuses ¢tudes ont montré 1’effet inhibiteur de la propolis sur les souches a
I’encontre des bactéries Gram+ et Gram- (Grange & Davey, 1990; Rojas Hernandez et al.,
1993); des bactéries anaérobies (Kedzia, 1986, Santos et al., 2002; Boyanova et al., 2006) et
des souches fongiques (Cizmaric & Trupl, 1976; Pepeljnak et al., 1982; Ota et al., 2001;
Ozcan et al., 2004). Ces effets dépendent de la souche étudiée, de 1’origine de la propolis et

du solvant utilisé (Ugur & Arslan, 2004). Comme 1’extraction de la propolis a été faite dans

41



CHAPITRE | g ! . l I

de I’éthanol, 1'inhibition possible par I'é¢thanol a également ét¢ examinée en utilisant 1'éthanol

(70%) comme témoin. Aucune inhibition de croissance n’a été observée contre les micro-
organismes examines confirmant ainsi l'effet antimicrobien de la propolis exclusivement.

Aussi, la composition chimique de la propolis varie selon I’origine botanique (Bankova
et al., 2000, Negri et al., 2000; Popova et al., 2002), I’espéce d’abeille, le temps de la récolte
et la zone géographique (Ghisalberti, 1979; Bankova et al., 2000; Park et al., 2002; Bankova
et al., 2008; Kumazawa et al., 2008; Vera et al., 2011; Isla et al., 2012a; 2012b; Sol6rzano et
al., 2012; Danert et al., 2014). Dans cette étude, tous les échantillons de propolis ont été
prélevés, durant la méme période, au sein d’un méme rucher et au niveau des colonies
d’abeilles locales d’A. mellifera intermissa.

Les faibles teneurs en polyphénols et en flavonoides totaux ainsi que les basses
activités antimicrobiennes du miel et de la propolis récoltés au niveau des colonies d’abeilles
traitées par le fluvalinate et I’acide oxalique seraient dles a 1’état de santé des abeilles suite a
leur exposition aux acaricides.

Le fluvalinate et I’acide oxalique affectent les aptitudes (fitness) et les performances
des abeilles (Stoner et al., 1985; Lodesani & Costa, 2005; Moosbeckhofer, 2001; Schneider et
al., 2012) et entrainent des modifications du comportement (Schneider et al., 2012). lls
affectent les facultés d’apprentissage et de mémorisation chez les ouvri¢res (Taylor et al.,
1987; Schneider et al., 2012; Frost et al., 2013). De ce fait, tous ces changements rendraient
les abeilles plus faibles et moins vitales ce qui pourrait affecter I’état de santé général des
colonies d’abeilles (Schneider et al., 2012).

Ces répercussions sur 1’état de santé de 1’abeille peuvent étre illustrées par le fait que
les abeilles des colonies traitées aux acaricides recueillent moins de résine et de nectar que les
abeilles des colonies non traitées, ou encore sont moins compétitives par rapport aux abeilles
témoins puisque les teneurs en composés phénoliques de leurs miels et propolis sont moins
élevees.

Dans cette étude, sachant que de nombreux travaux antérieurs ont montré que, suite a
’utilisation intensive et durant plusieurs années du fluvalinate, il ya eu développement de
résistance par le varroa envers cet acaricide (Lodesani et al., 1995; Colin et al., 1997; Baxter
et al., 1998; Trouiller, 1998; Wang et al., 2002; Gracia-Salinas et al., 2006) et egalement
contamination des produits de la ruche par les résidus du fluvalinate (Lodesani et al., 1992;
Wallner, 1999; Bogdanov, 2006; Lodesani et al., 2008; Nguyen et al., 2009; Mullin et al.,
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2010) sans oublier ses effets secondaires néfastes sur les abeilles. En effet, le fluvalinate

constitue un facteur de stress néfaste a la santé de la colonie d’abeilles (Haarmann et al.,
2002). 11 affaiblie le systéme immunitaire de 1’abeille (Locke et al., 2012) ce qui les rend plus
vulnérables aux infections virales, en 1’occurrence a l’infection par les virus des ailes
déformées (Locke et al., 2012). Le fluvalinate agit aussi en synergie avec différents acaricides
administrés dans les colonies d’abeilles (Johnson et al., 2009). Le fluvalinate réduit la
production des spermatozoides chez les faux bourdons (Rinderer et al., 1999; Fell & Tignor,
2001, Frazier et al., 2008) et provoque chez les reines, non seulement une réduction du poids
du corps, des ovaires ainsi que du nombre moyen de spermatozoides contenus dans la
spermatheque (Haarmann et al., 2002) mais aussi une mortalité (Sokol, 1996; Currie, 1999).

De ce fait, nous avons orienté nos recherches surtout sur les effets de 1’acide oxalique,
en tant que produit naturel, sur la physiologie de ’abeille. L’acide oxalique, bien qu’il soit
naturellement présent dans le miel et non polluant; qu’il constitue une bonne alternative
comme traitement acaricide a 1’égard de V. destructor, et qu’aucun phénoméne de résistance
de cet ectoparasite a cette substance n’ai été décrit a ce jour (Le Conte et al., 2010), il n’est
cependant pas sans effets néfastes sur les abeilles.

Le traitement des abeilles par application topique avec 1’acide oxalique a entrainé une
augmentation de l'activite spécifique de la GST chez les ouvrieres nouvellement émergees
d’A.mellifera intermissa. L’induction de la GST est plus prononcée quand la concentration de
I’acide oxalique appliquée est élevée (20%). Cependant, les faibles concentrations de cet
acaricide risquent d’étre plus toxiques pour les abeilles du fait qu’elles ne permettent pas de
déclencher rapidement leur systeme de détoxification. Cette induction de la GST est expliquée
par le stress toxique auquel sont exposeées les abeilles en contact de 1’acide oxalique.

L’évolution de I’activité spécifique de la GST observée dans nos résultats est en accord
avec les résultats cités dans littérature. En effet, il a été constaté que les abeilles nouvellement
émergées ont de basses activités specifiques des enzymes de détoxification (Smirle, 1993;
Loucif et al., 2008). Cette basse activité de la GST pourrait rendre les abeilles plus
vulnérables aux substances toxiques (brodsgaard et al., 1999) et pose un risque considérable a
la colonie puisque la mort des abeilles nouvellement émergées prive la colonie des rdles
effectués par les ouvrieres le long de leur vie (Smirle& Winston, 1987).

L’induction de la GST a été rapportée suite a 1’exposition des abeilles aux insecticides

organophosphorés (Hayaoka & Dauterman, 1982; Clark, 1989) et organochlorés (Hayaoka &
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Gauterman, 1982; Lagadic et al., 1993; Papadopoulos et al., 1999; Papadopoulos et al., 2000;

Kostaropoulos et al., 2001), mais également aprés exposition aux pyréthrinoides (Yu et al.,
1984; Punzo, 1993; Loucif-Ayad et al., 2008; Badiou et al., 2012). Ces pesticides agissent
individuellement ou en synergie et créent un environnement toxique aux abeilles (Johnson et
al., 2010).

L’histopathologie est une technique qui permet de diagnostiquer des symptomes au
niveau des cellules et des tissus suite a une exposition a des molécules toxiques (Kammenga
et al., 2000; Fontanetti et al., 2010). L’application topique de 1’acide oxalique sur les
ouvrieres a entrainé des l€sions cellulaires au niveau de 1’épithélium intestinal. Ces 1ésions
sont d’autant plus séveres que la concentration de 1’acaricide est €levée.

Des lésions ont également été détectées par plusieurs auteurs suite a un
traitement avec de 1’acide oxalique. En effet, 1’application topique de I’acide oxalique
a forte concentration (20%) a conduit a une augmentation des concentrations de cet
acaricide dans I’hémolymphe, I’intestin moyen, les tubes de Malpighi et le rectum
(Nozal et al., 2003) des abeilles. Aussi, Martin-Hernandez et al. (2007) a montré que
I’application topique de cet acaricide a conduit a des lésions 24h apres traitement avec
augmentation des dommages cellulaires occasionnés 72h apres traitement. Des travaux ont
détecté des nécroses cellulaires dans I’intestin moyen (Pulkkanen et al., 2000; Gregorc &
Smodis Skerl, 2007) suite a un traitement a [’acide oxalique. Méme a faible
concentration (3%), 1’acide oxalique a provoqué une nécrose cellulaire de I’intestin
moyen 24h apres un traitement oral et également topique (Gregorc & Smodis Skerl, 2007).

Des travaux antérieurs ont montré que les acides organiques entrainaient des altérations
des structures anatomiques et physiologiques des abeilles favorisant la pénétration des agents
pathogénes et créant un environnement favorable au développement fongique (Howis et al.,
2010).

L’acide oxalique traverse la cuticule et pourrait contribuer a 1’effet toxique (Nozal et
al., 2003). Une partie de 1’acide oxalique est aussi ingérée par les abeilles (Martin-Hernandez
et al., 2007), notamment lors du comportement de nettoyage, qui est par ailleurs fortement
induit chez les abeilles traitées, du a la présence des résidus de cet acaricide sur la surface du
corps des abeilles (Schneider et al., 2012). Ainsi, suite a I’ingestion de 1’acide oxalique, on
assiste a une résorption insuffisante des nutriments a travers I'épithélium de [l'intestin

entrainant un affaiblissement des abeilles (Martin-Hernandez et al., 2007). L’acide oxalique
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provoque des lésions cellulaires non seulement au niveau des organes digestifs (Pulkkanen
et al., 2000; Gregorc & Smodis Skerl, 2007; Martin-Hernandez et al., 2007) et excréteurs

(Martin-Hernandez et al,. 2007) mais également au niveau des glandes salivaires (Silva-
Zacarin et al., 2006). Aussi, il pourrait avoir un effet négatif sur le cycle de Krebs
(Strachecka et al., 2012). L’acide oxalique cause une réduction du couvain (Higes et al.,
1999), une mort larvaire (Gregorc et al., 2004; Hatjina & Haristos, 2004) et des pertes de
reines (Higes et al., 1999; Wagnitz & Ellis, 2010). Il entraine une diminution de I'activité des
ouvriéres (Bacandritsos et al., 2007; Schneider et al., 2012) et de leur longévité ce qui affecte
I’état général de la colonie d’abeilles (Schneider et al., 2012) conduisant a un affaiblissement
des abeilles qui résistent moins bien aux virus, bactéries et parasites (Wermelinger et al.,
2013).
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CHAPITRE II

Activité antimicrobienne du miel et de la propolis a I’égard des bactéries

pathogeénes transmises par les aliments

I. RESULTATS

Les échantillons de miel et de la propolis, récoltés a partir des ruchers localisés au
niveau des différentes régions phytogeographiques: Seraidi, Chetaibi, Berrahal et EI-Bouni
ont été analysés et leurs activités antimicrobiennes ont été testées sur quatre souches
bactériennes transmises par les aliments: Bacillus cereus (IPA), Staphylococcus aureus
(ATCC25923R), Escherichia coli (ATCC25922) et Pseudomonas aeruginosa
(ATCC27893R).

1. Comparaison des parametres physico-chimiques du miel des
différentes régions phytogéographiques
Les résultats relatifs aux parameétres physico-chimiques du miel, tels que I'numidité, le

pH, la conductivité électrique et la teneur en cendres sont résumés dans le tableau 5.

Tableau 5. Comparaison des valeurs moyennes des parametres physico-chimiques du miel

en fonction des régions (m + SEM; n=10).

Conductibilité Teneur en
Régions Hygrométrie (%) pH électrique (mS/cm)  cendres (%)
Seraidi 17,88 + 0,22 3,77 0,05 0,36 + 0,06° 0,12 + 0,03
Chetaibi 17,94 + 0,63 3,83 +0,05° 0,29 + 0,05 0,08 +0,03"
Berrahal 18,24 +0,60° 3,89 +0,18° 0,38 +0,11° 0,14 + 0,06°
El-Bouni 18,38 +0,51° 4,60 + 0,08° 0,41 +0,02° 0,15+ 0,01°

(Pour chaque parametre, les moyennes suivies d’'une méme lettre ne sont pas significativement différentes au

seuil de p > 0,05).
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Les résultats montrent qu’il n’ya pas de différences significatives (p> 0,05) entre les

parameétres physico-chimiques des échantillons de miel selon les régions. Dans la présente
étude, les valeurs de I'nygrométrie des échantillons de miel oscillent entre 17,88% et 18,38%,
a pH acide (3,77- 4,6). La conductivité électrique varie de 0,29 a 0,41 mS/cm et la teneur en

cendres est généralement petite (0,08 a 0,15 %).

2. Comparaison des teneurs en polyphénols et en flavonoides totaux

du miel et de la propolis des différentes régions phytogéographiques

Les teneurs en polyphénols et en flavonoides totaux des échantillons de miel et des
extraits éthanoliques de la propolis provenant des différents ruchers ont été mesurées et
synthétisées dans le tableau 6.

Tableau 6. Comparaison des valeurs moyennes des teneurs en polyphénols et en

flavonoides totaux du miel et de la propolis en fonctions des régions (m + SEM; n=10).

Miel Propolis
Régions Polyphénols Flavonoides Polyphénols Flavonoides
(mg EAG/100g de miel) (mg EQ/100g de miel) | (mg EAG /g EEP) (mg EQ /g EEP)
Seraidi 189,2 +16,01° 95,94 + 5,972 257,40 + 3,012 91,44 + 4,42°

Chetaibi | 131,3 +13,64° 69,99 + 7,36° 233,73+7,03%® 79,06 +1,91°
Berrahal | 99,03 + 3,97 64,47 + 1,39 2154 +11,09° 65,12 +2,42°
El-Bouni | 92,14 +5,.23° 44,56 + 3,88° 100,9 + 2,72° 58,99 + 2,49°

(Pour chaque paramétre, les différentes lettres indiquent des différences significatives entre les régions
p<0,05).

Les miels récoltés dans les régions de Seraidi et de Chetaibi présentent des teneurs en
polyphénols et flavonoides totaux plus élevées comparativement a celles des régions de
Berrahal et d’El-Bouni (p<0,001). De méme, les extraits éthanoliques de la propolis de la
région de Seraidi sont plus riches en polyphénols et en flavonoides totaux, comparativement a
celles des autres régions (p<0,0001) ou les plus faibles teneurs ont été enregistrées,

notamment au niveau de la région d’El-Bouni.
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3. Analyse de P’activité antimicrobienne du miel et de la propolis des

différentes régions phytogéographiques a I’égard des bactéries

pathogénes transmises par les aliments.

L’évaluation des activités antimicrobiennes des miels et des extraits éthanoliques de la
propolis, provenant de différentes régions, a I’égard des bactéries pathogénes transmises par
les aliments a été réalisée selon la méthode de diffusion par disque sur gélose. Les resultats
obtenus sont mentionnés dans les figures 20 et 21.

16 -
aabb a abb aabb a abb

H Bacillus cereus
# Staphylococcus aureus
& Escherichia coli

H Pseudomonas aeruginosa

Zones d'inhibition (mm)

Régions

Seraidi Chetaibi Berrahal El-Bouni

Figure 20. Diamétres des zones d’inhibition (mm) de la croissance bactérienne par le
miel au niveau de chaque région phytogéographique.
(Pour chaque région, les différentes lettres indiquent des différences significatives entre les bactéries

p<0,05).
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Figure 21. Diameétres des zones d’inhibition (mm) de la croissance bactérienne par

I’extrait éthanolique de la propolis au niveau de chaque région phytogéographique.

(Pour chaque région, les différentes lettres indiquent des différences significatives entre les bactéries

p<0,05).

Les résultats montrent que les deux produits de la ruche, a savoir le miel et la propolis,
inhibent la croissance de 1’ensemble des bactéries testées et leurs activités antimicrobiennes
varient selon le type de bactérie et selon les régions phytogéographiques. Le miel et la
propolis présentent une activité antimicrobienne plus élevée a I’encontre des bactéries Gram+
(Bacillus cereus (IPA) et Staphylococcus aureus) comparativement aux bactéries Gram
(Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa). Les miels et les extraits éthanoliques de la
propolis récoltés dans les régions de Seraidi et de Chetaibi présentent des activités
antimicrobiennes plus élevées (p<0,001) comparativement a celles des régions de Berrahal et
d’El-Bouni.

Il. DISCUSSION

Les infections bactériennes sont la cause la plus fréquente d’intoxications
alimentaires. Plusieurs bactéries pathogenes sont transmises fréquemment par les aliments.
Avec le développement de la résistance bactérienne aux antibiotiques (Levy & Marshall,
2004), il ya un fort consensus, partagé aussi bien par les consommateurs que par les autorites
sanitaires, a propos de la volonté d’utiliser des produits naturels (Erkmen, 2008). Le miel est

de plus en plus apprécié pour son activité antibactérienne (Tan et al., 2009). La puissante
49



CHAPITRE II 9! !'lt%"

activité in vitro du miel contre les bactéries résistantes aux antibiotiques et les résultats

prometteurs obtenus lors de 1’application du miel sur des plaies (Simon et al., 2009) ont attiré
I’attention de nombreux chercheurs qui ont tenté de caractériser les pouvoirs bactéricides et
bactériostatiques du miel (Ndaisaba et al, 1993; Al-Somail et al, 1994; Wahdan, 1998; Al-
Waili, 2004; Chinakwe, 2006; Abd-Elaal et al, 2007; Molan et al, 2000; Subrahmanyam et al,
2001; Taormina et al, 2001 Mandal et al, 2010; DebMandal & Mandal, 2011; Ka¢aniova et
al., 2011; Alvarez-Suarez et al, 2013). Aussi, la propolis compte parmi les produits naturels
les plus convoités en raison de ses propriétés inhibitrices et thérapeutiques (kim & Chung,
2011; Silva et al., 2012). La propolis a attire beaucoup dattention ces dernieres années
comme ingrédient utile appliqué dans la médecine et les produits alimentaires.

Dans cette étude, les parameétres physico-chimiques des échantillons de miel prélevés
au niveau de Seraidi, Chetaibi, Berrahal et EI-Bouni ont été étudiés et les résultats ont montré
que ces parametres ne présentaient pas de différences en fonction des régions.

L'hygrométrie du miel est un facteur important contribuant a sa stabilité contre la
fermentation pendant le stockage; elle peut étre affectée par le climat, la saison et la teneur en
eau du nectar (Nanda et al., 2003; De Rodriguez et al., 2004; Finola et al., 2007; kucuk et al.,
2007; Al et al., 2009; Saxena et al., 2010). Les échantillons analysés ont montré des valeurs
d'’humidité s'étendant de 17,15 a 18,58% ce qui est en accord avec les resultats rapportés par
divers auteurs, notamment pour le miel marocain par Chakir et al., 2011 (14.64% - 18.59%) et
le miel algérien variant de 14 a 21% (Chefrour et al., 2007; Ouchemoukh et al,. 2007,
Benaziza-Bouchema et Schweitzer, 2010; Makhloufi et al., 2010; Bendeddouche et Dahmani,
2011) et également pour le miel tunisien dont I’humidité varie de 16 a 21,8% (Jilani et al.,
2008).

Le pH acide du miel renforce son activité antibactérienne car les bactéries ne peuvent
se multiplier dans un milieu acide (Bogdanov & Blumer, 2001; Assie, 2004; Tomczak, 2010;
Al-Waili et al., 2011). Tous les échantillons de miels examinés étaient acides avec des valeurs
de pH qui varient de 3,50 a 4,61. Ces valeurs sont semblables a celles précédemment
rapportées par certains auteurs, notamment pour les miels provenant de I'Inde, du Brésil, de
I'Espagne et de la Turquie, avec des valeurs de pH allant de 3,49 a 4,70 (Azeredo et al., 2003;
Saxena et al., 2010). Les valeurs du pH des miels algériens varient entre 3,49-4,43
(Ouchemoukh et al., 2007); 3,29-4,37 (Chefrour et al., 2009) et 3,70 et 4,00 (Khalil et al.,

2012).
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La conductivité électrique est un parametre qui montre une grande variabilité liée a

I’origine florale (Terrab & Heredia, 2004). Les valeurs de la conductivité électrique sont
également dans les limites variant entre 0,11 et 0,63 mS/cm. La conductivité électrique des
miels algériens est de 0,10 a 0,8 mS/cm (Benaziza-Bouchema & Schweitzer, 2010; Makhloufi
et al., 2010; Bendeddouche & Dahmani, 2011; Khalil et al., 2012).

La détermination des teneurs en cendres offre la possibilité de connaitre la teneur en
matiere minérale globale du miel (Silva et al., 2009). Ce paramétre dépend des
caractéristiques du sol, du climat et de la région d’origine du miel (White, 1978; Terrab et al.,
2004; Vanhanen et al., 2011). Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus pour les miels
algériens (0,09-0,54 %) par Ouchmoukh et al. (2007) ainsi que pour d’autres miels de
différentes origines (Al-Khalifa et al., 1999; Sahinler & Gul, 2004; Sudhanshu et al., 2010;
Algarni et al., 2012).

Nos résultats ont révélé une variabilité dans les teneurs des composés phenoligues en
fonction des régions. En effet, les miels et la propolis des régions de Seraidi et de Chetaibi
présentent les plus fortes teneurs en polyphénols et en flavonoides totaux comparativement a
celles des régions de Berrahal et EI-Bouni.

Les teneurs en polyphénols et en flavonoides totaux varient en fonctions des régions et
des pays. Dans cette étude, les teneurs en polyphénols totaux des miels varient de 92,14-
189,20 mg EAG/100g de miel. D’autres travaux en Algérie ont montré que les teneurs étaient
de 63,93- 95,36 mg EAG /100g de miel (Ahmed et al., 2013). Les teneurs des miels de la
Roumanie, de Burkina Faso, du Paraguay et de la Chine présentaient respectivement les
valeurs de 23-125 (Bobis et al., 2011); 32,59-114,75 (Meda et al., 2005); 125,17-176,50 (Vit
et al., 2009) et de 9,41-102,1 mg EAG/100g de miel (Dong et al., 2013). En outre, les teneurs
en flavonoides totaux obtenues dans nos échantillons varient de 44,56-95,94 mg EQ/100g de
miel. Des travaux antérieurs ont montré que les teneurs en flavonoides des échantillons de
miels d'Algérie étaient de 27,07-71,8 mg EQ/100g de miel (Khalil et al., 2012). Les teneurs
des miels de la Roumanie, du Venezuela et de I’Italie étaient respectivement de 38,96-65,98
(Bobis et al., 2011); 2,6-31 (Rodriguez-Malaver et al., 2009) et de 41,88-211,68 mg EQ/100g
du miel (Pichichero et al., 2009). Concernant la propolis, les teneurs en polyphénols obtenues
dans la présente étude sont de I’ordre de 100,90- 257,40mg EAG/g de propolis. Les données
dans la littérature ont montré que les teneurs des polyphénols de la propolis algérienne

étaient de 55-279 mg EAG/g de propolis (Boufadi et al., 2014); celles du Portugal variaient
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entre 151 et 329 mg EAG/ g de propolis (Leandro et al., 2008). Quant aux teneurs en

flavonoides de la propolis analysée dans cette étude, les valeurs sont de 58,99- 91,44mg EQ/g
de propolis. Les valeurs allant de 10 a 69mg EQ/g de propolis ont été précédemment
obtenues par Boufadi et al. (2014) pour des échantillons algériens et les valeurs de 12-78
(Mohammadzadeh et al., 2007) et de 8-188 mg EQ/g de propolis (Ahn et al., 2004) pour la
propolis en provenance de I’Iran et de la Chine respectivement.

Dans cette étude, les échantillons de miel et de la propolis ont montré une activité
antibactérienne contre toutes les bactéries examinées avec une activité antimicrobienne plus
prononcée a 1’égard des bactéries Gram+. Aussi, l'activité antimicrobienne du miel et de la
propolis varie selon leurs origines. Les échantillons de miel et de propolis de Seraidi et de
Chetaibi présentent une activité antimicrobienne élevée par rapport a celle de Berrahal et
d'EL-Bouni. Les propriétés physico-chimiques du miel ne semblent pas étre impliquées dans
la variation de I’activité antimicrobienne du miel puisque ces parameétres ne sont pas variables
en fonction des régions étudiées. Par contre, cette activité antimicrobienne est positivement
corrélée avec des valeurs €élevées des teneurs en polyphénols et en flavonoides totaux des
deux produits de la ruche. La diversité florale mellifere riche des deux régions (Seraidi et
Chetaibi) semble jouer un r6le important dans les teneurs des composés phénoliques,
influencant ainsi l'activité antimicrobienne de ces deux produits de la ruche.ll a été démontré
que les composés phénoliques influencent les propriétés pharmacologiques et biologiques du
miel (Khalil et al., 2011; Cimpoiu et al., 2012) et de la propolis (Gulgin et al., 2010). En effet,
grace aux propriétés antimicrobiennes de certains polyphénols, il est possible de développer
des conservateurs alimentaires et de nouvelles thérapies dans de nombreuses maladies
infectieuses en considérant la résistance microbienne face a certains traitements antibiotiques
(Daglia, 2012). D’autres propriétés telle que la capacité antioxydante des polyphénols est
utilisée dans I’alimentation pour lutter contre la peroxydation lipidique et ainsi permettre une
meilleure stabilisation des denrées alimentaires. Les polyphénols sont également préconisés
pour améliorer la stabilité de pigments de jus colorés, d’aromes alimentaires et rentrent dans
la composition de produits pharmaceutiques pour des utilisations par voie orale et des
cosmétiques pour des applications locales (Moure et al., 2001).

Concernant I’activité antibactérienne, nos résultats sont accord avec ceux de plusieurs
auteurs qui ont montré que les bactéries Gram positif sont plus sensibles a 1’effet de la

propolis (Tegos et al., 2002; Donadieu, 2008; Trusheva et al., 2010) et également a 1’effet du
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miel comparativement aux bactéries Gram négatif (Rahmanian et al., 1970; Wooton et al.,
1978; Yatsunami & Chigo, 1984; Jeddar et al.,1985; Bogdanov et al., 1987; Miorin et al.,
2003; Agbagwa & Frank-Peterside, 2010; Alvarez Suarez et al., 2010; Rahman et al., 2010;

Srisayam & Chantawannakul, 2010).

La faible sensibilité des bactéries Gram négatif a I’égard de 1'extrait éthanolique de la
propolis serait due a leur membrane externe qui empécherait le passage de la propolis (Tegos
et al., 2002) ou encore, au fait que la propolis contient beaucoup de constituants dérivés des
plantes qui sont sécrétés a 1’origine pour protéger les plantes contre les bactéries pathogénes
Gram positif la plupart du temps (Tegos et al., 2002). Selon Kim & Chung, 2011, I'action
antimicrobienne de la propolis peut étre attribuée aux effets bioénergétique de la membrane.
Les acides phénoliques et les composants flavonoides de la propolis désaccouplent la
transduction d'énergie de la membrane cytoplasmique qui méne a l'inhibition de la viabilité
bactérienne.

Les produits naturels, tels que le miel et la propolis, sont des agents antimicrobiens
prometteurs avec des applications potentielles dans les industries alimentaires pouvant

empécher la prolifération des bactéries pathogénes apportées par les aliments.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Cette these s’articule autour de deux volets relatifs aux abeilles et aux produits de la
ruche.

Le premier volet concerne I’impact des acaricides utilisés dans la lutte contre
I’infestation des abeilles par I’acarien ectoparasite Varroa destructor, sur la santé des abeilles
locales Apis mellifera intermissa.

Pour cela, des échantillons de miel et de propolis ont été recueillis au niveau des
colonies d’abeilles traitées par les acaricides, synthétique (le fluvalinate) et naturel (1I’acide
oxalique) et des colonies non traitées au sein d’'un méme rucher.

Le miel et la propolis provenant des colonies d’abeilles ayant été traitées par le
fluvalinate et I’acide oxalique montrent des teneurs en composés phénoliques et des activités
antimicrobiennes significativement réduites comparativement a celles des colonies d’abeilles
non traitées implantées au niveau d’un méme rucher.

Le fluvalinate et I’acide oxalique entrainent des effets négatifs sur la santé des abeilles.
Les miels et les extraits éthanoliques de la propolis des colonies d’abeilles traitées au
fluvalinate et a ’acide oxalique sont de moindre qualité. Les abeilles exposées aux acaricides
semblent étre moins compétitives et recueilleraient moins de résine et de nectar ce qui
explique les faibles teneurs en composés phénoliques dans leurs produits comparativement
aux deux produits de la ruche des colonies non traitées.

L’acide oxalique, bien qu’étant un acaricide naturel, est toxique pour les abeilles. Cette
toxicité est révélée, par des marqueurs enzymatique et histologique, suite a son application
topique sur les ouvriéres émergentes d’A.mellifera intermissa.

D’une part, I’augmentation de 1’activité spécifique de la Glutathion S-Transférase
(GST) est indicatrice de la mise en place d’un processus de détoxication suite a un stress
toxique causé par 1’acide oxalique. Cette augmentation de la GST est obtenue 24h apres
I’application de la forte concentration de 1’acide oxalique (20%) alors que les concentrations
préconisées dans le traitement anti-varroa (3,5% et 6%) n’ont déclenché que tardivement le
processus de la détoxication. Ce retard dans la mise en route de la détoxication augmenterait

le risque de mettre en péril la vie des abeilles.
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D’autre part, 1’acide oxalique, méme a faible concentration (3,5%), a provoqué des

altérations tissulaires au niveau de I’intestin moyen d’A.mellifera intermissa. Ces
dégénérescences cellulaires sont encore plus prononcées quand la concentration de 1’acide
oxalique est élevée (20%).

Le second volet concerne I’étude de 1’effet du miel et de la propolis, en tant que
produits naturels, sur 1’inhibition de la croissance microbienne des bactéries a 1’origine des
intoxications alimentaires. Les échantillons de miel et la propolis récoltés dans différentes
régions dans le nord-est Algérien (Seraidi, Chetaibi, EI-Bouni et Berrahal) inhibent la
croissance des quatre souches de bactéries (Bacillus cereus; Staphylococcus aureus;
Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa) transmises par les aliments. L’activité
bactériostatique de ces deux produits de la ruche est plus importante sur les bactéries Gram+
comparativement aux bactéries Gram-. Les activités antibactériennes des miels et des extraits
éthanoliques de la propolis sont également plus importantes au niveau des échantillons riches
en composés phénoliques. L’activité antibactérienne a I’encontre des souches testées varie en
fonction des régions phytogéographiques.

Les résultats de cette étude ouvrent la voie a la compréhension de la qualité de la
propolis et du miel et leur implication dans la santé individuelle et collective des abeilles et
¢galement de I’homme.

Le prolongement de ces travaux de thése pourrait se faire en tentant de déterminer la
composition chimique des composés phénoliques du miel et de la propolis (analyse
qualitative) et d’établir la relation entre la santé des colonies d'abeilles suite a 1’emploi des
acaricides et les compositions chimiques de leurs miels et de leurs propolis respectives.

Aussi, il serait aussi possible d’envisager une meilleure valorisation industrielle des
produits de la ruche, notamment en Algérie, visant I'utilisation de ressources naturelles, telle
que la propolis dans le domaine de 1’agro-alimentaire, de la pharmaceutique et de la

cosmétique.

55



RESUMES



RESUME gl! " l I

RESUME

L’impact de deux acaricides, synthétique (fluvalinate) et naturel (acide oxalique),

utilisés dans la lutte contre 1’acarien ectoparasite de 1’abeille: Varroa destructor, a été évalué
sur les abeilles locales Apis mellifera intermissa. Des échantillons de miel et de propolis ont
¢té prélevés au niveau d’un rucher situé dans le Nord-est Algérien (36°42°N7°50°E) a partir
de colonies d’abeilles traitées par le fluvalinate et par 1’acide oxalique et de colonies non

traitées ayant servi de témoins.

Les paramétres physico-chimiques du miel (hygrométrie; pH; conductivité électrique et
teneur en cendres) ont été mesures et les teneurs en polyphénols et en flavonoides totaux du
miel et de la propolis ont été dosées. L’activité antimicrobienne de ces deux produits de la
ruche a 1’égard de six souches bactériennes, Gram positif [(Bacillus subtilis (IPA); Bacillus
cereus (IPA);Staphylococcus aureus (ATCC 25923R)] et Gram négatif [(Escherichia coli
(ATCC 25922R); Klebsiella pneumoniae (IPA); Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27893R)]

et d’une souche fongique Candida albicans (IPA 549) a été eévaluée.

Les résultats obtenus ont montré que les activités antimicrobiennes ainsi que les
teneurs en polyphénols et en flavonoides totaux du miel et de la propolis sont faibles au
niveau des échantillons recueillis dans les colonies d’abeilles traitées par les acaricides
comparativement a celles des échantillons des colonies non traitées. L’absence de différences
significatives entre les parametres physico-chimiques des miels des deux types de colonies
d’abeilles confirme leur non implication dans la variabilité de 1’activité antimicrobienne
obtenue entre les échantillons des miels analysés et que cette variabilité serait plutdt en
relation avec la variabilité de leurs composés phénoliques. Le fluvalinate et 1’acide oxalique
ont un impact négatif sur la santé des abeilles, se répercutant sur la qualité et 1’activité
antimicrobienne de leurs produits. Les abeilles des colonies traitées aux acaricides
recueilleraient moins de nectar et de résine que les abeilles des colonies non traitées puisque

les teneurs en composes phénoliques de leurs miels et de leurs propolis sont moins élevées.

Aussi, I’application topique de I’acide oxalique, a différentes concentrations (3,5%, 6%
et 20%), sur les ouvricres d’A. mellifera intermissa nouvellement émergées a revélé des effets
toxiques de l’acide oxalique. Cette toxicité est exprimée par 1’induction de Dactivité
spécifigue de la Glutathion S-Transférase (GST), soit uniquement 24h aprés son

administration a forte concentration (20%) et, 48h apres pour les faibles concentrations. La
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mise en place tardive du processus de détoxication aux concentrations préconisées dans le

traitement anti-varroa (3,5% et 6%) risque d’étre plus néfastes pour les abeilles d’autant plus
que des altérations tissulaires de I’épithélium intestinal ont été observées suite a I’application

topique de 1’acide oxalique a 3,5% et a 20%.

L’évaluation de I’activité antimicrobienne du miel et de la propolis a I’égard de quatre
bactéries impliquées dans les intoxications alimentaires [Bacillus cereus (IPA),
Staphylococcus aureus (ATCC25923R), Escherichia coli (ATCC25922) et Pseudomonas
aeruginosa (ATCC27893R)] a été réalisée. Des échantillons de propolis et de miel ont été
prélevés dans différentes régions de I’Est Algérien: Seraidi (36°54'N, 7°37'E); Chetaibi
(36°59'N, 7°19' E); El Bouni (36°49'N, 7° 39'E) et Berrahal (36°50'N, 7°26'E). Les résultats
ont montré que la propolis et le miel échantillonnés au niveau des régions de Seraidi et de
Chetaibi, caractérisées par une richesse floristique mellifere diversifiée, présentent des
teneurs en polyphénols et en flavonoides totaux ainsi que des activités bactériostatiques plus
¢levées a I’égard des souches testées, comparativement a celles des régions d’El Bouni et de
Berrahal. Les activités antibactériennes des miels et des extraits éthanoliques de la propolis
sont plus importantes quand les teneurs en composés phénoliques sont élevées. Aussi,
I’activité bactériostatique des deux produits de la ruche est plus importante a I’encontre des
bactéries Gram+ comparativement a celle des bactéries Gram-. L’activité antibactérienne a

I’égard des souches testées varie en fonction des régions phytogéographiques.

Mots clés: Apis mellifera intermissa, Acaricides, Miel, Propolis, Composés phénoliques,
Activité antimicrobienne, Activité de la Glutathion S-Transférase, Histopathologie de

I’intestin moyen.
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ABSTRACT

The impact of two acaricides, the synthetic one (fluvalinate) and the natural one (oxalic
acid) used against the mite of the honeybee Varroa destructor was evaluated on the local
honeybees Apis mellifera intermissa. Samples of honey and propolis were collected at an
apiary located in the north-eastern Algeria (36°50'E, 42'N7°) from honeybee colonies treated

with fluvalinate, oxalic acid and untreated colonies used as controls.

The physico-chemical parameters of honey (humidity, pH, electrical conductivity and
ash content) were measured and the total polyphenol and flavonoid contents of honey and
propolis were measured. The antimicrobial activity of these two hive’s products against Six
strains of bacteria, positive Gram [(Bacillus subtilis (IPA), Bacillus cereus (IPA),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923R)] and negative Gram [(Escherichia coli (ATCC
25922R), Klebsiella pneumoniae (IPA), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27893R)] and a

fungal strain Candida albicans (APl 549) was evaluated.

The results obtained showed that the antibacterial activities and the total flavonoid and
polyphenol contents of honey and propolis are reduced in samples collected from honeybee
colonies treated with acaricides compared to the controls. The lack of significant differences
between the physicochemical parameters of the two types of honeybee colonies confirms their
no-involvement in the variability of the antimicrobial activity obtained between the honey
samples analyzed and that this variability is rather related to the variability of their phenolic
compounds. Fluvalinate and oxalic acid have a negative impact on bee health, affecting the
quality of their products.

Bee colonies treated with acaricides would collect less nectar and resin than untreated

ones since the levels of the phenolic compounds from their honey and propolis are lower.

Also, topical application of oxalic acid at various concentrations (3.5%, 6% and 20%),
on the newly emerged workers of A. mellifera intermissa showed toxic effects of oxalic acid.
The toxicity is expressed by the induction of Glutathione S-transferase (GST) activity 24
hours after its administration at high concentration (20%) and, after 48 hours at low
concentrations. This fact could be harmful for honeybees associated to the cells midgut

alteration observed after topical application of oxalic acid at 3.5% and 20%.
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The evaluation of the antimicrobial activity of honey and propolis against four bacteria

involved in food poisoning [Bacillus cereus (IPA), Staphylococcus aureus (ATCC25923R),
Escherichia coli (ATCC25922) and Pseudomonas aeruginosa (ATCC27893R)] was
performed. Samples of propolis and honey were collected from different regions of eastern
Algeria: Seraidi (36° 54'N, 7° 37'E) Chetaibi (36° 59'N, 7° 19 'E); El Bouni (36° 49'N, 7°
39'E) and Berrahal (36° 50'N, 7° 26'E). The results showed that propolis and honey sampled
in the regions of Seraidi and Chetaibi, by a rich floral diversity, have higher
total polyphenol and flavonoid contents and also higher bacteriostatic activity against the
tested strains as compared to those in the regions of EI- Bouni and Berrahal. The antibacterial
activities of honey and propolis are more important when the levels of phenolic compounds
are high. Also, the bacteriostatic activity of the two products of the hive are higher against
Gram + bacteria compared to that of Gram-bacteria. The antibacterial activity against strains

tested varies according to the phytogeographical regions.

Keywords: Apis mellifera intermissa, Acaricides, Honey, Propolis, phenolic compounds,

antimicrobial activity, Glutathion S-tranferase activity, midgut.
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Propolis is a natural product and
constitutes an alternative to chemical
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antimicrobial of propolis collected
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Objective: To evaluate the antimicrobial activity of propolis samples collected from different
regions of Algeria and their chemical composition.

Methods: The antibacterial activity of ethanolic extract of Algerian propolis against Bacillus
cereus (IPA), Staphylococcus aureus (ATCC25923R), Escherichia coli (ATCC25922) and Pseudomonas
aeruginosa (ATCC27893R) was evaluated by the disc diffusion method and determined as an
equivalent of the inhibition zones diameters after incubation of the cultures at 37 °C for 24 h. The
investigation of the polyphenol and flavonoid contents was done spectrophotometrically.

Results: The ethanolic extract of Algerian propolis samples inhibited the growth of all examined
microorganisms with the highest antimicrobial activity against the Gram—positive bacteria.
Polyphenol and flavonoids contents were variable, depending on the propolis samples and a
positive correlation between antimicrobial activity and chemical composition was observed.
Conclusions: Antimicrobial activity, polyphenol and flavonoid contents were variable, depending
on the propolis sample. The strong antimicrobial activity of Algerian propolis may be due to high
total phenolic and flavonoid contents and this study suggests potential use of propolis in foods.

KEYWORDS
Algerian propolis, Antimicrobial activity, Polyphenols, Flavonoid contents

1. Introduction

Bacillus cereus (B. cereus), Escherichia coli (E. coli) and
Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa)] have been

Bacteria are considered as one of the major causes of
serious and dangerous infections in human and animal.
Food-borne diseases caused by the consumption
of contaminated foods have a wide economic and
public health impact worldwide. Many pathogenic
microorganisms [Staphylococcus aureus (S. aureus),

reported as the causal agents of food—horne diseases(l.2].
A variety of different chemical and synthetic compounds
have been used as antimicrobial agents to inhibit bacteria
in foods but with the increase of bacterial resistance to
antibiotics, there is considerable interest to investigate
the antimicrobial effects of different natural products
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against a range of bacterial2].

Propolis is a resinous material that is collected by
honeybees from buds, leaves, bark, and exudates of several
trees and plantsi3]. It has been used both internally and
extemnally in traditional medicine. Propolis is an interesting
alternative to be considered in new applications of food
technology(1,2l. Propolis chemical composition is complex
and varies according to its botanical and phytogeographical
origin.5). In general, propolis in nature is composed of 30%
wax, 50% resin and vegetable balsam, 10% essential and
aromatic oils, 5% pollens and 5% various other substances,
including organic compounds and minerals(6-8]. Among
these organic compounds, we may find phenolic compounds
and flavonoids(3]. Propolis has attracted much attention in
recent years as an useful ingredient applied in medicine,
domestic products, and food products, since il possesses
various biological properties including antioxidant(9],
fungicidalls.19], and antimicrobial effects6.11-13]. The
antimicrobial effect of propolis is due to its components
that are mostly of phenolic nature, mainly flavonoids, as
the simple phenols, phenolic acids and polyphenols are
active antimicrobial agents(14. Numerous reports describe
the antibacterial properties of propolis but there has been
only limited research on antimicrobial activity of Algerian
propolis[15-191.

The present investigation was undertaken to evaluate
the antibacterial potential of ethanolic extracts of Algerian
propolis against a range of food—borne pathogenic bacteria
and it quantitative chemical composition with the possible
use as a natural antimicrobial agent in pharmaceutical or

food industries.

2. Materials and methods
2.1. Propolis samples and extracts preparation

Propolis samples were gathered from honeybee colonies
of the local strain Apis mellifera intermissa in four regions
of Annaba, Northeasten Algeria: Seraidi (S8P), Chetaibi (CP),
Berrehal (BP) and El-Bouni (EP). All the samples were
collected by using plastic nets in September and October
2012. The production of an ethanal extract of propolis (EEP)
was adapted from the method of Miorin PL ef al[20]. Propolis
samples were grounded and 30 g of propolis were dissolved
in 100 mL of 70% ethanol in tightly closed bottles with
periodic stirring at room temperature for 7 d. The mixture
is filtered twice and solutions were concentrated in a rotary
evaporator under reduced pressure at 40 °C. The residue

was dissolved in a minimal volume of ethanol and kept at
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room temperature in the dark until use.
2.2. Polyphenols of EEP

Total polyphenol contents in extract were determined
by the Folin—Ciocalteu colorimetric method21l. Extract
solution (0.5 mL) was mixed with 0.5 mL of the Folin—
Ciocalteu reagent and 0.5 mL of 75 mg/mL Na,CO,, after 1 h
of incubation at room temperature the characteristic blue
color developed. Absorbance of the clear supernatants
was measured at 725 nm. The total polyphenol content was
calculated based on a standard curve prepared using gallic
acid and expressed as milligrams of gallic acid equivalent

(GAE) per gram of sample.
2.3. Flavonoids of EEP

Total flavonoid contents in extract were determined by the
method of Woisky et all22]. To 0.5 mL of the extract solution,
0.5 mL of 20 mg/mL AlCl, ethanol solution was added. After 1
h at room temperature, the absorbance was measured at 420
nm. Total flavonoid contents were calculated as quercetin

(mg/g) {rom a calibration curve.
2.4. Antimicrobial activity test

Antimicrobial activity of propolis samples were
investigated by the disc diffusion methodi23]. The
antimicrobial screening was performed using Mueller—
Hinton agar. The bacteria tested were graciously provided
by Pasteur Institute of Algiers (Algeria) and included two
Cram—positive bacteria strains [B. cereus (IPA) and S. aureus
(ATCC 25923R)] and two Gram—negative bacteria strains [E.
coli (ATCC25922) and P. aeruginosa (ATCC 27893R)]. Extracts
of propolis were weighed under aseptic conditions in sterile
volumetric flasks, and dissolved with 70% sterile ethanol to
obtain 0.1 mg/mL extract concentration. Agar dise diffusion
method was employed for the determination of antimicrobial
activities of EEP. Suspensions of tested microorganisms
(0.5 McFarland scale) were spread into solid media plates.
Filter paper discs (6 mm in diameter) were impregnated
with 20 uL of each EEP sample and with ethanol (control)
and the inoculated plates were incubated at 37 °C for 24
h. Diameters of the inhibition zones were measured in

millimeters. All the tests were performed in triplicate.
2.5. Statistical analysis

The results are reported as mean+SD. One—way ANOVA

and Tukey post o multiple comparison tests were used
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to analyze data. P value less than 0.05 was considered as

significant difference.

3. Results
3. 1. Toial polyphenols and flavonoid contents

Total polyphenol and flavonoid contents of propolis
extract samples from the four regions of Algeria were
investigated (Table 1). Results showed that there was a
significant difference (P<0.0001) among total polyphenol

contents between the regions.
Table 1

Collection regions, tolal polyphenol and Mavonoid contents of propolis

exlracl.

Prepelis  Collection Total polyphenol* Flavonaid**
site Img GAESg of sample) imgfg of extract)
5P Seraidi 257.40£3.017 o1.44+4.42
cp Chetaibi 233,737,085 79.061.91"
BP Berrehal 215.40+11.08 £5.12+2.42°
EP El-Bouni 100.90+2.72° 58.99+2.49°

*: Tolal polyphenol conlenls were determined by the Folin—Ciocallau
method. Value is mean+SD. **: Flavonoid cantents were determined by
AlCL, coloration. Means with difierent supemseript lellers within a column
are signilicantly dilferent al P<0.05 (ANOVA lollowed by a post—hoc Tukey

Llesl).

Flavonoid contents were also evaluated in each extract
and results showed that there was significant difference
among flavonoid contents hetween the four regions
(P<0.0001y.

The total polyphenol content of the propolis studied
ranged between 100.90-257.40 mg GAE/g EEP. Propolis from
Algeria contained flavonoids at levels of 58.99-91.44 mgfy
of EEP, with the higher values observed in propolis from SP
and CP and lower in EEP from BP and EP.

3.2. Antibacterial activity assay

The dizsc diffusion method was used to determine the
inhibition zones of the different ethanolic extracts from
the four regions. The two Gram—positive and two Gram—
negative bacteria have been used. According to the resuls
in Figure 1, different EEP samples showed antibacterial
activity against all bacteria and the antimicrobial activity
varies according to the origin of the propolis. Also, the EEP
had a highly significant (P<0.0001) antimicrobial activity
for Gram-—positive bacteria comparatively to Gram-

negative bacteria.
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Since EEP wag used in thig study, the possible inhibition
by ethanol was also tested using 70% ethanol as a control.
No growth inhibition against the tested microorganisms was

observed suggesting the antimicrobial effect of propolis.
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Figure 1. Diameters of the zones of inhibition mmm) of the growth bacteria
tested according to the ethanclic extract of propalis.

[n our results, the antimicrobial activity of the ethanolic
extracts from the four regions varies according to the
origin of the propolis. The largest inhibitory zones of the
growth bacteria were noticed for the propolis of 3P and CP
which showed also the highest values of polyphenol and

flavonoid contents.

4. Discussion

In the present study, the total polyphenol and flavonoid
contents were evaluated and according to our results,
it is evident that the quantitative differences in thosze
compounds in propolis samples harvested in different
regions. Some authors studing propolis from different areas
also found quantitative differences in total phenols and
flavonoid contents. Data in the literature showed a larger
variability in polyphenol contents from different areas of
China: 43-302 mg/g>4), [ndia: 159-269 mg/gf25], Iran: 31-187
mg/gl2s], Portugal: 151-32% mg/ o127 and Algeriar 55-279 mg/
gll9l. [n Greek regions, polyphenol contents of propolis
were 80-338 mg/glsl. A larger variability in flavonoid
contents was shown in propolis collected in different
regions of [ran ranged from 12 to 78 mg/gl26]. According
to Ahn et al.28], the flavonoid content of propolis from
China is between 8 and 188 mg/g of propolis. Propolis from
Greece and Cyprus contained flavonoids at levels from
8.8 to 182.6 mg/g and flavonoid content of propolis from
Algeria ranged between 10-69 mg/g[6.19],

[n this study, the antimicrobial activity of propolis
was investigated. The EEP samples showed antibacterial
activity against all bacteria tested with high antimicrobial

activity against Gram positive bacteria. The antimicrobial
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activity of the EEP from the four regions varies according to
the origin of the propolis. The extract of 3P and CP had strong
antimicrobial activity. Strong antimicrobial activity of SP and
CP seemed to relate with high values of total polyphenol and
flavonoid contents. The presence of polyphenols has been
reported to be associated with valuable pharmacological and
biological properties of propolis29. Propolis from different
regions varied in its ability to inhibit the growth of bacteria
suggesting that botanical origin plays an important role
in influencing a propolis’s antimicrobial activity[9.28.3031],
1t has been indicated that phenolic acids and flavonoid
components of propolis uncouple the energy transducing
cytoplasmic membrane which leads to the inhibition of
bacterial viability. The antimicrobial action of propolis may
be attributed to these effects on the bioenergetic status of
the membrane(32].

Natural products are promising natural antimicrobial
agents with potential applications in pharmaceutical or food
industries for controlling the pathogenic bacteria. The strong
antibacterial effects of Algerian propolis against foodborne
pathogens such as B. cereus and S. aureus suggests
potential as a food preservative against pathogenic food—
related microorganisms. Other research will be pursued
to determine the plant origin of Algerian propolis and its

qualitative chemical composition.
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Comments

Background

Bacteria are considered as one of the major causes of
serious and dangerous infections in human and animal.
Food—borne diseases caused by the consumption of
contaminated foods have a wide economic and public health

impact worldwide.

Research frontiers
Numerous reports describe the antibacterial properties of
propolis. Information regarding the antimicrobial activity of

Algerian propolis are scarce.

Related reports
The methodology in this work was based on standard
methods. Extraction of propolis was made according

to Miorin et al. (2003). Total polyphenol contents were
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determined colorimetrically (Singleton et al. 1999), while
total flavonoids were quantified following the procedure
of Woisky and Salatino (1998). Finally the antimicrobial
bioassays were conducted according to Bauer ei al. (1966).
They are related reports dealing with propolis from diffrent
countries such as El-Bassiony et al. (2012), Kosalec et al.
(2004), Seidel et al. (2008), Dias et al. (2012).

Innovations & breakthroughs

The antimicrobial activity of propolis has been
effectively established against an extensive spectrum of
microorganisms. It differs depending on the type of propolis.
To date, only limited studies on antimicrobial activity of

Algerian propolis has been reported.

Applications

The strong antibacterial effects of Algerian propolis against
foodborne pathogens such as B. cereus and S. aureus suggest
potential as a food preservalive against pathogenic food—

related microorganisms.

Peer review

Propolis is a natural product and constitutes an alternative
to chemical compounds in medicine and foods. The
study aimed evaluation of the antimicrobial of propolis
collected from different regions of Algeria. Bioassays were
conducted according to conventional procedures. Results
evidenced a strong antibacterial activity correlated with
chemical composition of propolis and suggest its potential
use in foods. The paper ig good, and adequately describes

its purpose. Results and discussion are well written .
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Abstract: The purpose of the study was to characterize the physicochemical properties and the antibacterial activity
of honey samples collected from different sites of Northeast Algeria. The antibacterial activity of honey against
Bacillus cereus (IPA), Staphyilococeus aureus (ATCC25923R), Escherichia coli (ATC(C25922) and Pseudomonas
aeruginosa (ATCC27893R) was evaluated by the disc diffusion method and determined as an equivalent of the
inhibition zones diameters after incubation of the cultures at 37°C for 24 h. The moisture content, pH, Electrical
conductivity and Ash were measured and the investigation of the polyphenol and flavonoid contents were done
spectrophotometrically in each honey sample. Results showed that Algerian honey inhibited the growth of all
examined microorganisms with the highest antimicrobial activity against the Gram positive bacteria.
Physicochemical parameters were similar between the honey samples collected from different sites and polyphenol
and flavonoid contents were variable, depending on the honey samples. The strong antimicrobial activity of Algerian
honey may be due to high total phenolic and flavonoid contents and this study suggests potential use of honey in

foods.
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INTRODUCTION

Microbial infections are the cause of a large burden
of diseases and bacteria are listed in the first position
among the common microorganisms responsible for
opportunistic diseases. Therapy of bacterial infections
1s a frequent problem due to the emergence of bacterial
strains resistant to numerous antibiotics (Ahmed et al.,
2013). Food-bome diseases caused by the consumption
of contaminated foods have a wide economic and
public health impact worldwide. Many pathogenic
microorganisms  (Staphylococcus  aureus, Bacillus
cereus, Eschevichia coli and Pseudomonas aeruginosa)
have been reported as the causal agents of food-borne
diseases (Erkmen, 2008; El-Bassiony et al, 2012). A
variety of different chemical and synthetic compounds
have been used as antimicrobial agents to inhibit
bacteria in foods. There is great interest in controlling
the growth or eliminating foodborne pathogens using
natural antimicrobials (Taormina et al., 2001).

Honey, a natural product formed from nectar by
honeybees, has attracted much attention in recent years
as an useful ingredient applied in medicine (Mandal
et al, 2010; DebMandal and Mandal, 2011; Alvarez-
Suarez et «l, 2013). Honey possesses biological
properties including antioxidant (Erejuwa et al., 2010),
fungicidal (Koc et al, 2011), anti-inflammatory
(Kassim ef al., 2010), reproductive (Mohamed et al.,
2012; Zaid et al., 2010), hypoglycemic (Erejuwa et al.,
2010) and antibacterial effects (Tan et al, 2009)
Numerous reports describe the antibacterial properties

of honey but there has been only limited research on
antimicrobial activity of Algerian honey (Ouchemoukh
etal., 2010; Ahmed et al, 2011, 2012).

Antimicrobial activity of honey varies greatly with
processing and origin, depending on the natural
vegetative flowers blooming in different seasons and in
different places (Tan et af., 2009, Manyi-Loh et al.,
2011). The healing effect of honey could be due to
various physical and chemical properties (Snow and
Manley-Harris, 2004). The floral source of honey plays
an important role on its biological properties
(Bogdanov, 2002; Molan, 2002). An extensive review
of the antimicrobial activity of honey showed it to be
derived from high sugar content low water content,
acidity, the generation of hydrogen peroxide on dilution
(Kacaniova et al., 2011; Hegazi and Abd Allah, 2012;
Mistry and Shah, 2013) and phytochemical components
(Snow and Manley-Harris, 2004; Kwakman and Zaat,
2012), aromatic acids and phenolic compounds
(Alvarez-Suarez et al., 2010).

The present investigation was undertaken to
evaluate the antibacterial potential of Algerian honey
against a range of food-borne pathogenic bacteria and
its physico-chemical properties.

MATERIALS AND METHODS

Honey samples and preparation: Honey samples
were gathered from honeybee colonies of the local
strain Apis mellifera intermissa in four sites of Annaba,
in  Northeast Algeria;  Seraidi  (36°54'39.92"N,
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7°3736.24"E), Chetaibi (36°59'41 47"N,7°19'30.29"E),
Berrehal (36°50'16.89"N, 7°26'56.51"E) and El-Bouni
(36°49'35.92'"N,7°39'51.45"E) and designed as SH,
CH, BH and EH respectively. The four sampling sites
belong to the same climatic level (sub-humide). Seraidi
and Chetaibi are located far from road traffic and
presented a rich floral diversity as compared to
Berrehal and El-Bouni. All the samples were collected
in september 2013 from the nests using sterile syringes,
stored in dark glass bottles at room temperature.
Initially, the honeys were subjected to sterilization by
y-irradiation at a dose of 25 kGy (Molan and Allen,
1996).

Physicochemical analysis: The determination of
moisture  (AOAC, 1990) was ascertained by
refractometry. All measurements were performed at
20°C, after waiting for 6 min for equilibrium and
obtaining the corresponding % moisture from the
refractive index of the honey sample by consulting a
standard table for the purpose (Zerrouk et af., 2011).

The pH value was determined in a solution
containing 10 g of honey in 75 mL of distilled water.
Determination of pH was done with pH-meter mode
(AQAC, 1990).

Honey Electrical conductivity was determined by
conductimetric assay from a solution containing 10 g of
honey in 75 mL of distilled water (Sancho et al, 1992).

Ash content was indirectly determined using the
measured Electrical conductivity and applying the
following equation:

X1=(X2-0.143) /1.743

where,

X1 = Ashvalue

X2 = Electrical conductivity in mS/cm at 20°C (Piazza
etal., 1991)

All physicochemical tests were performed in
triplicate.

Polyphenols of honey: Total polyphenol contents of
honey were determined by the Folin-Ciocaiteu
colorimetric method (Singleton ef al, 1999; Vit et al.,
2009). Honey sample (0.1 mL) was mixed with 0.5 mL
of the Folin-Ciocalteu reagent and 0.5 mlL of 7.5%
(w/v) Na,COj; and the reaction was kept in the dark for
1h, after which the absorbance was read at 725 nm. The
total polyphenol content was calculated based on a
standard curve prepared using gallic acid and expressed
as milligrams of gallic acid Equivalent (GAE) per 100
g of sample.

Flavoneids of EEP: Total flavonoid contents in honey
were determined by the method of Woisky and Salatino
(1998) with minor modifications (Vit et al., 2009). To
0.1 mL of the honey sample solution (10% w/v), 0.5
mL of 20 mg AICl;/mL ethanol 96% (v/v) solution was
added. After 1h at room temperature, the absorbance

was measured at 420 nm. Total flavonoids are
calculated as mg quercetin equivalents QE/100 g honey
from a calibration curve.

Antimicrobial activity test: Antimicrobial activity of
honey samples were investigated by the disc diffusion
method (Baver et al, 1966). The antimicrobial
screening was performed using Mueller-Hinton agar.
The bacteria tested were graciously provided by Pasteur
Institute of Algiers (Algeria) and included two Gram-
positive bacteria [Bacillus cereus (IPA): Staphylococcus
aureus (ATCC 25923R)] and two Gram-negative
bacteria [Escherichia coli (ATCC25922), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27893R)] strains. Agar disc
diffusion method was employed for the determination
of antimicrobial activities of Algerian honey.
Suspensions of tested microorganisms (0.5 Mac
Farland scale) were spread into solid media plates.
Filter paper discs (6 mm in diameter) were impregnated
with 20 pL. of each honey sample and with distilled
water (control) and the inoculated plates were
incubated at 37°C for 24 h. Diameters of the inhibition
zones were measured in millimeters. All the tests were
performed in triplicate.

Statistical analysis: The results are reported as
meantstandard deviation (m+SD). One-way ANOVA
and Tukey post hoc multiple comparison tests were
used to analyze data. P value less than 0.05 were
considered significant.

RESULTS

Physicochemical parameters: The results of the
analysis of quality parameters, such as moisture, pH,
Electrical  conductivity and Ash content are
summarized in Table 1. There were no significant
differences (p=>0.05) in all physicochemical parameters
between honey samples of different sites. Moisture is a
parameter related to the maturity degree of honey and
temperature. In the present study, moisture values are
between 17.88 and 18.38% and all the Algerian honeys
analyzed were found to be acidic in character. Their pH
values ranged from 3.77 to 4.6 (Table 1). The Electrical
conductivity (mS/cm) in honey samples, varied in the
range of 0.29 to 0.41 and the Ash content is generally
small and its values were ranged from 0.08 to 0.15%.

Total polyphenol and flavenoid contents: Total
polyphenol and flavonoid contents of honey samples
from the four sites of Algeria were investigated
(Table 2). Results showed that there was a significant
difference between the sites for total polyphenol
contents (F = 1648, df = 3, p<0.001) and also for
flavonoid contents (F = 15.42, df = 3, p<0.001).

The total polyphenol contents of honey studied
were ranged between 92.14 to 189.2 mg GAE/100 g of
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Table 1: Collection sites and physicochemical parameters of honey samples; Data are expressed as means+SD

Honey Collection site Moisture content (%) pH Electrical conductivity(mS/cm) Ash (%)

SH Seraidi 17.88+0.22% 3.77+0.05% 0.36+0.06° 0.1240.03*
CH Chetaibi 17.94+0.63* 3.83+0.05* 0.29+0.05* 0.08+0.03*
BH Berrehal 18.24+0.60° 3.89+0.18° 0.38+0.11° 0.14+0.06*
EH El-Bouni 18.38+0.51* 4.6+0.08" 0.41+0.02* 0.15+0.01*

Means with the same superscript letters within a column are not significantly different (p=0.05)

Table 2: Total polyphenol and flavonoid contents in honey samples

Honey Total polyphenol* (mg GAE/100 g of honey) Flavonoid** (mg EQ /100 g of honey)
SH 189.2+16.01* 95.94+5.97*
CH 131.3+13.64° 69.99+7.36"
BH 99.03+3.97°° 64.47+1.39"
EH 92.14+5.23° 44.56+3.88°

#: Total polyphenol contents were determined by the Folin-Ciocalter method; Value is meantstandard deviation; **: Flavonoid contents were
determined by AICl; coloration; Means with different superscript letters within a column are significantly different at p<0.05 (ANOVA followed

by a post-hoc Tukey test)

Sites

B Bacillus cereus
Staphylococcus aureus

® Escherichia coli

B Pseudomonas aeruginosa

Fig. 1: Diameters of the zones of inhibition {(mm) of the growth bacteria tested according to the honey samples

honey. Honeys also contained flavonoids at levels of
44.56-95.94 mgQE/100 g of honey, with the higher
values observed in honey samples from Seraidi and
Chetaibi sites.

Antibacterial activity assay: The disc diffusion
method was used to determine the inhibition zones of
the different honey from the four sites. The two Gram
positive and two Gram negative bacteria have been
used. According to the results in Fig. 1, different honey
samples showed antibacterial activity against all
bacteria with the highest antibacterial activity against
the Gram positive bacteria.

In our results, the antimicrobial activity of honey
from the four sites varies according to the origin of the
honey. The largest inhibitory zones of the growth
bacteria were noticed for the honey of Seraidi and
Chetaibi sites which showed also the highest values of
polyphenol and flavonoid contents.

DISCUSSION

In the present study, the analysis of some
parameters of Algerian honey, such as moisture, pH,
Electrical conductivity and Ash content was evaluated.
Moisture values were within the values found in
Moroccan honeys by Chakir et al (2011) (14.64-
18.59%) and Tetrab et al. (2003) (14.5-23.6%). The
moisture content of honey depends on various factors
such as harvesting season, degree of maturity reached
in the hive and climatic factors (Finola ez af., 2007).
Also, the moisture content of honey is a highly
important factor contributing to its stability against
fermentation and granulation during storage (Al et a/.,
2009; Saxena et al., 2010).

In general, honey is acidic in nature, irrespective of
its variable geographical origin. The pH values of
Indian, Morocco, Argentinean honeys and Saudi
honeys, have been found to vary between 3.7 to 4.4,
3.91 to 4.93, 3.25 to 3.32 and 3.48 to 6.06, respectively
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(Azeredo ef al., 2003; Ouchemoukh ef al., 2007). This
parameter is of great importance, during extraction and
storage of honey, as it influences the texture, stability
and shelf life of honey (Terrab et al., 2004). The values
obtained in this study were similar to those previously
reported for other honey samples from India, Brazil,
Spam and Turkey, which were reported to have pHs
between 3.49 and 4.70 (Azeredo ef al., 2003; Saxena
et al., 2010). The pH values of Algerian honey samples
previously reported were ranged from 3.49 to 4.43
{(Ouchemoukh et ai., 2007), 3.29 to 4.37 (Chefrour
etal, 2009) and 3.70 to 4.00 (Khalil et ai., 2012).

A linear relationship is known to exist between the
electrical conductivity and the Ash content. Similarly, a
correlation has been found between the electrical
conductivity and Ash content for some Algerian honeys
(Ouchemoukh et al., 2007, Khalil et al., 2012). The
electrical ~ conductivity shows great variability
according to the floral origin and is important for
differentiating honeys of different floral origin (Terrab
et al., 2004). Ash content is a parameter that has been
associated with botanical and geographical origins of
honey samples. The Ash content in honey is generally
small and depends on nectar composition of
predominant plants in their formation (Adams et al,
2008). Our results are in agreement with those of some
authors (Al-Khalifa and Al-Arnify, 1999, Sudhanshu
etal,2010).

Polyphenols are an important group of compounds
which influence the appearance and the functional
properties of honey (Khalil ¢t al., 2011; Cimpoiu et al,
2012).

The total polyphenolic and flavonoid content of
honey samples has been determined in different
countries. Dong et al. (2013) has reported that total
phenols in Chinese honey were 941 to 102.1 mg
GAE/100 g and in Romanian honey samples, values
were 23.0-125.0 mg GAE/100 g (Al ef al., 2009; Bobis
etal, 2011). Total phenols of Burkina Faso honey were
32.59-114.75 mg GAE/100 g (Meda et al., 2005) while
in Paraguay, it varied between 125.17 and 176.50 mg
GAE/100 g honey (Vit et al., 2009). For Indian and
Croatian honeys, the phenolic content ranged from 48
to 99 and 31.72 to 80.11 mg GAE/100 g, respectively
(Saxena et al., 2010; Krpan et al., 2009). Total phenols
of Algeria were 63.93 - 95.36 mg GAE /100 g (Ahmed
etal,2013).

The concentration and type of polyphenolic
substances depend on the floral origin of honey and are
major factors responsible for biological activities
(Bobis et al, 2010, Marghitas et al, 2010), including
antimicrobial activities (Al-Mamarya et al., 2002).
Also, flavonoid contents in Romanian honey samples
were 38.96-65, 98 mg QE/100 g of honey (Bobis ef al.,
2011). In samples from Venezuela, flavonoid content
were ranged from 2.6 to 31.0 mg QE/100 g of honey
(Rodriguez-Malaver et al, 2009) and Socha et al.

(2009) has reported that total flavonoid content ranged
from 6.9 to 28.5 mg QE/100 g. Total flavonoid contents
varied from 41.88 to 211.68 mgQE/kg of Ttalian honeys
(Pichichero ef al., 2009) and flavonoids varied between
2.52-27.21 mgQE/100 g for honey samples of Nigeria.
Flavonoid contents were ranged between 27.07-71.78
mg/kg of honey in sample from Algeria (Khalil et al.,
2012).

In this study, the antimicrobial activity of honey
was investigated and showed antibacterial activity
against all bacteria tested with high antimicrobial
activity against Gram-+tbacteria. The antimicrobial
activity of the honey from the four sites varies
according to the origin of the honey. The honey
samples of Seraidi and Chetaibi had strong
antimicrobial activity as compared to those from
Berrehal and El-Bouni. This strong antimicrobial
activity is related with high values of total polyphenol
and flavonoid contents in SH and CH. The rich floral
diversity of the two sites (Seraidi and Chetaibi) seems
to play an important role in polyphenol and flavonoid
contents, influencing the honey s antimicrobial activity.
In fact, honey from different regions varied in its ability
to inhibit the growth of bacteria suggesting that
botanical origin plays an important role in influencing a
honey's antimicrobial activity (Taormina et al., 2001,
Alvarez-Suarez et al., 2010, Silici ef al. 2010, L
et al., 2013). The total content of phenolic compounds
is dependent on the botanical source of honey and its
collection region (Socha e al., 2009).

Natural  products are  promising  natural
antimicrobial agents with potential applications in
pharmaceutical or food mndustries for controlling the
pathogenic bacteria. The strong antibacterial effects of
Algerian honey against foodborne pathogens such as B.
cereus and S. aqureus suggests potential use as a food
preservative against  pathogenic food-related
microorganisms. Other research will be pursued to
determine the plant origin of Algerian honey and its
qualitative chemical composition.
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