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L’abeille (apis mellifera) est un insecte social hyménoptére vivant en colonies qui
contiennent la reine, les faux bourdons et les ouvrieres (Fert, 2010). Les abeilles font partie
depuis des millénaires de la culture et du patrimoine humain, et elles sont donc essentielles au
maintien d’une biodiversité végétale, tres importante pour I’humanité, car sans elles, pas de
grains, pas de fruits et pas de reproduction possible pour une grande majorité de plantes, elles
rendent un service écologique précieux et indispensable (David Paterson, 2008).

L’importance des abeilles ne réside pas seulement dans le fait qu’elles sont des insectes

pollinisateurs, mais également, ses produits précieux ( miel, gelée royale, pollen, propolis, cire et
méme le venin...) qui ont un impact positif sur la sant¢ humaine grace a leur richesse en
composés phénoliques (notamment les flavonoides), en minéraux, en vitamines (Bacher,2008).
Les produits de la ruche sont depuis des millénaires exploités par I'homme. lls sont issus de
substances naturelles, produits par les abeilles. Leurs utilisations assurent un bon marché et
représentent un revenu d’appoint pour I’apiculteur. (Bogdanov, 2016).
Le venin est ’arme de défense ultime de I’abeille, des ouvriéres gardiennes sont postées a
I’entrée de la ruche (Domerego & Blanchard, 2005). Le venin posséde un pouvoir énergétique
grace a sa composition élevée en glucides (Cousin, 2014), et plusieurs effets thérapeutiques
(activité antioxydant, action cicatrisante, anti-inflammatoire, antifongique, antibactérienne et
autres...) (Gharbi, 2011).

Compte tenu de toutes ces considérations, le présent travail a été concu pour étudier les
propriétés antioxydants et l'activité antibactérienne de venin obtenus & partir de 02 sources

1
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différentes : locale de la région de BATNA et étrangére commercialisé d’origine égyptienne, et
d’exploiter ses vertus. Dans le but de :
v" Valoriser un sous-produit de la ruche
v' D’établir sa carte d’identité en déterminant ses activités biologiques donc ses axes
d’utilisations sur une base scientifique
v Comparer le produit (venin) Algérien aux produits commercialisés d’origines différents,
afin d’évaluer et d’améliorer la production locale
v' Mettre a la disposition des populations d’un produit naturel, présentant une activité
thérapeutique inestimable
Notre document sera donc composé de deux parties, initié par une recherche bibliographique sur
un abrégé de I’histoire et 1’étymologie de I’abeille et les produits de la ruche en particulier le
venin, ainsi que son utilisation au cours des siecles, sa composition et ses activités biologiques
(antioxydant et antibactérienne).
La partie pratique est subdivisée en deux chapitres, le premier chapitre présente les méthodes et
les techniques utilisées pour la réalisation de ce travail et Le deuxieme chapitre élucide :
v' Evaluation des activités antioxydants par test au DPPH ;
v Etude de I’activité antibactérienne des extraits de venin contre six souches bactériennes
de référence par la méthode de diffusion sur disque ;
Enfin, les deux chapitres discutent les résultats obtenus dans cette étude.
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1. L’abeille
1.1 Description :

Insecte social vivant dans une ruche et produisant le miel et la cire (L'abeille est, avec le ver
a soie, le seul insecte domestiqué par I'nomme) (Lambrechts et al., 2006).

IIs sont apparus il y a 45 millions d’années nettement avant 1’homme (Daniel, 1983).
Cependant certains paléontologues découvrirent leurs fossiles dans les ambres de la baltique
depuis plus de 60 million d’années (Winston, 1993).

Toutes les abeilles vivent exclusivement en Asie sauf Apis mellifera, dont 1’aire de répartition
est bien plus étendue. Son aire de répartition naturelle recouvre aussi I’Europe: I’Afrique et le
Proche Orient, mais suites aux importations dues notamment aux migrations humaines, Apis
mellifera est actuellement présente dans le monde entier (Bertrand, 2013). L’abeille
Algérienne appartenant a la lignée africaine est représentée en Algérie par deuxraces: Apis
mellifera intermissa (Buttel Reepen, 1906) et Apis mellifera sahariensis (Baldensperger,
1923). La premiere est la plus répandue et son aire de répartition s’étend le long de 1’ Afrique du
nord : Maroc, Tunisie et Algérie (Cornuet & al., 1988).

1.2. Classification :
Embranchement : Arthropode
Sous embranchement : Mandibulates
Classe : Insect

Sous-classe : Pterygota
Ordre : Hymenoptera
Sous-ordre : Apocrita
Section : Aculeata

Sup famille : Apoidea
Famille : Apidae

Genre : Apis

N N N N N O NN

Espece : Apis mellifera (Buttel Reepen, 1906).
1.3. La morphologie de P’insecte :

Les abeilles sont des animaux qui possedent un corps segmenté (Albouy & le Conte, 2014)
avec une cuticule qui entoure tout leur corps. Cette membrane externe de chitine dure est
recouverte de poils, et forme un exosquelette en trois parties : La téte, le thorax et I’abdomen (Le
Conte, 2011).
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Figure0l. La Morphologie de I’abeille (i).
1.3.1. La téte :

La téte est une capsule ovoide qui présente extérieurement deux antennes et les piéces
buccales. Elle porte les principaux organes des sens et renferme un cerveau d’un volume
important, ainsi que des glandes hypophrygiennes, labiales et mandibulaires (Clement, 2011).
1.3.2. Le thorax :

Situé entre la téte et I’abdomen (Clément, 2011). Il est composé de 7 segments qui sont
reliés entre eux par une membrane souple Le premier segment est rétréci et permet la jonction
de I’abdomen au thorax. Chaque segment abdominal est muni de deux parties sclérifiées, le
tergite en position supérieure et le sternite en position inférieure qui sont reliées entre elles par
une fine membrane inter-segmentaire. Leur systéme nerveux se situe au niveau du ventre, donc
en position inférieure par rapport aux autres appareils viscéraux. (Cousin, 2014).

1.3.3. L’abdomen :

Comprend sept segments relies entre eux par une membrane inter segmentaire et formés

chacun d’une partie supérieure, le tergite, et inferieure, le sternite.
L’abdomen contient une grande partie du systéeme respiratoire trachéen, le systeme digestif et
reproducteur, et I’organe venimeux pour les reines et les ouvrieres (Clément, 2011).
1.4. Les trois castes existantes au sein d’une ruche :
Une colonie d'abeille se compose d'une reine, d'ouvrieres et de faux-bourdons.
1.4.1. Lareine:

La reine se différencie des autres individus de la ruche par la grande taille de son abdomen,
son poids plus élevé et ses ailes plus courtes apres la fecondation. Durant son stade larvaire, elle
consomme uniquement de grandes quantités de gelée royale pendant environ 4 a 6 jours lui
permettant d’atteindre un poids variant entre 178 et 292 mg a I’age adulte (Winston, 1993). Une

semaine apres sa naissance, la reine s’accouple une seule fois avec 6 a 30 males durant un vol
5
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d’accouplement, elle stocke le sperme dans un organe spécialisé appelé spermathéque. La reine
peut pondre jusqu’a 2000 ceufs fécondés par jour, ils sont issus de péres différents donnant
naissance a une fratrie qui permet d’augmenter la diversité génétique de la colonie (Oldroyd et
al., 1995). La reine a aussi une fonction de cohésion dans la colonie par la sécrétion de
phéromones (Pankiw et al., 2004) ; son temps de vie estde 1 a 5 ans.

1.4.2. Lesouvriéres:

Les petites abeilles, tres agressives de couleur jaunatre, elles sont appelées des ouvrieres
(Bacher, 2008), elles sont les plus nombreuses de la famille d’abeilles, Les ouvrieres realisent
tous les travaux de la ruche suivant les saisons, les circonstances et le développement de leurs
glandes. Le poids des ouvriéres varie fortement en fonction de la race, du nombre, de 1’age des
nourrices et de la disponibilité de nourriture. Elles pesent entre 81 et 152 mg (Winston, 1993).
semble influencée par le temps de vol et par ’activité de nourrice (Neukirch, 1982) ( Smedal et
al., 2009). Ainsi, durant la période d’activité de mai a septembre, les abeilles ont un temps de
vie moyen de 15 & 30 jours avec un maximum enregistré de 70 jours. Durant I’hiver, les
ouvrieres ont un temps de vie beaucoup plus long pouvant aller jusqu’a 8 mois (243 jours).
(Fluri, 1994).

1.4.3. Les faux bourdons :

Les males, aussi appelés faux-bourdons, pesent entre 196-225 mg. lls sont plus grands, plus
larges et plus lourds qu’une ouvriére et ne possedent pas de dards (Winston, 1993). Ils jouent un
role principalement dans la reproduction et peuvent également participer a la ventilation en cas

de forte chaleur (Belzunces et al., 1996).
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Figure 02. Schéma des trois castes de 1’abeille (Rasolofoarivao, 2014).
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1.5. Le Role de I’abeille

1.5.1. Dans la pollinisation :

Pour dire a quel point I’abeille domestique est précieuse, il suffit de rappeler qu’une majorité
de plantes a fleurs sont partiellement ou totalement polonisées par elle, en effet, les abeilles
constituent un élément clef de 1’écosystéme par son réle de pollinisateur (Ollerton et al., 2011).
1.5.2. Rble économique :

En butinant a la recherche de nectar et de pollen, ’abeille participe activement a la
pollinisation de flore sauvage : aubépine (Crataegus oxyacantha), églantier (Rosa canina), sorbier
(Sorbus domestica) mais egalement des plantes cultivées, favorisant ainsi leur reproduction et
améliorant les récoltes (Toullec, 2008). Ce qui influence sur la production des différents produits
de la ruche induisant une amélioration dans le secteur économique et méme agricole.

1.5.3. Role écologique :

L’abeille peut également étre utilisée comme bio indicateur de la santé de 1’écosysteme dans
lequel elle évolue. L’état de I’environnement ainsi que 1’état physiologique des abeilles a été
démontrée par différents auteurs vue que I’utilisation des pesticides I’'un des premier facteurs
affectant sur leur disparition (Celli et al., 2002 ; Toullec, 2008 ; Nabti, 2015). Cette cénobitique
influence aussi sur la qualité du venin.

1.6. La communication entre les abeilles :
1.6. 1. Les phéromones, messagers chimiques :

L’abeille dispose d’un véritable panel de substances qui appartiennent a diverses familles
chimiques (alcools, acides, cétones, esters entre autres) et qui lui permettent de communiquer.
On les distingue en fonction de la réponse qu’elles engendrent :

1.6.1.1. Les phéromones incitatrices : qui déclenche des réponses comportementales, regroupent

entre autres les phéromones d’attaque, d’attraction sexuelle, d’agrégation et de marquage de
piste.
1.6.1.2. Les phéromones modificatrices : qui modifient la physiologie des congéneres, sont

représentées par deux phéromones (toutes ne sont sans doute pas découvertes).

1.6.1.3. La phéromone royale ou acide 9-hydroxy-2-décénoique : qui influe sur le taux d’hormone

juvénile des nourriciéres qui vont étre poussées a partir butiner.

1.6.1.4. La phéromone de couvain ou acide 9-céto-2-décénoique aux roles diverses :

- inhibe le développement des ovaires des ouvriéres
- inhibe la construction de cellules royales
- stimule les glandes hypo-pharyngiennes des ouvriéres- attire les jeunes abeilles

- influe sur I’attraction sexuelle des males (Jean-Pros, 2005).
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1.6.2. La danse des abeilles :

Elle permet la transmission des informations sur la localisation et 1’abondance de la source
de nectar et de pollen. Il semblerait que chaque race d’abeille posséde sa propre langue en dépit
de certaines ressemblances entre les danses. Autant de danses comme autant de langages
développés au fil du temps. Décrite pour la premiére fois en 1927 par Karl VVon Frisch, la danse
de I’abeille est possible grace a de la magnéetite Fe304 présente dans cellules des corps gras de
I’abdomen de 1’abeille adulte et qui lui serviraient a se repérer par rapport au champ magnetique

terrestre (Jean-Pros ,2005).
1.7. Les produits de la ruche :

Langue

8&‘2& RouOle
<+ miel

Figure03. Les sept (7) produits de la ruche (Yves Roberti, 2011).
1.7.1. Le miel :

Le miel est issu de produits vegétaux prélevés par l'abeille avant d'étre transformés, le
nectar en est la base, il est produit par les glandes nectariferes des nectaires des plantes a fleurs.
Le nectar est produit par ces nectaires a partir de la seve brute ou élaborée, c'est un liquide sucré
qui permet d'attirer les insectes pollinisateurs (Jean-Pros, 2005).

Un aliment-médicament : Le miel était utilisé depuis 1’antiquité, en cuisine pour sucrer les
aliments, et il jouait également un role en médecine ou on 1’utilisée ait pour soigner les brilures
et les plaies (Pascal, 2009).

Du nectar au miel : Les abeilles, friandes de substances sucrées, récoltent le nectar qui nait au
cceur des fleurs, ainsi que le miellat. Nectar et miellat, qui sont fait de sucres et de 30% a 50%
d’eau, sont stockés dans le jabot de 1’abeille ou, mélangés a des enzymes, ils vont commencer a

se transformer en miel (Pascal, 2009).
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Figure04. Le miel (Blanc, 2010).
1.7.2. Le pollen :

Les grains de pollen sont issus des tissus sporogones des sacs polliniques des plantes
(Gharbi, 2011), Les abeilles récoltent le pollen sur les antheres des fleurs et le raménent a la
ruche sous forme de pelotes collées a leurs pattes (David, 2008).ces pelotes ont une couleur
unique, et qui varie d’une plante a une autre, vu que les abeilles butinent une seule espéce de
plante par voyage (Amigou, 2016). Le pollen est une source protéique pour les abeilles,

également il assure le bon fonctionnement des glandes hypophrygiennes (Lacube, 2015).

Figure05. Le pollen (Khechai & Seraiche ,2019)

1.7.3. La gelée royale :

La gelée royale est la nourriture exclusive des larves d’abeilles et ce jusqu’a leur troisieme jour

La gelée royale sera la nourriture de la reine pendant toute sa vie (Clément, 2011).
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Figure06. La gelée royale (Blanc ,2010)
1.7.4. Lacire:

La cire d’abeille est une matiére molle, jaunatre et fusible produite au niveau des
glandes ciriéres des jeunes ouvriéres, sous forme d’écailles transparentes de 1,5 mm de long sur
1 mm de large environ (Jean-Prost, 2005). Les glandes ciriéres, situées sur la face ventrale de
I’abdomen de I’abeille excrétent des lamelles ou «écailles» de cire transparente. Lorsqu’une
abeille a produit une écaille, elle remonte sur le lieu de la construction pour y ajouter sa cire
(Bradbear, 2010). L’abeille utilise la cire pour construire des cellules hexagonales qui
contiennent selon les besoins de la ruche, le couvain, le miel ou le pollen (Winston, 1993). La
construction de rayons est trés colteuse en énergie pour ’abeille, puisqu’il il faut environ 10 a
20 kg de miel et 1 kg de pollen pour fabriquer 1 kg de cire (Gharbi, 2011).

Figure07. La cire (Chott, 2018)

1.7.5. La propolis :
La propolis désigne toute une série de substances résineuses, gommeuses et balsamiques, de

consistance visqueuse, recueillies par les abeilles sur certaines parties de végétaux
10
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(essentiellement les bourgeons et les écorces de certains arbres), substances qu’elles rapportent a

la ruche et qu’elles modifient vraisemblablement en partie par 1’apport de certaines de leurs

propres sécrétions (cire et sécrétions salivaires principalement) (Donadieu, 2008).

4y TR

\ '

Figure08. La propolis (Blanc, 2010).
1.7.6. Le miellat :

Le nectar n’est pas la seule matiére premiére naturelle que les abeilles utilisent pour
fabriquer le miel. Dans certaines régions, elles utilisent aussi largement le miellat. Ce dernier
est un liquide sucré, excrété par certains insectes et principalement des coccides (cochenilles),
pucerons et psylles, suceurs de jeunes pousses et de feuilles. Sur certaines plantes, au début
de I’été (Jean, 2007).

1.7.7. Levenin :

A la naissance, 1’abeille ne posséde ni venin ni réflexe de piqlre. Ce n’est que durant la
premiére semaine de vie que les glandes se mettent a sécréter le venin, lequel va mdrir dans le
réservoir pendant quelques semaines. Il acquiert ses qualités dans les 3 a 4 derniéres semaines de
vie R correspondant a la période ou I’abeille devient butineuse et gardienne (Apimondia, 2001).
Il semblerait que la glande acide qui soit la productrice de venin, mais on ne connait pas encore
réellement le r6le de la glande alcaline (Jean-Prost, 2005).

Une ouvriére mature possede entre 100 et 150 pg de venin ce qui est nettement moins qu’une

jeune reine, qui en dispose d’environ 700 ug (Domerego et al., 2009 ; Bruneau, 2009).

11
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Figure09. Le venin d’abeille (Khechai & Seraiche, 2019).

12



(007777 N synthése bibliographique

2. Le venin d’abeille
2.1 Définition :

Le venin est un mélange de plusieurs composés, produits de deux glandes, la glande
venimeuse et la glande lubrifiante, stocké dans un réservoir (Jean-Prost, 2005). En effet, il faut
environ 10 000 abeilles pour récolter 1 gramme de venin (Bradbear, 2010). le venin se forme
pendant la premiére semaine de vie de I’abeille et la glande a venin est opérationnelle au bout de
4 semaines quand les ouvriéres deviennent gardiennes. La glande a venin est reliée par un canal a
la chambre a venin (Darrigol, 1979). Il est produit au niveau de la glande acide de 1’appareil
vulnérant. La glande alcaline ou glande de Dufour jouerait un réle dans la production de venin
(Jean-Prost, 2005).

Les abeilles (ouvriéres et reines) possédent une arme avec un aiguillon ou dard relié
a I’appareil a venin. Le dard est équipé de crochets, chez les ouvricres, qui restent attachés

dans la peau la personne ou la chose piqué (Darrigol, 1979).

Figure 10. Dard d’ouvriére observé a I’ceil nu (Gharbi, 2011).

M EB G Chauvin

Figurell. Dard d’ouvriére sous électronique a balayage (ii)

13
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2.2. La composition de venin d’abeille :

Le venin est un liquide translucide dont la composition varié en fonction du nectar et du

pollen consommés, de 1’age et de 1’espéce concernée (cousin, 2014)

Aiguilion

Résenvolr

Figure 12. L’aiguillon et le réservoir de venin (Gharbi ,2011).

Il contient 85% d’eau et 15% de différentes substances comme des enzymes, des protéines,
des sucres, des phospholipides, des hydrates de carbone, des acides, des amines ainsi des
composés anti inflammatoires tels que 1’apamine et la méllitine (Domerego & Blanchard,
2012).

Cardiopeptide

Méllitine
Adolapine 0,7% 50.0%
1,0% ,

Glucides

2,0% _\

Peptide MCD ||
2,5%

Apamine
2,5%

Hyaluronidase

Lipides Phospholipase A2
3.0% p pholip

4,5% 11,0%

Figure 13. La composition moyenne de la matiére séche du venin (Clément, 2011).
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2.2.1. La matiére séche du venin :

2.2.1.1. Les glucides : Ce sont pour la majeure partie des glucides simples, ils représentent

jusqu’a 2% du poids sec du venin
2.2.1.2 .Les peptides : Le venin contient une grande variété de peptide et protéines :
v' Méllitine : 50% v' Apamine : 2,5%
v Peptide MCD (Mast Cell Degranulation) v" Adolapine : 1%
ou peptide 401 : 2,5%
Cardiopeptide : 0,7%

Méllitine F : < 1%
Secapine : < 1% Tertiapine : < 1%
Peptide MCL (Mast Cell Lytic)

Promélittine. (Gauldie & al., 1976).

Minimine

NI NEENEEN
AR NERNEEN

Procamines A et B
a. La Mélittine :
Est un peptide de 26 acides aminés, d’un poids moléculaire de 2,84 kDa, qui potentialise
I’action de la Phospholipase A2 et qui est impliqué dans :
- la douleur de la piqire et 1’état de choc.
- la déstabilisation des membranes en association avec la Phospholipase A2.
- la libération d’histamine.
- la vasodilatation capillaire et donc une hypotension.
- des propriétés antibactériennes, antifongique, anti-inflammatoire et antioxydant
(Rothschild, 1965).
b. L’Apamine :
Est un neurotoxique. C’est un puissant bloqueur des canaux potassiques, canaux actives
par le Ca2+ cytosolique, et ce de maniere irréversible (Alvarez et al., 2013).
- ’apamine inhibe les lipopolysaccharides et diminuerait la libération d’histamine.
- il bloque les canaux potassiques calcium-dépendants.
- il est anti-inflammatoire et anti-arythmique. (Bae et al., 2012).
C. L’Adolapine :
Peptide au réle anti-inflammatoire et analgésique, le peptide Mast Cell Degranulating (MCD),
également appelé peptide 401, peptide de 22 acides aminés.Il induit la libération d’histamine,
Par de granulation des mastocytes (cellules principalement présentes au niveau du tissu
conjonctif).
d. Le Peptide MCD ou Peptide 401 :
Il est constitue de 22 acides aminés, il agit dans :
- la dégranulation des mastocytes42 et par conséquence la libération d’histamine.

- I’augmentation de la perméabilité vasculaire.

15
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- il a également un effet anti-inflammatoire.

2.2.1.3. Les enzymes : Elles sont trés nombreuses et participent au méme titre que les peptides

aux activités biologiques du venin :

Phospholipase A2 : 10-12% Hyaluronidase : < 3%

Estérases Glucidases,

Lipases N-gly-pro-acryl-amidase, Phosphatases acides
Protéases Phospholipase B

Deux enzymes ont des activités notables : la phospholipase A2 et la hyaluronidase :
a. LaPhospholipase A2 :
C’est une protéine d’un poids moléculaire de 16 kDa, elle agit en
synergie avec un peptide : la Mélittine son action consiste en :
v La dégradation des phospholipides membranaires couplée a une modification de la
perméabilité membranaire.
v" L’activation de la libération de neurotransmetteurs.
v L’activation des cellules gliales et des neurones, et l’activation de la régénération
nerveuse.
- Enfin elle régule la pression artérielle et le rythme cardiaque.
b. La Hyaluronidase :
Est une protéine de 350 acides aminés pour un poids moléculaire de 42 kDa, elle est a ’origine
de :
v" L’induction de la libération d’histamine.
v La dépolymérisation de I’acide hyaluronique et donc 1’augmentation de la perméabilité
du tissu conjonctif, qui facilite la diffusion du venin.
4. Les lipides : Cette famille est représentée essentiellement par des phospholipides et comptent
pour 4,5% du poids sec.

5 .Les amines biogénes : Le venin renferme des substances deja présentes dans I’organisme
humain : I’histamine, 1’acétylcholine, la dopamine, le GABA.

6. Les émissions odorantes : Le venin présente de nombreuses substances volatiles, parm elle :

la phéromone d’alerte, 1’acétate d’isoamyle, qui va attirer d’autres abeilles et les inciter a piquer
a leur tour. (Buku, 1999)
2.3 Le mécanisme de pique :

Lorsque qu’une abeille pique, les lancettes perforent la peau et les barbes permettent la
fixation de ’abeille. Les muscles du sac a venin se contractent et libérent le venin pendant une

durée d’environ 30 a 60 secondes. En se retirant I’abeille tire sur son aiguillon qui arrache

16
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I’abdomen et entraine la propre mort de 1’abeille. Cela se produit surtout chez I’homme et
I’animal. S’il s’agit d’un autre insecte piqué par 1’abeille, cette derniére se retirera plus
facilement grace aux faibles résistances des tissus piqués et de ce fait ne mourra pas apres avoir
pique (Winston, 1993).

— Venom s

Diaphragms of
= venom pump

Barbed lancers

Figurel4 Dard implanté dans une Figurelb. Structure d’appareil vulnérant
Peau humaine (Gharbi ,2011). chez les abeilles (Daniel et al., 2016 )

2.4 L’utilisation de venin d’abeille :
2.4.1. Pour nous (I’apithérapie)
1. Définition de I’apithérapie :

L’apithérapie est l'utilisation thérapeutique médicinale de produits d'abeille, consistant de
miel, propolis, la gelée royale, le pollen, la cire d'abeille et, particulierement le venin d'abeille
(Fratellone, 2015).

2. les valeurs thérapeutiques de venin d’abeille :

Le venin d'abeille a été utilisé comme une médecine traditionnelle pour traiter certaines
maladies par ses effets antibactériens, antiviraux et anti-inflammatoires (Park et al., 2010;
Wang et al., 2009).

2.1. Venin d’abeille contre les maladies chronigues inflammatoires :

La thérapie au venin d'abeille est la partie de I'apithérapie qui utilise le venin d'abeille dans le
traitement des probléemes de santé (Hegazi et al., 2015). Plusieurs chercheurs ont montrés
I’importance de ce type de traitement contre plusieurs maladies et symptémes (ElI Gendy et al.,
2017) . La méta-analyse de (Lee et al., 2005) regroupe plusieurs études cliniques concernant le
traitement de la polyarthrite rhumatoide (Kim & Jeon, 2014).Par 1’apipuncture Versus
acupuncture simple. Toutes permettent une diminution du nombre d’articulations douloureuses et
du nombre d’articulations gonflées. L’apipuncture diminue aussi la raideur matinale. Concernant
les données biologiques, elle diminue la vitesse de sédimentation (VS) et la protéine C réactive
(CRP). Le venin d’abeilles trouve son utilité dans 1’arthrose grace a ses propriétés analgésiques
et anti-inflammatoires (Bruneau, 2006;Koh et al., 2013;Le conte & Navajas, 2008).

17
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Il existe d’autres pathologies articulaires et/ou rhumatismales ou I’apipuncture a montré un
intérét pour le patient. Le traitement de la capsulite rétractile de 1’épaule (Koh et al.,2013). Les
propriétés anti-inflammatoires du venin d’abeille sont utilisées pour soigner certaines pathologies
(Senel et al., 2014 );( Son et al., 2007). Pour cela une méthode utilise le méme principe que
I’acupuncture.

De plus, le venin d'abeille n'influence pas la déformation rhumatoide, comme indiqué par des
radiographies de patients, mais il agit en contrélant la douleur et I’inflammation (Krylov et al.,
2007). En outre, BV est utilisée aussi dans le traitement de conditions de douleur différentes : la
douleur de cou, des douleurs du bas du dos, la douleur lombaire de 1’herniée et la douleur de
disque, I'entorse de cheville aigué, I'entorse de poignet, la polyarthrite chronique évolutive et
dans I’eosteoarthrose de genou (Lee et al., 2005).

2.2. Le venin d’abeille contre les maladies cancéreuses :

Il existe des études qui traitant 1‘effet du venin d‘abeille sur le processus de cancérogenese
(Jean-Prost, 2005 ; Lee H et al., 2015 ;Zheng, 2015). Il a été démontré que la fixation de la
melittine sur les cellules cancéreuses a permis de bloquer leur multiplication et leur propagation
(Pan et al ,2015).

2.3 Le venin d’abeille contre les maladies de la peau :

Les chercheurs ont prétendu que BV a des effets thérapeutiques contre beaucoup de maladies
de peau comme l'eczéma, la dermatite, le psoriasis furonculoses, les cicatrices, la calvitie, I'acné
et d'autre maladies (Kim et al., 2015). En attendant, I’efficacité du venin d’abeille est explorée
pour d’autres problemes cutanés. Par exemple. L’ont étudié dans le traitement de I’acné vulgaire.
Les patients ont été traités avec un gel contenant du venin d’abeille lyophilisé (0,06 mg/ml) 2/j
pendant 14 jours. (Hardy, 2012). Le venin d’abeilles, utilise sous forme de micro-piqures, est
aussi intéressant dans certaines affections cutanées comme les escarres nécrosées (Caillas,
1974).En outre, ’application thérapeutique de venin d’abeille est efficace in vitro contre les
spirochetes agent de la maladie de Lyme (Ram et al., 2014).
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Figure 16. sérum venin d’abeille- Anti Age (iii). Figure 17. créme bio au venin d’abeille (iiil)

D'autre maladie en: opthalmologie , gastroentorologie (colite, ulcéres) ,pneumologie (asthme,
bronchite), otorinolaringologie (pharingytis, angine, oreille nerveneuritis) et endocrinologie,
urologie, gynécologie (Hegazi et al., 2012).

2.4. Venin d’abeille contre les maladies de systéme nerveux :

le venin d’abeille a des effets différents sur le systéme nerveux central et périphérique il est
utilisé pour le traitement de conditions neurologiques différentes comme 1’amyotrophie, la
sclérose latérale (ALS) et I’ Alzheimer (Hwang et al., 2015). De facon intéressante, le BV a aussi
été utilisé dans des humains pour traiter des maladies neurologiques avec des aspects neuro
inflammatoires, comme la sclérose en plaques et la Maladie de Parkinson (Park et al.,
2010 ;Kim & Jeon., 2014 ; Cho et al., 2018)

L’usage traditionnel préconise aussi le traitement par venin d’abeille dans les névralgies. Il
s’avere que dans des neuropathies périphériques induites par chimiothérapie, I’apipuncture
trouve son utilité¢ (Yoon et al., 2012). L’équipe de Cho S-Y a utilisé I’apipuncture comme
traitement adjuvant dans la maladie de Parkinson idiopathique (Cho et al., 2012).

2.5. Effets thérapeutiques de venin d’abeille sur le cceur et les anomalies de systéme sanguin :

Le venin d’abeille augmente la circulation sanguine coronaire et periphérique, améliore la
microcirculation de sang, ralentit le coceur aux doses inférieures et le stimule aux plus hautes
doses, baisse la tension, antiarhythmique contre la coagulation de sang et fibrinolytique, stimule
la construction d'érythrocytes (Savilov, 2010).1l est utilisée aussi dans les allégements

d'hypertension, l'artériosclérose, I'arythmie d'angine de poitrine (Krylov et al., 2007). Le venin
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d’abeille est aussi indiqué dans certaines affections du myocarde, grdce a sa composition
enzymatique (Caillas, 1974 ; Munsted, 2005).
2.6. Le venin d’abeille comme un antimicrobien :

La Mélittine et la phospholipase A2 qui désorganisent les membranes cellulaires sont
principalement responsables de 1’activité¢ antibactérienne, plutdt dirigée vers des bactéries a
Gram négatif.

La Meélittine est responsable de I’action antivirale en modifiant la plaque d'adhésion
cellulaire, ce qui empéche la fixation de certains virus (notamment le virus de I'herpés
simplex de type 1) et par extension leur pénétration. Le venin a montré également une
toxicité envers le Plasmodium falciparum (Guillaume et al., 2006 ; Deregnaucourt &
Schreével, 2000).

2.7. Le venin d’abeille comme un antioxydant :

Cette propriété est due a la capacité de certains composés, notamment la Mélittine a piéger les
radicaux libres (Domerego & Blanchard, 2012 ; Gharbi, 2011).

1.4.2. Pour les abeilles :

Le venin est ’arme de défense ultime de ’abeille, des ouvri¢res gardiennes sont postées a
I’entrée de la ruche. Dans I’hypothése ou un intrus essaie de pénétrer la ruche, les gardiennes
tentent de le faire fuir voire de le tuer et utilisent alors en plus de leurs mandibules, leur appareil
inoculateur de venin.

Apres la piqlre, les dents du dard I’obligent a rester implanté dans la chair de la victime.
Le sac a venin ainsi implanté continue a injecter régulierement son contenu par des
contractions pendant 2 a 5 minutes. Le plus souvent, la douleur engendrée par la pigdre
suffit a éloigner 1’agresseur, 1a dose létale pour un adulte de 80 kg est estimée a un peu plus de
1500 piqdres, soit une dose de 19 pigdres/kg environ.

Une particularité concernant la reine lui permet de survivre apres la pigdre, son dard lisse qui
ne reste pas solidaire de ses victimes et lui permet donc de tuer ses concurrentes déja sortie ou

méme encore dans leur cellule (Gauldie, 1976).

20



(007777 N synthése bibliographique

3. L’activité Anti oxydante

3.1. stress oxydatif : Le stress oxydatif est un déséquilibre entre la génération des ERO (Espéces
Réactives de 1’Oxygene) et la capacité du corps a les neutraliser et a séparer les dommages
oxydatifs (Boyd et al., 2003). Il correspond a une perturbation du statut oxydatif intracellulaire
(Morel & Barouki, 1999).
3.2. Les radicaux libres :

Oeme

Les radicaux libres sont connus dans la chimie depuis le début du 2 siecle. Ils ont été
initialement utilisés pour décrire des composés intermédiaires en chimie organique et
inorganique (Rochette et al., 2013). Ce sont des molécules ou fragment de molécules trés
réactives, puisque ils contiennent des électrons non appariés dans leur orbite extérieure (Penna
et al., 2009), ils cherchent donc a atteindre un état stable en s'appropriant les électrons des
molécules proches qui a leur tour deviennent instables (Capasso, 2013).

3. 2-1.Les espéeces réactives de ’oxygene (ERO) :

Les radicaux dérivés de l'oxygéne représentent la classe la plus importante d'espéces
radicalaires générées dans les systémes vivants (Grassi et al., 2010). Ce sont des molécules trés
réactives qui sont constamment produites par des réactions enzymatiques dans les cellules
(Pérez-Pérez et al., 2013). Il existe plusieurs ERO comme le peroxyde d'’hydrogéne (H202), le
radical superoxyde (O2-) et le radical hydroxyle (HO*) (Ivanov et al., 2013).

3.2.2. Les radicaux dérivés d’azote (ERN) :

Contrairement aux ERO, il y a peu de données sur l'altération induite par les especes réactives
d’azote (Kocsy et al., 2013), ils sont considérés comme une sous-classe des radicaux libres qui
sont générés par la réaction de 1’oxygeéne avec I’azote (Penna et al., 2009 ). Les ERN incluent
des especes non-radicalaires (acide nitreux, le péroxynitrite et alcylpéroxynitritate) et des
espéces radicalaires (I’oxyde nitrique et le dioxyde d'azote).

3.3. Les antioxydants
3.3-1.définiion :

Les antioxydants sont des molécules ayant la capacité de neutraliser des radicaux libres qui

sont responsables de nombreuses maladies. Les antioxydants sont des composés qui inhibent ou
retardent le processus d’oxydation en bloquant I’initiation ou la propagation des chaines de
réactions oxydatives (Behera et al., 2006).

Les antioxydants naturels ou synthétiques sont utilisés pour prévenir de nombreuses
maladies (cardiovasculaires et neurodégénératives, inflammation, diabéte...) et le vieillissement,
dus a la formation exagérée des radicaux libres. Les antioxydants sont également utilisés dans les
aliments pour retarder la détérioration, le rancissement ou la décoloration qui est souvent due a

I’oxydation causée par la lumiére, la chaleur et certains métaux (Méda, 2005).
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3.3-2. Mécanisme d’action des antioxydants :

Dans les conditions dites physiologiques, il y a un équilibre entre la production des radicaux
libres et les mecanismes endogenes de defense antioxydant constituée par le systéeme,
enzymatique (catalase, peroxydase dismutase, glutathion peroxydase), les vitamines A, E et C et
les polyphénols apportés par 1’alimentation et les plantes. Ainsi le role déterminant de la
peroxydase dismutase SOD dans le systéme de défense antioxydant de I’organisme est connu
depuis 1968. L’ion peroxyde O2- est le point de départ de la chaine de production des radicaux
libres. Or dés ce stade précoce, la SOD inactive 1’ion O2- en le transformant en peroxyde
d’hydrogéne H202. Celui-ci est rapidement catabolisé par la catalase et les peroxydases en
dioxygene O2 et en molécules d’eau H20. L’activité¢ antioxydant de ces molécules est
déterminée in vitro par plusieurs méthodes telles que celle du DPPH Selon (Méda, 2005).

3.3.3. Les type des antioxydants :

a. Les antioxydants endogenes :

Sont des enzymes ou protéines antioxydants (Superoxyde dismutase,) Catalase, et Glutathion
peroxydase) élaborés par notre organisme avec l'aide de certains minéraux. Elles sont présentes
en permanence dans I'organisme mais leur quantité diminue avec I'age (MIKA et al., 2004).

a.1. Les antioxydants enzymatiques :

a.1.1. Lacatalase:
C’est une enzyme que 1’on retrouve principalement au sein des peroxysomes, dans le
shépatocytes, les érythrocytes et les cellules rénales.
Elle catalyse la dismutation de peroxyde d’hydrogene en oxygene et en eau.
2 H202 -——2 H20 + 02

Cette enzyme est constituée de quatre chaines polypeptides, comportant chacune un atome de
Fer sous forme ferriqgue (Fe3+). Ces derniers constituent les sites actifs de cette enzyme
Sa vitesse de réaction est uniquement dépendante de la vitesse limite avec laquelle les molécules
parviennent au site actif de I'enzyme ce qui en fait une des enzymes les plus efficaces connues
(Valko et al., 2016).

a.1.2. La glutathion peroxydase :

(GSH-Px) est une enzyme a sélénium ayant la propriété de pouvoir catalyser la réduction des
hydrox peroxydes. Elle se retrouve dans les liquides extracellulaires ainsi que dans les cellules,
au sein du cytosol et des mitochondries; Elle est constituée de 4 sous-unités contenant chacune
un atome de sélénium. Il existe 5 isoformes de cette enzyme variant suivant leur localisation
dans I’organisme. (Richard et al., 1997).

a.1.3. La superoxyde dismutase :
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(SOD) est une protéine métallique possédant une activité enzymatique lui permettant de
catalyser la dismutation de ’anion superoxydO?2; Il existe plusieurs SOD, elles différent par le
ou les métaux présent(s) dans sa structure qui va (vont) permettre la liaison enzyme-ligand. Il est
important de noter qu’il existe des SOD avec deux types de métaux qui pourront étre du Cuivre,
du Zinc, du Manganése et/ou du Fer (Russo-Marie, 1998).

a.2. Les antioxydants non enzymatiques :

Ce systeme comprend plusieurs molécules tels que le glutathion, I’acide urique et les
protéines den stockage des metaux de transition (ferritine, transferrine, lactoferrine,
céruloplasmine) (Savini et al., 2013).

b. Les Anti oxydant exogeénes :
b.1. Médicaments
b.2. Probucol (Lurselle ) :

le Probucol est un médicament qui en plus de ces effets reconnus dans la baisse du taux
sanguin de cholestérol, prévient I'athérogénes en agissant comme antioxydant et en supprimant
I'oxydation des lipoprotéines de faible densité (LDL) (Bossokpi, 2002).
b.3.N-acétylcystéine :

le N-acétylcystéine est une molécule intéressante qui pénétre les cellules et agit de maniére
trés efficace dans la régénération du gluthation. Des recherches ont également démontré que la
N-acetylcystéine peut étre utile dans le traitement des blessures de poumon dues a des especes
réactives de I'oxygéne (Bossokpi, 2002).

c. Alimentation :
c.1. Acide ascorbique (vitamine C) :

Elle est essentielle pour I'nomme, car elle a plusieurs fonctions critiques comme un cofacteur
enzymatique et un antioxydant (Kim et al., 2013); en tant que cofacteur enzymatique, la
vitamine C est impliquée dans la synthese des catécholamines, du collagéne, la synthése de
carnitine, la transformation de la dopamine en noradrénaline, le métabolisme des stéroides, de la
tyrosine, du cholestérol et la formation de I'acide biliaire. Comme antioxydant, la vitamine C
protége I'ADN, les protéines, les lipides, les enzymes et d'autres antioxydants par le piégeage des

radicaux libres et la reduction des ions metalliques (Ge et al., 2008 ; Pallauf et al., 2013).
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Figurel8. La structure de I’acide ascorbique (vitamine C) (Diallo, 2005).

c.2. Vitamine E :

La vitamine E prévient la peroxydation des lipides membranaires in vivo en captant les
radicaux peroxyles. Elle est présente dans les huiles végétales (huiles d'arachide, de soja, de
chardon, de tournesol et d'olive pressées a froid) ainsi que dans les noix, les amandes, les
graines, le lait, les ceufs, et les légumes a feuilles vertes (Ahamet, 2003). Elle joue un réle

préventif dans le développement des cancers et sur le vieillissement (Cheick traore, 2006).

T

S (CH—cH,—cu,

Figurel9. La structure de la vitamine E (Diarra, 2006).
c.3. f.caroténe :la &-caroténe qui outre l'activité pro vitaminique A possede la capacité de capter
I'oxygene singlet. La recommandation officielle parle d'un apport quotidien de 60 mg de
vitamine C et 10 mg de vitamine E. Il n'en existe pas pour le B-caroténe. Toutefois ces quantités
suffisent juste pour prévenir les phénoménes de carences. C'est la raison pour laquelle les
spécialistes recommandent en général un apport quotidien nettement plus élevé : 150 a 300 mg
de vitamine C, 50 a 150 mg de vitamine E et 2 a 6 mg de -carotene. Il est présent dans les
légumes verts, la salade, les carottes, I'abricot, le melon, les épinards, la papaye (Bossokpi,
2002).

Figure20. La structure d’a-carotene (Diallo, 2005).

3.3.4. L.’évaluation de I’activité antioxydant :
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Depuis ces derniéres décennies, les tests d’activité antioxydant ont été largement développés
pour évaluer ’efficacité de nouveaux composés (Desmier, 2016). Plusieurs méthodes sont
utilisées pour la détermination de I'activité antioxydant, nommeées d'aprés le nom de la substance
utilisée comme source de radicaux libres, par exemple : FRAP (Ferric reducing antioxidant
power), ORAC (oxygene radical absorbance capacity), TEAC (Trolox équivalent antioxidant
capacity) ou ABTS (2,2-azinobis 3-ethyl-benzothyazoline 6-sulphonate) et DPPH® (2,2-
diphényl-1-picrylhydrazyl) etc. Il est a indiquer que différentes méthodes donnent des résultats
assez différents et devraient étre appliquées préférentiellement pour la comparaison de produits
similaires (Georgieva & al., 2010).
3.3.4.1. Test DPPH :

Le radical DPPH (2.2’-diphényl-I-picryl-hydrazyl) est stable a température ordinaire avec
une couleur violette se reduit en 2.2 Diphenyl 1 picryl hydrazine de couleur jaune (Brand-
Williams et al., 1995). Il possede un électron non apparie sur un atome du pont, d'azote
(Popovici et al., 2009) . Facilement mesurable par spectrophotométrie a 517 nm, et par
conséquent une diminution de I'absorbance et fut I'un des premiers radicaux libres utilisée pour
étudier la relation structure-activité antioxydant des composes phénoliques (Blois, 1958) La
méthode est généralement standardisée par rapport a un contrble positif réalisé avec un
antioxydant standard (Brand-Williams et al., 1995).
3.3.4.2.Test de la réduction du fer FRAP (Ferric reducing-antioxidant power) :

Le test FRAP (ou Ferric Reducing Ability of Plasma) est une méthode basée sur le
changement de coloration lors de la réduction du fer de I’ion ferrique (Fe3+) a 1’ion ferreux
(Fe2+) par transfert d’électrons. Cette réduction se fait en présence d’un antioxydant. De par la
nature de la réaction de réduction, I’antioxydant doit présenter une capacit¢ de donneur
d’¢électron. Le transfert d’atome d’hydrogene ne sera pas le mécanisme privilégié. L’absorbance
est mesurée a 593 nm.

Ce test est peu couteux, simple, reproductible et rapide. Toutefois il n’est pas capable
d’évaluer I’activité antioxydant des thiols (SH), incluant donc les polypeptides et les
protéines a groupement cystéine. (Pellegrinit et al. , 2003).
3.3.4.3. Test de TRAP (Total radical-trapping antioxidant parameter) :

Cette methode est basée sur la protection fournie par les antioxydants sur la décroissance de
la fluorescence de la R-phycoérythrine (R-PE) au cours d'une réaction de peroxydation contrélée.
La fluorescence de R-phycoérythrine est désactivée par ABAP (2,2' — azo-bis (2 — amidino-
propane) de chlorhydrate en tant que générateur de radicaux. Ce stoppage de la réaction est
mesuré en présence d'antioxydants. Le potentiel antioxydant est évalué en mesurant la

décroissance de la décoloration selon GHISELLI (Nuralam et al., 2013), Les valeurs de TRAP
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sont calculée a partir de la longueur de la phase de latence due a I'échantillon par rapport a la
norme (Nur -alam et al., 2013).
3.3.4.4. Test ORAC :

Le test ORAC (ou Oxygen Radical Absorbance Capacity) est une méthode de mesure de la
capacité antioxydant des échantillons biologiques in vitro.Cette méthode mesure la dégradation
oxydative d’une molécule fluorescente apres ajout d’un générateur de radicaux libres, le 2,2'-
azobis (2-amidinopropane) (AAPH). La dégradation thermique de cette molécule en présence
d’oxygene va provoquer la génération de radicaux libres de facon réguliére qui vont pouvoir
attaquer la membrane des globules rouges (Ou et al., 2001).
3.3.4.5. Test TEAC ou la réduction du radical- cation ABTS :

La méthode TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) permet de mesurer la capacité
d’un candidat a piéger le radical cation ABTSe+ (obtenu a partir de sels d’ammonium de 1’acide
2,2’-azinobis-(3 éthylbenzothiazoline-6-sulfonique). La particularité de cette méthode est
I’aspect compétitif puisque la mesure sera comparé la capacité d’un antioxydant de référence le
Trolox (Pellegrinit et al.,2003). utilisé pour la détermination de la concentration des radicaux
libres, Cette réaction est suivie par spectrophotométrie par la variation de spectre d'absorption
(Jiri etal., 2010).
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4. L’activité anti bactérienne :
4.1. Définitions :

4.1.1. Un microorganisme :

Un microbe ou micro-organisme est un organisme vivant autonome, généralement
unicellulaire, invisible a l',eil nu. Les protozoaires, les champignons microscopiques, les
bacteéries et les virus sont des microbes (Prigent-Combaret & lejeune., 1999). lls sont Appelés
protistes, divisés en deux grandes catégories selon leur structure cellulaire: les protistes
supérieurs ou eucaryotes et les protistes inférieurs ou procaryotes (Salboniere, 2006).

4.1.2. Une bactérie :

Est des micro-organismes unicellulaires classés parmi les procaryotes, car ils ne possedent
pas de membrane nucléaire. Ce caractére les distingue des autres organismes unicellulaires
classés parmi les eucaryotes (champignons, algues, protozoaires).elles sont divisées en bactéries
proprement dites (Bacteria) et bactéries primitives (Archaea),toutes les bactéries rencontrées en
pathologie appartiennent aux Bacteria.

Les bactéries ont généralement un diameétre inférieur a 1um. On peut les voir au microscope
optique, a I’état frais ou aprés coloration. Leur forme peut étre sphérique (cocci), en batonnet
(bacilles), incurvée (vibrions) ou spiralée (spirochetes). Les détails de leur structure ne sont
visibles qu’en microscopie électronique. (Nauciele & Vildé., 2005).

4.1.3. Une I’activité anti bactérienne :

Le terme "agent antimicrobien" désigne toute substance utilisée pour détruire les micro-
organismes ou empécher leur croissance, y compris, agents antibactériens. Les agents
antimicrobiens sont utilisés depuis des décennies pour traiter les maladies transmissibles et
prévenir les infections. Le mode d’action de ces agents sur les bactéries, peuvent étre :
Bacteériostatique, lorsque la substance inhibe la multiplication des bactéries ou bactéricides :
lorsque la substance détruit totalement les bactéries (Salboniére, 2006).

4.1.4. Un antibiotique :

Du grec anti, "contre™ et bios, "vie", les antibiotiques sont des composes chimiques ayant la
propriété de tuer ou d'empécher la prolifération des micro-organismes pathogenes (Salboniére,
2006). Ces derniers sont synthétisés par des microorganismes (le plus souvent des champignons)
(Elghozi & Duval, 1992).

Il existe plusieurs classifications des antibiotiques, elles sont basees sur le spectre d'action, la
cible, ou la famille chimique. Cette derniere celle-ci est la plus fréquemment rencontrée. Les
principales familles chimiques des antibiotiques sont :

a. Béta lactamines: pénicilline et céphalosporines

b. Aminosides: streptomycine, gentamycine
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c. Chloramphénicol et thiamphénicol

c.Cyclines: tétracyclines, doxycycline

d.Macrolides et apparentés : érythromycine, oléandomycine. (Cohen & Jacquot, 2001).
4.2. Culture des bactéries :

On utilise habituellement pour cultiver les bactéries des milieux complexes a base d’extraits
ou d’hydrolysats enzymatiques de viandes. Ces milieux peuvent étre liquides (bouillons) ou
solides. La solidification des milieux et obtenue par I’addition de 1’agar, un extrait d’algues qui a
la propriété de fondre a 1’ébullition et se solidifier a des températures inférieures a 40°C.

En milieu liquide, les bactéries se dispersent librement et leur multiplication se traduit par un
trouble, le plus souvent homogene. Sur un milieu solide, lorsque la quantité de bactéries est
faible, chaque bactérie va pouvoir se multiplier sur place jusqu’a former un amas de bactéries
visible a I’ceil nu, que 1’on appelle colonie (Si la densité bactérienne est trop élevée dans
I’échantillon ensemencé, les colonies sont confluentes et forment une nappe.). L’emploi de
milieux solides permet ainsi le dénombrement des bactéries viables dans un échantillon
(Nauciel & Vildé, 2005).

4.3. Tests d’évaluation de ’effet antibactérien :

Le parametre le plus souvent utilisé pour évaluer I’effet d’un antibiotique est la CM I
(Concentration Minimale Inhibitrice) Elle correspond a la concentration minimale qui inhibe la
croissance visible du germe en 24h.
Parmi les méthodes applicables dans I'évaluation de ['activité antimicrobienne: la
dilution en milieu liquide (croissance bactérienne appréciée par 1’apparition d’un trouble);
la diffusion sur disque de cellulose (bandelettes imprégnées d’un gradient d’antibiotique)(Ait
baziz & Chemli, 2017).

4.3.1. Méthode de dilution en milieu liquide :

En milieu liquide, les bactéries se dispersent librement et leur multiplication se traduit par un
trouble. On distribue dans un premier temps, pour la macro dilution, dans une série de tube a
hémolyses stériles ou pour la micro dilution dans les cupules d'une plaque, sous un méme
volume, des concentrations décroissantes d'antibiotique puis on ajoute dans chacun des tubes ou
cupules sous un méme volume, une culture de bactéries en phase exponentielle de croissance. La
CMI de l'antibiotique sur la souche étudiee est définie comme la plus faible concentration
inhibant, apres 18 a 24 heures de contact a 37°C, toute croissance visible a 1'eeil nu (Ait baziz
&Chemli, 2017).

4.3.2. Méthode de diffusion en milieu solide :
Cette méthode consiste a la diffusion d'un antibiotique dans des puits de 6 mm de diametre et

3 mm de profondeur avec un puit témoin, creusés dans des boites de pétri contenant le milieu
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Muller Hinton, aprés avoir été ensemencées par une suspension bactérienne. Ensuite une
incubation a 37°C est faite pendant 18 a 24h. Le diamétre des zones d'inhibition est mesuré a
I'aide d'un pied a coulisse (Ait baziz & Chemli, 2017).

4.3.3. Méthode de diffusion sur disque de cellulose :

Cette méthode est la plus connue et la plus utilisée, elle consiste en I’ensemencement Sur un
milieu gélosé, dans une boite de Pétri, d’une suspension bactérienne. La substance a tester est
ensuite imprégnée sur des disques de cellulose, eux-mémes déposés sur la boite de pétri avec un
disque imprégné d'un solvant qui servira comme témoin négatif. Durant I’incubation, la
substance est alors censée diffuser dans la gélose (a la surface et/ou dans la masse) ce qui crée un
gradient de concentration dépendant de la substance. L’activité antibactérienne est évaluée par la

mesure de la zone de clarification en mm tout autour des disques (Ait baziz & Chemli, 2017).
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Notre travail pratique est divisé en deux (2) parties :

Une 1%partie : qui consiste a I’évaluation de Dactivité antioxydant de venin d’abeille de
I’espéce Apis mellifera par I’utilisation de la méthode de réduction et piégeage du radical libre
DPPH.

2°™ partie : ¢’est une évaluation de I’activité antibactérienne de venin d’abeille de I’espéce Apis

mellifera par I’utilisation de la méthode de diffusion sur disque.

1- Matériel d’étude :
1.1. Matériel Biologique :
1.1.1. Les échantillons de venin
Le présent travail est mené sur 02 échantillons de venins d’abeilles de 1’espéce Apis mellifera
de 02 sources différentes :
v 1¥®source : venin local (VL) qui a été récolté au sein de la région de ‘CONDORCET ‘de
la wilaya de Batna
v' 2°™source : venin d’origine Egyptien (VE) commercialisé au sein de centre AL
AMANA de la médecine complémentaire dans la Wilaya de BATNA.
1.1.2. Les souches bactériennes de référence (ATCC) :
Les souches bactériennes utilisées dans cette étude ont été recues de laboratoire de
bactériologie au niveau de département de biologie de I’université de M’sila :
Escherichia coli (ATCC 2789), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Staphylococcus
aureus (ATCC 6538), Salmonella enter (ATCC 14028), Bacillus subtilus (ATCC 6633) et
staphylococcus sp (ATCC 25923).
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Les souches microbiennes testées Caractéristiques
1-Les bacteries Réferences Gram La forme La taille
o ) entre 0,5 a
1 | Escherichia coli ATCC 8739 Gram - batonnet
3 um
Pseudomonas
2 ) ATCC 27853 Gram - batonnet de2a4pum
aeruginosa
Staphylococcus _ ) )
3 ATCC 6538 Gram + Cocci,arrondie | Environ 1 um
aureus
4 | Salmonellaenter | ATCC 14028 Gram - batonnet 2a5um
5 Staphylococcus ATCC 25923 Gram + Arrondis 0,7alpum
forme
) ) cellulaire des .
6 | Bacille subtillus ATCC 6633 Gram + . . de2a4pum
batonnets,a
bout arrondis
ATCC, American Type Culture Collection

Tableau 1 : Les souches microbiennes testées

1.2. Matériel et produits de laboratoire :

L’ensemble des matériels et produits utilisés dans notre étude est :
v" Autoclave

Spectrophotomeétre

Balance

Etuve

Vortex

Boite petri

Bechers

pipettes

micropipettes

Tubes a essai stériles

Bec bunsen

2 ,2- diphenyl-1-picryl-hydrazyl(DPPH)

A N N N N N N N Y N N
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v" Acide ascorbique (vitamine C)

v Ethanol

v Bouillon nutritif

v Gélose nutritive

v Milieu de culture Muller Hinton
v" L’eau distillée stériles

2. Méthode D’étude :

2.1. Extraction de venin local (VL) :

2.1.1. Présentation et localisation de la zone d'étude :

Notre zone d'étude d’ou notre VL a été récolté se situe dans le secteur de Hamla appelée aussi :
la région de CONDORCET, qui représente la partie Sud/Sud-ouest du Parc National de Belezma.
Il s'étend sur une superficie de 9103.82 ha. Les falaises rocheuses se trouvent a 6 km environ du
siege du secteur de Hamla avec la piste forestiére située le long du versant nord du Djebel
Touggurt comme l'unique voie de communication entre la zone d'étude et le village de Hamla.

CONDORCET est un petit bout d’Eden a quelque kilometres de la ville de Batna , qui
devient une destination incontournable situé au piémont de la montagne de chlaalaa, il offre un

cadre naturel aussi beau que rare : des étendues de verdure ponctuées de cédres de 1’Atlas,

imposants ,majestueux, de plus en plus denses a force qu’on pénétre dans la montagne.

Figure2l. La région de Condorcet, Hamla, Batna (Khechai & Seraiche, 2019).
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Figure22. La région de Hamla par Google earth (Khechai & Seraiche, 2019).

2.1.2. La méthode de récolte de venin :

Dans notre travail la méthode qui est utilise pour la récole c’est la méthode de
Pélectrostimulation.

a. le principe de cette méthode :

Cette méthode dépend du principe de choc électrique lorsque 1’abeille est exposée a un faible

courant alternatif discontinu de 20 ou 25 volts.

b. Description du systéme d’extraction de venin :

Le venin est recueilli a I’aide d’un collecteur. Ce systéme d’extraction est constitu¢ d’une
plaque de verre collectrice surmontée d’une série de fils métalliques qui conduisent 1’électricité.
Ce dispositif est déposé horizontalement au-dessus de la ruche (il sert de fermeture). 1l est relié a
un boitier de commande lui-méme branché a une batterie.

L’appareil peut étre branché a partir du moment ou une premiécre abeille se posent sur la
plaque. 1l s’agit de provoquer des piqires réflexes des insectes par électrostimulation. En
touchant les fils, 1’abeille vide sa vésicule a venin. Aprés que quelques abeilles ont déchargé leur
venin sur la plaque, la colonie réagit en attaquant le collecteur. Ces Iégers chocs électriques ne
sont pas intenses au point de perturber 1’abeille lors de sa production de miel et ne présente
aucun risque mortel comme c’est le cas apres une piqure directe d’un étre humain car elle perd
son dard. Les phéromones d’attaque diffusées par les premiers individus alertent trés vite la
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colonie (I’odeur de venin dispersé attire aussi les autres abeilles). Le venin des abeilles stimulées
par I’appareil séchera assez vite voir immédiatement apres la piqure (surtout pas au soleil pour
éviter d’altérer la substance).

C’est une poudre blanchatre qui sera finalement fixée sur la vitre : I’apitoxine (venin

Débarrassé de ses composants volatiles). Il faudra ensuite simplement désolidariser la vitre
collectrice du reste de 1’appareil et racler la précieuse poudre avec une lamelle.
Pour le venin (VE), Aprés le prélevement, il reste encore trois autres opérations a réaliser avant
d’obtenir un produit commercialisable : la dessiccation compléte de la poudre obtenue, la
purification du produit qui contient encore bon nombre de particules parasites et enfin la
lyophilisation du venin.

Alors que le venin local va étre utilisé directement (pendant 1h30min nous avons récollette

une quantité qui estimé par 100mg de venin).

Figure23.Electro-stimulateur utilisé pour la récolte du venin d’abeille (Khechai & Seraiche,
2019)
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3. L’évaluation de I’activité biologique :

3.1. L’activité antioxydant :

3.1.1. Méthodes d'évaluation de I'activité antioxydant :
A. L’objectif :

Pour évaluer I’activité antioxydant de venin d’abeille des deux (02) types de venin, nous
avons procedé au test de piégeage par le radical libre DPPH (2.2'-diphényl-1-picrylhydrazyl).

B.Principe :

Le DPPH est un radical libre stable violet en solution, il présente une absorbance
caractéristique dans un intervalle compris entre 512 et 517 nm, cette couleur diaprait rapidement
lorsque le DPPH est réduit en diphényle picryl-hydrazine par un composé a propriété anti-
radicalaire, entrainant ainsi une décoloration. L’intensité de la couleur est proportionnelle a la
capacité des antioxydants présents dans le milieu & donner des protons
(Sanchez-Moreno, 2002).

- o S, P
S ,ilr::;,fl + AntiexydantOH __ ,,-i_,ﬂ ‘ Az ot Antioxydant-0°
v N
LN x.,-;-JH_.-* NO, 0.k e o NO;
S Ly
DPPH (viclet) DPPHH (jaumnc)

Figure24. Réaction de test DPPH (2,2- diphényle -1-picrylhydrazyle) (Congo. ,2012)

C. Protocole :

C.1.Préparation des solutions :

Nous avons préparé une gamme de solutions meres (acide ascorbique — DPPH- venin local
(VL) et venin de I’étranger (VE).
C.1.1. Préparation de la solution mére de venin local :

nous avons préparé la solution du venin a partir de la solubilisation de 100 mg de venin
d’abeille (poudre solide) dans un volume d’éthanol qui est estimée a 25 ml donc une
concentration de 0.25mg/ml (La préparation est réalisée dans une fiole bien couverte a I’aide du

papier aluminium), puis laissée sous agitation a I’aide d’un vortex jusqu'a solubilisation du venin
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et obtention d’un mélange homogeéne.

Figure 25. Préparation de la solution mere de venin local (Khechai & Seraiche, 2019)

C.1.2. Préparation de la solution mére de I’acide ascorbique :

Nous avons préparé la solution mére de I’acide ascorbique a partir de la solubilisation de
30mg de I’acide ascorbique dans 7.5ml de 1’éthanol dans un bécher bien couvert a 1’aide du
papier aluminium et laissé sous agitation par vortex jusqu’a dissolution compléte.

C.1.3. Préparation de la solution de DPPH :

nous avons préparé la solution de DPPH en solubilisant 4mg de DPPH dans un volume

d’éthanol qui est estimé & 100 ml (a I’abri de la lumiére) dans une fiole bien couverte par papier

aluminium puis mise sous agitation par un vortex jusqu'a dissolution compléte.

Figure 26. Préparation de la solution de DPPH (Khechai & Seraiche, 2019)
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C.1.4. Préparation de la solution mere du venin de 1’étranger :

Déja prepare avec la solubilisation de 1g de venin dans un volume de 1’eau distille qui est
estimeé par 250ml donc une concentration de 25mg/ml.

C.2. Préparation des séries de dilutions

C.2.1. Dilution des solutions méres de venin (local et celui de 1’étranger) :

Nous avons préparé nos séries de dilutions dans des tubes secs (10 tubes stériles par
autoclave) dont 9 tubes contiennent 9 ml de I’éthanol pour chacun, avant de commencer les
séries de dilutions nous avons, tout d’abord, identifié ces tubes selon I’ordre suivant :
- 1% tube : qui porte I’étiquette (SM) pour solution mére, et qui contient 10 ml de la
solution de venin (VL ou VE).

_ 2éme

tube qui porte I’étiquette 107 et qui contient les 9 ml de I’éthanol déja présente

surajouté de 1ml de la solution meére, puis le tube est bien mélangé a I’aide d’un vortex.
_ 3éme

tube qui porte 1’étiquette 107 qui contient 9ml de 1’éthanol surajouté de 1ml de la
solution de 2°™ tube (10! ) puis bien homogénéiser a I’aide d’un vortex.

C’est le méme travail pour le reste des tubes jusqu’au dernier tube (10

%

-10) )

peuesl I

s

Figure27. Préparation de la série de dilutions pour le venin (Khechai & Seraiche, 2019).

C.2.2. Dilution de la solution mére de 1’acide ascorbique :

Nous avons préparé la série de dilution de 1’acide ascorbique de la méme maniére que celle

des venins, la différence réside dans les volumes utilisés car dans cette fois ci avec 1’acide

ascorbique nous avant économisé a moitié dans 1’utilisation des réactifs : dans 09 tubes secs
stériles, 4,5 ml de 1’éthanol été mise, puis les 10 tubes utilisés ont été identifiés :

- 1% tube qui porte I’étiquette (SM) pour solution mére et qui contient 5ml de la solution
éthanoique de I’acide ascorbique.
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- 2éme tube qui porte 1’étiquette 10™" et qui contient4.5ml de 1’éthanol avec 0.5ml de la

solution mere, puis bien mélanger a 1’aide d’un vortex.

- 38me tube qui porte I’étiquette 107 et contient et 4.5ml de ’éthanol surajoutée de

0.5ml de la solution du 2°™ tube (10™) puis bien homogénéisé vortex.

Nous avons refait le méme travail pour les autres tubes jusqu’au dernier tube (10™°).

C.2.3. Dilution de la solution de DPPH :
Nous avons préparé la série de dilution pour la solution de DPPH exactement avec les méme
étapes et les mémes volumes que dans celle de I’acide ascorbique jusqu’aux dernier tube (10™°).

C.3.Le dosage :

L'activité du piégeage du radical DPPH a été évaluée selon le protocole suivant :
C.3.1. 1ml de chaque dilutions de venin (solution mére, 10 102 10°10%10°10° 107 10® 10?8
10 10™°) mg/ml sont ajoutés & 1 ml de la solution du DPPH (0,004% dans 1’éthanol).
C.3.2. un témoin négatif est préparé en mélangeant 1ml de chaque dilution de la solution de
DPPH avec 1ml de 1’éthanol.
C.3.3. Le controle positif est réalisé avec une solution d'un antioxydant standard; l'acide
ascorbique (1ml de la solution de DPPH avec 1ml de chaque dilution de 1’acide ascorbique).

- I’incubation : 30 min d'incubation a I'obscurité et a température ambiante.

- La lecture de I'absorbance est faite contre un blanc (éthanol /eau : 1ml de I’eau distillée +
1ml de méthanol).

-la lecture de I’absorbance : a 517nm.
3.1.2. Expression des resultats :
A. Calcul des pourcentages d’inhibitions :

Les pourcentages d’inhibition sont calculés a 1’aide de la formule suivante :

I % = ((Ac-At)/Ac) X 100

Donc :

-Ac : Absorbance du controle négatif.

-At: Absorbance du test effectué.
B. Calcul des concentrations efficaces IC50 :
IC50 ou concentration inhibitrice de 50 %, est la concentration de 1’échantillon testé nécessaire
pour réduire 50 % de radical DPPH.Les IC50 sont calculées graphiquement par les régressions
linéaires des graphes tracés; pourcentages d’inhibition en fonction de différentes concentrations

des fractions testées.
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C. Calcul de I’activité anti radicalaire APR : ou activité anti radicalaire qui est inversement

proportionnel a I’EC50 (concentration d’inhibition).

APR = 1/EC50

3.2. L’activité antibactérienne :
3.2.1. Méthodes d'évaluation de I'activité antibactérienne :

L’activité antimicrobienne des dilutions a été déterminée par la méthode de diffusion sur
milieu gélosé cité par (Treki et al., 2009).

A. principe :

L’activité antimicrobienne des dilutions était testée in vitro par la méthode de diffusion sur
gélose. Cette méthode a exactement le méme principe que celui des tests d’antibiogramme; c’est-
a-dire, D’application de patchs imprégnés de principes actifs sur des milieux de culture
ensemenceés de microorganismes.

Elle était présente, se manifestait alors par des zones d’inhibition autour des disques, et en
fonction du diamétre d’inhibition la souche du microorganisme sera qualifiée de sensible,
d’intermédiaire ou de résistante.

Le support Bactérien est compose de souches bactériennes référentielles choisies sous forme
des lots ““American Type Culture Collection’’ ATCC, Elles ont été fournies par le laboratoire
de microbiologie de I’université Mohamed Boudiaf M’sila.

B. le matérielle bactérien utilisé :

Nous avons utilisé des milieux de culture et des souches bactériennes.
B.1: les milieux de culture utilisés :

- La gélose nutritive pour la conservation des souches bactériennes.

- Bouillon Nutritif pour I’enrichissement de 1’inoculum.

- La gélose Mueller Hinton pour I’étude de la sensibilité des bactéries.
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C. Protocol :
C.1. la préparation de dilution :

Nous avons utilisé le venin de I’étranger (VE) pour évaluer cette activité (le méme travail

que Pactivité antioxydant pour la préparation de dilution de venin de I’étranger).

Figure29. Préparation des dilutions de venin de I’étranger (Khechai & Seraiche, 2019).

C.2. Préparation de milieu de culture (Muller Hinton) :

la gélose de Muller Hinton déja prépare a ’avance et conserver dans un flacon, la gélose
Mueller Hinton est fondu dans un bain marie a 95°C et coulé en boite de pétrie sur une épaisseur
de 4mm, et on laisse quelques minutes jusqu'a la solidification (cette opération a lieu dans une
zone stérile du bec bunsen).

C.3 Préparation des disques :

Nous avons utilisé des disques de 6 mm de diametre découpés sur papier Wattman N°1 pour
donner une zone d’inhibition facile a mesurer. Les disques une fois préparés, sont introduits dans
un flacon en verre et placés dans I’autoclave pendant 20 minutes a 120°C.

C.4. Préparation de I’inoculum :

Les différentes souches bactériennes ont été repiquées par la méthode des stries, puis incubées a
37°C pendant 18 a 24 heures afin d’obtenir une culture jeune et des colonies isolées qui ont servi
par la suite a préparer 1’inoculum en les trempant dans des tubes de solution d’eau distillée stérile
(5ml) afin d’avoir une densité cellulaire (1 & 2x10®McFarland) 2 625 nm correspond & une DO=
0.08a40.12

C.5.’ensemencement :
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Nous avons trempé un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne. Puis flotter
I’écouvillon sur la totalité de la surface géloses seéche, de haut en bas en stries serrées.
L’opération doit se refaire deux fois encore plus en tournant la boite de pétrie d’un ongle de 60°a
chaque fois sans oublier de faire pivoter I'écouvillon sur lui-méme. Finir I'ensemencement en
passant I'écouvillon sur la périphérie de la gélose.

C.6. ’application des disques :

A l'aide d'une pince stérile au bec bunsen, déposer les disques sur la gélose ensemencée, en
effet de chaque dilution on préléve 15 pul de chaque dilution de venin (dans chaque boite Cinque
5 disques), les boites de pétri sont ensuite placé au frigo pendant 2 heures a températures 4°C
pour faciliter la diffusion puis incubées renversées a 37 °C. Aprés 18 a 24 heures d’incubation,
les diamétres des zones d’inhibitions autour des déférents disques sont mesurés a 1’aide d’une

regle graduée.

Figure 30. Préparation des souches bactérienne (photo personnelle, 2019).

c.7.Lecture des résultats :

La lecture des résultats est faite le lendemain, La sensibilité des bactéries cibles envers les
différents composés est classée selon les diamétres des halos d’inhibition :
@< 0.8 mm : bactérie non sensible
0.9<@ <1.4 mm : bactérie sensible
1 <@ <1.9 mm : bactérie trés sensible
@ > 2 mm : bactérie extrémement sensible

@= le diamétre de la zone d’inhibition
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Chapitre 111

Résultats et discussion

1. La Résultat de I’activité biologique de venin :

1.1. L’activité antioxydant :

a. Piegeage du radical libre DPPH- (2,2-diphényle-1-picrylhydrazyl) :
La méthode de radical liber DPPH basée sur un changement de couleur de la solution de violet

au jaune.

DPPH (violet)

»’m
oy%,uo:
\/J:

+ Antioxydant-0"

DPPHH (jaunc)

Figure31. Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH

Donc, dans notre cas il ya une activité anti oxydante estimée :

a.l.al’cilnu:

Nous avons constaté a 1’ceil nu un changement de la couleur des différentes dilutions dans les

deux (2) types de venin (local et de I’étranger) qui sont trés comparables, par rapport aux

dilutions de témoin positif (I’acide ascorbique)

Figure(32) : acide ascorbique aprés réduction avec

le radical libre DPPH (Khechai & Seraiche ,2019).

Figure(33) : venin local apres réduction avec le

radical libre DPPH (Khechai & Seraiche ,2019).

-
3
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Figure(34) : venin de I’étranger aprés réductiogﬁvec le radical libre DPPH (Khechai &

Seraiche ,2019).
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a.2. graphiquement :

Les résultats obtenus du test de la mesure du pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH

de différentes fractions sont représentés dans les courbes suivantes :
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Figure35. Courbe désigne le Pourcentage d’inhibition du DPPH en fonction de la

concentration de venin de local
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Figure36. Courbe désigne le Pourcentage d’inhibition du DPPH en fonction de la concentration

de venin de I’étrange
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Figure36. Courbe désigne le Pourcentage d’inhibition du DPPH en fonction de la concentration

de I’acide ascorbique

A partir de ces courbes nous pouvons déterminer :
a.la concentrations efficaces IC50
b. ’activité anti radicalaire APR

Tableau 2 : la variation du pourcentage d’inhibition IC50 et I’activité anti radicalaire APR

IC50 APR
Le venin local 4.48 0.223
Le venin de I’étranger 5.02 0.199
L’acide ascorbique 4.5 0.222

1.2. L’activité antibactérienne :

Nous avons observées une activité antimicrobienne variable vis-a-vis de souches testées.

Les résultats obtenus sont représentées dans le tableau 4 :
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Tableau 3 : Les diamétres de zone d'inhibition (cm).
ATCC ATCC ATCC ATCC ATCC ATCC
27853 6538 8739 14028 25923 6633
SM 2.2 _ 2 2.3 2.8 2.6
10™ 2.1 _ 1.9 2.2 2.7 2.6
107 2.2 _ 2 2.1 2.5 2.5
107 1.9 _ 1.9 2 2.4 2.5
10™ 1.8 _ 1.8 2 2.4 2.1
107 2 _ 1.7 2 2.3 2
10° 1.9 _ 1.7 1.9 2 _
10” 1.8 _ 1.7 1.7 2.1 1.8
107 1.8 _ 1.8 1.7 1.9 _
107 1.7 _ 1.6 1.3 1.7 1.5
107 1.5 _ 0.2 1.2 1.5 1.2
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Les zones d’inhibition Escherichia coli ATCC8739
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Les zones d’inhibition Bacillus subtillus ATCC6633

Figure37 : Zones d’inhibition de souches bactériennes testées (Khechai & Seraiche, 2019).
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2. La discussion

2.1. L’activité anti oxydant :

Pour la capacité de piégeage de radicaux libres DPPH par nos extraits, I’IC50 a été determiné
afin de pouvoir comparer cette capacité par rapport a celle de I’acide ascorbique comme
molécule de référence (témoin positif).

Tous nos extraits ont un pouvoir anti radicalaire envers le DPPH, plus la valeur de I’IC50 est
petite plus 1’extrait est considéré comme un antioxydant puissant.

D’aprés ces résultats, nous pouvons déduire que la réduction de 50% du DPPH a été atteinte
par notre extrait en 30min ce qui en fait une réaction intermediaire en terme de cinétique
Nos résultats montrent que les activités anti-radicalaires des extraits des deux variétés de venins
sont assez importantes. On remarque aussi que le pouvoir anti-radicalaire augmente avec
I’augmentation de la concentration, C’est 1’échantillon de venin local qui a présenté le plus
important pouvoir anti-radicalaire. Par contre I’échantillon provenant de I’Egypte a présenté le
plus faible pouvoir anti-radicalaire.

D’autre part, I’Acide ascorbique a montré une activité antioxydant avec une IC50 de ’ordre
4.5mg/ml donc trés proche par rapport a nos extraits surtout par rapport a la variété locale dont la
valeur de I’IC50 est 4.48mg/ml donc légerement inférieur a celle de 1’acide ascorbique (témoin
positive), par contre I’IC50 de la variété Egyptienne est plus élevée dont la valeur est égale &
5.02mg/ml.

Les propriétés antioxydants des différents extraits végétaux et des composés purs peuvent
étre évaluées en utilisant divers essais in vitro. En effet, pour les propriétés antioxydants de
la propolis algérienne ainsi que pour la propolis portugaise du nord-est et du centre du Portugal
ont déja été démontrées en utilisant la méthode DPPH et le pouvoir (Moreira et al., 2008).
Par conséquent, ces extraits étant capables d'empécher la formation de radicaux anioniques
superoxydes, ils empéchent aussi I'oxydation et les dommages des tissus vivants. Les extraits
éthanoliques de la propolis provenant du Portugal ont montré que les valeurs d’IC50 obtenues
sont de I’ordre de 6 et 25 pg/ml. Ces résultats rejoignent ceux du travail algérien ( 6 et 22 pg/mL
pour Babor et Boutaleb, respectivement).

Par ailleurs, une étude montre également que le miel (autre produits de 1’abeille) présente une
activité antioxydant avec une IC50 de ’ordre de 2.5mg/ml.

Donc : D’apres les résultats d’IC 50 obtenus pour les 03 produits de la ruche nous concluons
comme suit :

a. Le venin d’abeille en général est doué d’une forte capacité anti-radicale libre.
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b. Le venin d’abeille locale qui posséde une activée anti oxydante la plus forte par rapport a la
variété de 1’étranger et méme trés comparable a un antioxydant de référence, 1’acide
ascorbique car IC50 de VL=IC50 de AC <1C50 de VE.

c. La propolis, comme un ptme produit de la ruche présente les plus faibles capacités anti-
oxydantes.

d. Par contre le miel, comme un 2°™ produit de la ruche, qui présente une capacité excellente
de piégeage des radicaux libres.

Donc, on peut conclure que le venin d’abeille, constitue un excellent antioxydant naturel de
substitution pour le miel, tandis que la propolis constitue I’antioxydant naturel de substitution de
venin donc des 02 autres produits de la ruche.

Les composes phénoliques sont doués d’effets biologiques multiples, y compris l'activité
antioxydant (Ahn et al., 2007). Parmi les principaux groupes de composés présents dans la
propolis nous retrouvons les polyphénols et les flavonoides qui peuvent agir sur 1’élimination des
radicaux libres ou empéchent leur formation. Ce fait peut contribuer a la capacité de la propolis
a empécher I'oxydation (Ahn et al., 2007 ; Moreira et al., 2008).

Les radicaux libres peuvent étre piégés ou neutralisés par des substances antioxydantes
naturellement présentes dans les plantes médicinales, les fruits et les Iégumes (Schramm et al.,
2003). Etant donne que le miel est élaboré a partir des plantes il est tout a effet normale qu’il
contienne des substances antioxydantes. les principaux agents antioxydants du miel sont les
composes phénoliques, les caroténoides, et la vitamine C (Al Mamary et al., 2002).

Concernant le venin, cette propriété anti-oxydante est due a la capacité de certains composes,
notamment la Mélittine a piéger les radicaux libres (Domerego & Blanchard, 2012) (Gharbi,
2011).

2.2. L’activité antibactérienne :

La méthode de diffusion en milieu gélose a permis de mettre en évidence le pouvoir
antibactérien de venin vis-a-vis six (6) souches bactériennes.

Cette technique est intensivement employée pour étudier I’activité antibactérienne des
substances naturelles. Elle est basée sur 1’utilisation des disques comme réservoirs contenant la
solution des substances a examiner (Gulgin et al., 2004).

Le potentiel antibactérien des extraits de venin étudiés, exprimé en mesurant les diamétres

des zones d’inhibition, en millimétre aux tours des disques.
2.2.1. La souche Escherichia coli ATCC8739 :
Les zones d’inhibition mesurées, pour la souche Escherichia coli ATCC8739 varient de 16 a

20mm donc Escherichia coli est une bactérie extrémement sensible au venin d’abeille, Les
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bactéries gram-négatives Escherichia coli sont I'hdte commensal aérobie le plus fréquent du
colon. Certaines souches produisent de la diarrhée et toutes les souches sont infectieuses
lorsqu'elles envahissent les sites sains (ex., les voies urinaires).elles peuvent causer :

e Infection urinaire (le plus souvent)

e Infection entérique (certaines souches)

e Infection invasive (rare, sauf chez les nouveau-nés)

e Infection a d'autres sites

D'autres souches sont susceptibles d'entrainer une infection extra-intestinale si les barrieres
intestinales anatomiques normales sont rompues (p.ex., par une ischémie, une maladie
intestinale inflammatoire, ou un traumatisme), dans ce cas, le germe peut se propager aux
structures adjacentes ou envahir le sang. Des infections hépatobiliaires, péritonéales, cutanées
et pulmonaires sont également possibles. Une bactériémie a E. coli peut également se
manifester sans point de pénétration évident.

Outre le fait qu'il est résistant a I'ampicilline et a la tétracycline, E. coli est devenu de plus
en plus résistant au TMP/SMX et aux fluro quinolones. En outre, des souches multi résistantes
qui produisent des béta-lactamases a spectre étendu ont émergé comme une cause importante
d'infection urinaire et de sepsis en ville. Les béta-lactamases a spectre étendu peuvent
hydrolyser la plupart des béta-lactamines, y compris les pénicillines et les céphalosporines et
monobactames a large spectre. Chez le nouveau-né, les nourrissons prématurés en
particulier, E. coli est une cause fréquente de bactériémie ou de méningite (provoquées par les
souches qui possedent une capsule K1, un marqueur de neuro-invasivité
2.2.2. La souche Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 :

Les intervalles d’inhibition mesurée pour la souche Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
varient entre 15 a 20 mm donc la bactérie est extrémement sensible au venin d’abeille
Pseudomonas aeruginosa est un bacille Gram négatif, ¢’est un pathogéne opportuniste qui entraine
fréguemment des infections nosocomiales, en particulier chez le patient sous respirateur, les brilés et

les patients fragiles atteints de maladies chroniques. De nombreux sites peuvent étre infectés et

I'infection est habituellement séveére.
Pseudomonas est ubiquitaire et préféere les environnements humides. Chez I'homme, P.
aeruginosa est le pathogene le plus fréquent.

P. aeruginosa est parfois présent dans l'aisselle et les zones anogénitales de la peau
normale mais rarement dans les selles sauf si des antibiotiques sont administrés. Dans les
hopitaux, le microrganisme est fréquemment présent dans des milieux humides tels que

siphons de vidange, solutions antiseptiques et bocaux de recueil d'urines. La transmission aux
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patients par le personnel soignant peut survenir, en particulier dans les Unités de Soins
Intensifs pour brilés et de néonatalogie a moins que les pratiques de contrdle des infections
soient scrupuleusement respectées.

La plupart des infections dues a P. aeruginosa apparaissent chez le patient hospitalisé,
particulierement affaibli ou immunodéprimé. P. aeruginosa est une cause fréquente d'infection
en unité de soins intensifs (USI). Les patients infectes par le VIH (en particulier ceux qui sont
a un stade avancé) et ceux qui présentent une mucoviscidose sont a risque de développer des
infections a P. aeruginosa contractées en ville.

Les infections a Pseudomonas peuvent se développer dans de nombreux sites, notamment
la peau, le tissu sous-cutane, les os, les oreilles, les yeux, les voies urinaires, les poumons et les
valvules cardiaques. Le siége varie suivant la porte d'entrée et la réceptivité particuliere du
patient. Chez des patients hospitalisés, le premier signe peut étre un speiss fulgurant a Gram
négatif.

2.2.3. La souche Staphylococcus aureus ATCC 6538 :

Aucune zone d’inhibition n’a été observée dans les boites de pétri ensemencées par la souche
Staphylococcus aureus ATCC 6538.

Staphylococcus aureus est le plus pathogéne des staphylocoques; généralement

responsable d'infections cutanées et parfois de pneumonies, d'endocardites et d'ostéomyélites,
il provoque fréeqguemment la formation d'abces.
La capacité de coagulation du sang grdce a la production de coagulase distingue
le Staphylococcus aureus, virulent et pathogéne, des espéces de staphylocoques coagulase
négatives, moins virulentes. S. aureus a coagulase positive fait partie des pathogénes humains
les plus ubiquitaires et dangereux, du fait de sa virulence et de sa capacité a développer une
résistance aux antibiotiques.

Les infections a S. aureus sont plus fréquentes chez les porteurs que chez les non-porteurs
et sont généralement causées par la souche colonisatrice.

2.2.4. La souche Staphylococcus sp ATCC 25923 :

Les zones d’inhibition mesurées, pour la souche Staphylococcus sp ATCC 25923 varient
entre 15 a 28 mm donc la bactérie est extrémement sensible au venin d’abeille
Les staphylocoques sont des microorganismes aérobies Gram positifs. Certaines souches
élaborent des toxines qui déclenchent une gastro-entérite, un syndrome d'épidermolyse et un
syndrome de choc toxique. Le traitement comprend habituellement des béta-lactamines

résistantes a la pénicillinase, mais la résistance aux antibiotiques étant trés fréquente, certaines
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souches sont partiellement ou totalement résistantes a tous les antibiotiques, sauf aux plus
récents dont le linézolide, le tédizolide..

Les especes coagulase négative telles que S.epidermidis sont de plus en plus impliquées
dans les infections nosocomiales; S.saprophyticus provoque des infections
urinaires. S.lugdunensis, une espéce coagulase négative, peut étre responsable d'une maladie
invasive avec une virulence similaire a celle de S.aureus. Contrairement a la plupart des
espéces de staphylocoques coagulase négatifs, S. lugdunensis, reste souvent sensible aux
antibiotiques béta-lactamines résistants a la pénicillinase (c'est-a-dire, sensibles a la
méthicilline).

Les staphylocoques pathogenes sont ubiquitaires. 1ls sont habituellement portés, de fagon
transitoire, dans les fosses nasales antérieures chez prés de 30% des adultes sains et sur la peau
de ceux-ci chez pres de 20%; a partir de ces sites, les staphylocoques peuvent provoquer une
infection de I'h6te et chez les autres. Les taux de portage sont plus élevés chez les patients et le
personnel, hospitaliers,Les staphylocoques sont pathogenes par :

e Invasion tissulaire directe
o Parfois, production d'exotoxine

2.2.5. La souche Bacillus subtiliss ATCC 6633 :

L’intervalle d’inhibition mesurée pour la souche Bacillus subtilis ATCC 6633 varient entre
12 218 mm donc la bactérie est extrémement sensible au venin d’abeille
C’est une bactérie a gram+. Sa longueur varie de 2 a 4 um et sa largeur de 0,5 & 2 um. Elle a
pour forme cellulaire des batonnets droits a bout arrondis. Elle est mobile grace a une ciliature
péritriche (un systeme de flagelle qui recouvre tous les cotés de la surface d'une bactérie). Elle
est aérobie stricte, sa température optimale est de 40 °C (espece mésophile) et son type trophique
est chimio hétérotrophe. Enfin, son temps de génération est d'environ 26 minutes. Les conditions
optimales de croissance de cette souche se situent pour un pH compris entre 5,5 et 8,5, et a une
température de 10 °C a 50 °C.

Comme d'autres espéces, B.subtilis peut se constituer une coque protectrice dure (endospore)
lui permettant de tolérer des conditions environnementales difficiles ou extrémes, mais
contrairement a plusieurs autres espéces bien connues, elle est une aérobie stricte.

B.subtilis peut produire ou co-produire des biofilms qui peuvent abriter d'autres espéces,
éventuellement pathogenes. Elle n'est pas considérée comme pathogéne pour I'homme, mais elle
peut contaminer des aliments et peut exceptionnellement provoquer une intoxication alimentaire,

Ses spores peuvent survivre a de tres hautes températures, telles que celles communément
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utilisées pour cuire les aliments. Elle peut étre responsable de la présence de zones collantes ou
gluantes dans le pain. Néanmoins, une souche de B.subtilis (anciennement connu sous le
nom Bacillus natto) est utilisée dans la production commerciale au Japon d'une préparation

alimentaire appelée- natto.
2.2.6. La souche Salmonella enterica ATCC 14028 :

Les zones d’inhibition mesurées, pour la souche Salmonella enterica ATCC 14028 varient
entre 12 a 23 mm donc bactérie extrémement sensible au venin d’abeille.

Des cas d’infection a Salmonella enterica surviennent partout dans le monde; cependant,
certaines maladies sont plus courantes dans différentes régions. La salmonellose non typhique
survient plus fréquemment dans les pays industrialisés, tandis que la fiévre entérique touche
principalement les pays en développement (surtout en Asie).Chaque année, on enregistre environ
1,3 milliard de cas de salmonellose non typhique dans le monde. L’Organisation mondiale de la
Santé estime que 17 millions de cas et plus de 500 000 déces sont attribuables chaque année a la
fievre typhoide). La maladie atteint un point culminant a I’été et a ’automne, et elle touche
principalement les enfants, Dans les pays en développement, la salmonellose est en partie
responsable de la morbidité et de la mortalité liée a la diarrhée infantile, car les bactéries sont en
cause dans environ 20 % des cas. Des épidémies de salmonellose ont été déclarées dans des
établissements comme les hopitaux et les centres de soins infirmiers.

Par ailleurs, une étude a été réalisée par (Ouatah & Ouchabaa ,2016) sur un autre produit
de la ruche, le miel, montre que Les zones d’inhibition mesurées, pour la souche Escherichia
coli, varient de 10,05 a 12,13 mm par contre le diamétre de zone d’inhibition de venin varie entre
16 a 20 mm, donc le miel présente une activité anti bactérienne plus faible que celle de venin vis
a vis la souche E.Coli .

Pour la souche Bacillus subtilis Aucune zone d’inhibition n’a été observée apres traitement
avec miel, par contre le venin donne des diameétres d’inhibitions qui varient entre 12 & 18 mm,
donc le miel ne présente aucune activité antibacterienne contre les souches Bacillus subtilis.

La souche Staphylococcus aureus présente un diametre d’inhibition entre 14 a 18 mm pour
le miel alors que le venin n’a aucune activité antibactérienne sur cette souche.

Le miel inhibe la croissance des souches Pseudomonas aeruginosa dont un diametre
d’inhibition compris entre 8 a 13 mm contre un diametre de 15 a 20 mm atteint avec la solution
de venin, donc le miel présente une activité anti bactérienne plus faible que celle de venin vis a
vis la souche Pseudomonas aeruginosa.

La comparaison des moyennes démontre que la zone 1’inhibions est variable d’une bactérie a

une autre pour I’ensemble des dilutions de venin analysés avec une bonne activité et plus
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importante surtout contre les bactéries gram-négatif ( Staphylococcus aureus, Staphylococcus
sp et Bacille subtillus), et moindre contre les gram-néegatif ( Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella enterica et Escherichia coli ). Par rapport au miel qui a la méme activité : une
bonne activité contre les bactéries gram-positifs et moindre contre les gram-négatif, ceci dépend
d’une part de la composition du venin et d’autres part a la différence de structure entre les
bactéries a Gram positives et Gram négatives : La paroi cellulaire des bactéries gram positives
est constituée d’une seule couche alors que la paroi cellulaire des gram négatives a une structure
multicouches liée par une membrane cellulaire externe ( Balentineet al., 1999).

La Mélittine et la phospholipase A2 qui désorganisent les membranes cellulaires sont
principalement responsables de D’activité antibactérienne, plutét dirigée vers des bactéries a

Gram négatif.
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Conclusion

L’homme a tout simplement copie les médicaments qu’utilise le petit insecte pour maintenir sa
société en bonne santé. Actuellement, la recherche s’intéresse timidement a 1’apithérapie. Depuis
un demi-siecle, plusieurs propriétés sont reconnues. En effet, le venin, le pollen, la gelée royale
et la propolis sont prometteurs en cancérologie et dans plusieurs infections (bactérienne, virale,
fongique et parasitaire). 1l serait sans aucun doute utile de développer la recherche dans ces
domaines.

Notre étude a été dans le but d’évaluer ’efficacité de venin d’abeille par 1I’évaluation de ces
activités biologiques antioxydant et antimicrobiennes.

Cette étude a abouti aux résultats suivants :

L’évaluation de I'activité antioxydant de venin par I’utilisation de test DPPH, a montré que le
venin possede une meilleure activité , La comparaison des valeurs des IC50 obtenus avec le
standard (acide ascorbique) nous a permis de déduire que 1’activité antioxydant de venin local
dont la concentration IC50 = 4.48mg/ml est presque égale a I’'IC50 de standard (4.5mg/ml), par
contre le venin de [I’étranger dont la concentration IC50=5.02mg/ml est plus
faible par rapport au venin local et a I’acide ascorbique

L’activité antibactérienne de venin d’abeille a été évaluée sur six bactéries par la méthode de
diffusion en milieu gélosé, Les résultats de I’analyse, permettent de constater que toutes les
Cinque souches bactériennes testées sont sensibles a 1’action inhibitrice de venin d’abeille (
sauf pour la sixieme souche (Staphylococcus aureus ATCC 6538 ) dont aucune zone
d’inhibition n’a été observée. pour la souche Escherichia coli ATCC8739 dont I’intervalle 16 a
20mm, et la souche Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 15 a 20mm, la souche
Staphylococcus sp ATCC 25923 la zone d’inhibition varient 15 a 28mm, et la souche Salmonella
entira ATCC 14028 12a23mm et pour la dernier souche Bacillus subtiliss ATCC 6633 la zone
d’inhibition varient 12a18mm cette résultat montre que les Cinque (5) souches bactéries sont
des bactéries extrémement sensible au venin d’abeille.

En perspective, ces résultats ne constituent qu’une petite partie dans le domaine de la
recherche des antioxydants et des antimicrobiens naturels, Il est intéressant également
d’effectuer des analyses pour plusieurs types de venin d’abeille dans les différentes régions de
notre pays, afin de sélectionner les types les plus actifs pour les utiliser dans les domaines

pharmaceutique et cosmetique.
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De plus, il sera nécessaire d'identifier et d'isoler les composés bioactifs a tester séparément ou
en combinaison avec d'autres medicaments deja disponibles en vertus de 1’utilisation des
extraits de venin comme traitement relativement peu codteux dans différentes maladies.

Malgré les essais in vitro, qui fournissent de nouvelles informations précieuses sur les
propriétés biologiques de venin, il faudra analyser in vivo puis cliniquement [I'efficacité de
venin, compléter la recherche fondamentale disponible et évaluer le potentiel de venin d’abeille

dans la promotion de la santé humaine et vétérinaire.
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RESUME

Le venin d’abeille est un composé biologique trés complexe, d’une trés grande diversité, lui conférant une
multitude de propriétés, aussi que sur le plan thérapeutique. Une grande partie de 1’intérét des recherches actuelles
porte sur 1’étude de molécules antioxydants d’origine naturelles.
L’objectif de notre travail vise a étudier les activités antioxydants et antibactériennes de venin d’abeille.
Le pouvoir anti radical de DPPH montre que le venin posséde une forte activité anti oxydante avec des
concentrations tres faibles. D’autre part, I’Acide ascorbique a montré une activit¢  antioxydant avec une
IC50=4.5mg/ml donc tres proche par rapport a nos extraits surtout Le venin local dont la concentration
IC50=4.48mg/ml par contre le venin de 1’étranger dont la concentration plus élevée égal 5.02mg/ml
Les résultats obtenus montrent clairement I'impact du venin sur la sensibilité des six souches bactériennes étudiées
sauf la souche Staphylococcus aureus ATCC 6538 (aucune zone d’inhibition), pour la souche Escherichia coli
ATCC8739 dont I’intervalle 16 a 20mm, et la souche Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 15 a 20mm, la
souche Staphylococcus sp ATCC 25923 la zone d’inhibition varient 15 a 28mm, et la souche Salmonella entira
ATCC 14028 12a23mm et pour la dernier souche Bacillus subtiliss ATCC 6633 la zone d’inhibition varient
12a18mm cette résultat montre que les Cinque (5) souches bactéries sont des bactéries extrémement sensible au
venin d’abeille.

Mots-clés : abeille, venin, activité antioxydante, activité antibactérienne, bactérie.

ABSTRACT:

Bee venom is a very complex biological compound of great diversity, giving it a multitude of properties, as
well as therapeutically. Much of the current research interest is in studying antioxidant molecules of natural origin.
The aim of our work is to study the antioxidant and antibacterial activities of bee venom.

The anti-radical power of DPPH shows that the venom has a strong anti-oxidant activity with very low
concentrations. On the other hand, Ascorbic acid showed an antioxidant activity with an 1IC50 = 4.5mg / ml so very
close compared to our extracts especially the local venom whose concentration IC50 = 4.48mg / ml against the
venom of the foreigner whose higher concentration equals 5.02mg / ml

The results obtained clearly show the impact of the venom on the sensitivity of the six bacterial strains studied,
except the strain Staphylococcus aureus ATCC 6538 (no inhibition zone), for the strain Escherichia coli ATCC8739
whose interval 16 to 20 mm, and the strain Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 at 20mm, the strain
Staphylococcus sp ATCC 25923 the zone of inhibition vary 15 to 28mm, and the strain Salmonella will ATCC
14028 12 to 23mm and for the last strain Bacillus subtiliss ATCC 6633 the zone of inhibition vary 12 to 18mm this
result shows that the five (5) strains bacteria are extremely sensitive bacteria to bee venom.

Keywords: bee, venom, antioxidant activity, antibacterial activity, bacteria
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