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Résume :

Cette étude est contribuée a I'évaluation de I'activité antimicrobienne et antioxydant

d'un échantillon de venin d'abeille collecté en Egypte.

Les I'échantillon est testé sur cing souches de microbes pathogenes : deux souches de
bactéries (Escherichia coli, Staphylococcus aureus) et trois types de champignons (Candida,

Dermatite, Aspergillus Niger).

Ces souches bactériennes ont été collectées a partir de pus et de champignons des
pieds, des ongles et des oreilles. L'activité antimicrobienne a été déterminée par la méthode de
diffusion par disque, et l'activité antioxydant par piégeage et réduction des radicaux libres
DPPH.

L'étude que nous avons obtenue indique que les souches sélectionnées sont sensibles a
I'effet du venin d'abeille contre les germes et contre les champignons. Nous avons constaté

que Staphylococcus aureus était le plus sensible au venin d'abeille testé.

Mots clés: Activité antibactérienne, Activité antioxydant, venin d’abeille, souche pathogenes.
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Abstract :

This study contributes to the evaluation of the antimicrobial and antioxidant activity of
a sample of bee venom collected in Egypt. The sample is tested on five strains of pathogenic
microorganisms; two bacteria Escherichia coli, Staphylococcus aureus, a yeast Candida
albicans and two fungi Dermatophyte and Aspergillus Niger. These strains were collected
from pus, toes, nails and ears respectively. The antimicrobial activity was determined by the
disk diffusion method, and the antioxidant activity by trapping and reducing free radicals at
DPPH. The results obtained indicate that the strains tested are all sensitive to the effect of bee

venom, and Staphylococcus aureus was the most sensitive.

Key words: Antibacterial activity, Antioxidant activity, bee venom, pathogenic

strains.
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Introduction

1. Introduction :

L'apiculture est une technique courante rencontrée dans toutes les régions du globe.
Son objectif principal est de pouvoir exploiter les produits de la ruche gréce a I'élevage
artificiel des abeilles. L'apiculture est une technique d'élevage ou se mélent des pratiques
ancestrales comme I'enfumage et des procédés modernes comme l'insémination artificielle.

Elle a besoin d'utiliser certains équipements pour pouvoir s'occuper de ses abeilles.

Les produits de la ruche obtenus grace a l'apiculture peuvent étre source de santé et de bien-
étre. L'apithérapie représente un autre débouché pour les apiculteurs : elle consiste en
I'utilisation de la production a des fins médicales. Ces produits présentent en effet de
multiples vertus. L’usage thérapeutique du venin est contre-indiqué dans les cas suivants :
Diabete mal équilibré ; usage de Beta-bloquants ; Insuffisances cardiovasculaires et rénales
séveéres, maladies de systeme avancées. Le venin peut étre administré par injection a la
seringue voire par 1’inhalation d’une solution diluée de venin d’abeille. Le venin d’abeille
pénétre dans I’organisme humain par la piqare d’abeille : Apipuncture. Le venin est utilisé
également sous diverses présentations : cremes, lotions, comprimés, gouttes. Selon
I'Organisation mondiale de la santé (OMS), la résistance aux antimicrobiens des agents
pathogeénes bactériens a atteint des taux alarmants dans plusieurs régions du monde et peu
d'alternatives sont disponibles. La découverte des antibiotiques a servi de promesse pour
éliminer de nombreuses maladies qui menacaient la vie humaine. Autrefois. Cependant, des
effets secondaires inattendus tels que la résistance et la mutation ont présenté un nouveau défi
pour I'humanité. Les décés annuels attribuables a la résistance aux antimicrobiens devraient
dépasser ceux du cancer d'ici 2050. En raison de la surutilisation d'antibiotiques qui en
résulte, les microbes sont devenus capables de développer des biofilms intégrés dans une
matrice extracellulaire qui sont plus résistants et plus difficiles a pénétrer avec des
antibiotiques. L'augmentation de la résistance aux antimicrobiens appelle a la recherche de
nouveaux candidats avec un nouveau mode d'action. Les produits naturels, y compris le venin
d'abeille, I'un des nombreux produits apicoles riches en composés bioactifs, offrent une
diversité d'activités contre diverses causes de maladies. L’évaluation de [I’activité
antimicrobienne (antibactérienne et antifongique) de venin d’abeille de 1’espéce Apis
melliféra par 1’utilisation de la méthode de diffusion sur disque. L’évaluation de 1’activité
antioxydant de venin d’abeille de 1’espece Apis mellifera par 1’utilisation de la méthode de

réduction et piégeage du radical libre DPPH.

v
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Chapitre 1 : Syntheése bibliographique

I. Chapiter 1: synthése bibliographique :
1. L’abeille (Apis mellifera) :

L’abeille (Apis mellifera) est un insecte social hyménoptére vivant en colonies et
produisant la cire et le miel (Free, 1970). Présente sur Terre depuis environ 60 million
d’années (Schacker, 2008). Cette abeille fait partie du groupe d'abeilles productrices de miel

et autres produits apicoles (cire, gelée royale, propolis, pollen...) (Clément, 2002).

Figure 1: Apis mellifera
2. Classification :

Tableau 1 : Classification systématique de 1’abeille (Regard,1998)

Classification Taxon Caracteéristiques, exemples

Régne Animaux Hétérotrophes pluricellulaires Homme, poissons, vers
Exosquelette chitineux, articulé Araignées, mille-
Embranchement | Arthropodes .
pattes, crabes, écrevisses
Corps divisé en trois parties : téte, thorax et
Classe Insectes )
abdomen Hannetons, pucerons, puces, papillons
Métamorphose complete Ailes membraneuses
Ordre Hymeénopteres | Meétathoraxsoudé au premier segment abdominal
Guépes, bourdons, abeilles solitaires
Sous-ordre Apocrites Rétrécissement entre le thorax et I’abdomen
] ) Adaptation au régime alimentaire (miel et pollen) :
Superfamille Apoidea ] o
corps couvert de poils, corbeilles a pollen
) ) Insectes sociaux Sécrétion de cire Abeille
Famille Apidae . )
mellifere, bourdons, Mellipona
Genre Apis Sept especes dont mellifera, dorsata, cerana, flore
Espece Apis mellifera
Race Intermissa
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3.Les produits de la ruche :
3.1. Le pollen :

Le pollen, contenu dans les anthéres situées a I’extrémité des étamines, est 1’appareil
sexuel male des fleurs. C’est une mati¢re premicre fondamentale pour les abeilles, mais aussi

un produit de la ruche. Une colonie en récolte environ 20 & 40 kg par an (Bradbear, 2010).

3.2. Le Miel :

La nouvelle définition légale du miel pour le commerce international précise qu'il
s'agit de la substance sucrée naturelle produite par les abeilles de I'espece Apis mellifera,
espece élevée la plus répandue dans le monde (les miels produits par d'autres especes

d'abeilles seront identifiés autrement de par leur composition différente) (Bruneau ; 2011).

3.3. La gelée royale :
La gelée royale est le produit de sécrétion des glandes hypo pharyngiennes et
mandibulaires des ouvriéres agées de 5 a 14 jours, elle se présente sous la forme d’une

matiére visqueuse blanchatre, a odeur phénolique et acide (Khenfer et al., 2001).

3.4. Lacire:
La cire d'abeille est une substance grasse sécrétée par les quatre paires de glandes a
cire situées sur la partie centrale de lI'abdomen des ouvrieres agées d'environ deux semaines,

elle est synthétisée a partir du miel par réduction chimique des sucres (vergeron, 1967).

3.5. La propolis :

La propolis est constituée d'une masse, semblable a de la résine, que les abeilles
récoltent principalement sur les bourgeons couverts de résine de différentes essences d’arbres,
cette résine est ensuite mélangée a la cire, a des sécrétions glandulaires, et a la substance
grasse qui recouvre les graines de pollen, et transformée en propolis que les abeilles utilisent

dans ruche (Kihnemann, 1992).

3.6. Le venin :
Le poison est sécrété par deux glandes situées dans I'abdomen et est stocké dans le
réservoir poison. Quand une pigdre d'abeille, le venin est injecté dans la victime en utilisant

la piqare (Levine et al., 2005).

4.venin d’abeille :
Le venin est secrété par deux glandes situées dans 1’abdomen des ouvrieres et de la

reine. L’une sécréte une sorte de liquide acide dans le réservoir a venin, I’autre créé un
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produit servant a lubrifier (glisser) le dard (Jean-Francgois, 2016b). Lorsqu’une abeille pique,
le venin est pompé dans la victime a 1’aide d’aiguillon (Amirat, 2014). La vésicule a venin
n’est remplie qu’entre le 15¢me et le 20éme jour d’existence d’une abeille et contient environ
0,3 mg de venin liquide. Les abeilles printanieres qui ont ingéré beaucoup de pollen possedent
plus de venin et le plus efficace (Marieke et al., 2005). Son goQt est amer, son odeur est

semblable a celle du miel avec un pH acide (Bechet, 2002).

Figure2 : Le venin d'abeille

4.1. Méthode de récolte :
Selon Ballot (2019), il existe plusieurs techniques concernant la récolte et 1’utilisation

du venin :

4.1.1. Méthodes directes :

Elles sont destinées aux personnes testées comme non allergiques au venin.

4.1.1.1. Méthode « Pedro » de I’abeille vivante et du volcan :

Cette méthode consiste a déposer, a 1’aide de la main ou d’une pince, une ou des
abeilles vivantes sur la peau du sujet sur les zones douloureuses ou encore sur des points
d’acupuncture. Suite aux observations du chercheur espagnol Pedro Perez Gomez, il a
remarqué la capacité des abeilles a distinguer les points d’acupuncture précises pour chaque
personne, il a estimé qu'elles disposent d’un moyen de repere des nceuds énergétiques. Cela

lui a incité de les utiliser comme des indicateurs des endroits appropriés lors de la piqure.

L’¢tude du « volcan » formé a I’endroit de la piqlre a permet au thérapeute d'en savoir
plus sur son patient. Cependant l'utilisation de cette technique conduit dans la plupart des cas
a la mort de l'abeille.
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Figure 03 : Méthode directe
4.1.1.2. Méthode « Hirofumi » :

Elle s'agit d'une technique originaire du Japon et du Taiwan, consiste a arracher le
dard et de le piquer rapidement sur une trentaine d’endroits variés du corps y compris le
visage, les pieds, les mains, ce que va diminuer la dose et I'efficacité du venin et lui permet de
se répartir sur une plus grande surface. Bien que cette méthode nous semble assez brutale car
elle mutile et tue une multitude d’abeilles, elle est utilisée par de nombreux médecins et

thérapeutes en Amérique centrale et Amérique du Sud due a son efficacité.

4-1-2. Méthode indirecte :

- La récolte du venin par stimulation électrique

La récolte du venin peut se faire a I’aide d’un treillis souple électrifié placé sur la
planche d’envol de la ruche : le venin d’abeilles est recueilli a 1’aide d’un collecteur, ce
systeme d’extraction est constitu¢ d’une plaque de verre surmontée d’une série de fils
métalliques qui conduisent 1’électricité, ce dispositif est déposé horizontalement devant

I’entrée d’une ruche, il est relié a une boite de commande branchée a une batterie.

En passant dessus, les abeilles sont irritées et piquent sans perdre leur dard. Le venin

est recueilli entre les deux plaques de verre et immédiatement séché pour étre conservé.

Cette méthode rend les abeilles agressives, mais ne les tue pas. Elle permet de
conserver du venin sec (alors appelé Apitoxine) pour préparer des solutés injectables a 1’'usage
des médecins, cela permet de soulager des malades en toute saison : maladies rhumatoides,

lombalgies ou autres pathologies.
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Figure 04 : Méthode indirecte
4.2. Composition du venin :
Le venin d’abeille est composé de 85 % d’eau, de 3% de composés volatils ainsi que
de 12% d’enzymes, de protéines et de composés non amineés. Les composés de la matiére

séche du venin d’abeille ne représentent que 15% de la composition totale du venin.

Cardiopeptide
1%
Adopaline

Glucides
2%

Hyaluronidase L‘gfse“

3%

Phospholipas A2
11%

Figure 05 : Composition moyenne de la matiere seche du venin
Le venin d’abeille contient un trés grand nombre de peptides et de protéines. Parmi les

plus importants il est retrouvé :

+ La mellitine : est un peptide de 26 acides aminés qui potentialise ’action de la
phospholipase A2.
4+ L’apamine : est un peptide de 18 acides aminés, qui agit sur le systéme nerveux en

ayant un réle neurotoxique.
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+ L’adopaline : est un peptide, il joue un Role trés important comme anti-inflammatoire
et analgesique.

+ Le peptide Mast Cell Degranulating (MCD), également appelé peptide 401 :
peptide de 22 acides aminés. Dont la fonction est de décomposer les mastocytes, ce qui
conduit a la libération d’histamine.

Les enzymes sont également présentes en trés grand nombre dans le venin d’abeille.
Les plus importantes sont :

+ La phospholipase A2: enzyme contenant 128 acides aminés qui a une action
synergique avec la mellitine.

+ La hyaluronidase A2 : Augmente la perméabilité des tissus, et permet ce fait une

meilleure diffusion du venin.

Le venin d’abeille contient également des lipides surtout représentés par les
phospholipides ainsi que des glucides simples. 1l est également retrouvé de I’histamine, de

I’acétylcholine, de la dopamine ainsi que du Gaba dans le venin d’abeille.

4.3. La science de la thérapie au venin d’abeille :

Le venin d'abeille est étudié depuis la fin du 19°™ siécle, Depuis 3000 avant JC, la
médecine orientale traditionnelle utilise le venin dabeille comme traitement de
I'inflammation. Hippocrate (460-377 av. J.-C.), le pére de la médecine, considérait le venin

comme un remede idéal pour traiter I’arthrite et les problémes d’articulations.

Au XVeéme siecle, Ivan le Terrible fut le premier a utiliser le venin d'abeille pour
traiter d'autres maladies comme la goutte. La collecte d'une quantité considérable de venin
d'abeille est difficile car une seule abeille contient trés peu  quantité de venin et pour
I'extraire, I'abeille doit piquer. Pour résoudre ce probléme, Markovic et Molnar, en 1954,

utilisaient des électrochocs et pressaient pour provoquer la pigdre des abeilles.

4.3.1. Propriétés thérapeutique :
4.3.1.1. Activité anti-inflammatoire :

La Mélittine stimule la production d'ACTH par I'nypophyse et par conséquent la
libération de cortisol par les glandes surrénales. Cette activité appelée « cortisone like » est la

premiére réponse anti-inflammatoire de I'organisme.

Le peptide MCD, quand a lui, empéche la transformation de I'acide arachidonique qui

aboutit a la formation de prostaglandines intervenant dans I'inflammation. Il agit aussi contre
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Iinflammation en inhibant la cyclo-oxygénase. Les composés antioxydants viennent

compléter ces actions.

4.3.1.2. Activité analgésique et antipyrétique :
En partie dues a I'activité anti-inflammatoire et immuno-modulatrice, cette activité par
I'activation de récepteurs opioides par la Mélittine, et par un effet antipyrétique et antalgique

de I'Adolapine, sans que ce mécanisme ne soit connu.

4.3.1.3. Activité antioxydante :
Elle est due a la capacité de certains composés, notamment la Mélittine a piéger les

radicaux libres.

4.3.1.4. Activité immuno-modulatrice :
Le venin est un antigéne, il va étre la cible du systeme immunitaire, et va le réorienter
vers lui, c'est cette capacité dattirer les défenses de I'organisme qui serait a l'origine des

améliorations ressenties par certains patients atteints de sclérose en plaque.

4.3.1.5. Activité cicatrisante et régéenérative :
Les amines biogénes contenues dans le venin permettent I'activation de la circulation,
d'une revascularisation des tissus, de la vasodilatation. Cette circulation rétablie permet

I'élimination des déchets et les apports nécessaires a la régénération des tissus.

4.3.1.6. Activité anticancéreuse :

Cette activité n’est pas mise a profit dans les usages thérapeutiques et reste a étudier.
L'action anti-tumorale résiderait dans la capacité du venin a induire I'apoptose, en effet la
mitose des cellules testées se stoppe en phase G1 et présentent un ADN fragmenté, ceci
induisant la lyse cellulaire.

4.3.1.7. Activité antimicrobienne :

La Mélittine et la phospholipase A2 qui désorganisent les membranes cellulaires sont
principalement responsables de ’activité antibactérienne, plutdt dirigée vers des bactéries a
Gram negatif. La M¢élittine est responsable de 1’action antivirale en modifiant la plaque
d'adhésion cellulaire, ce qui empéche la fixation de certains virus (notamment le virus de
I'nerpes simplex de type 1) et par extension leur pénétration. Le venin a montré également une

toxicité envers le Plasmodium falciparum.
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5. Activité antimicrobienne :

5.1. Antibactérienne :

Le venin d'abeille et ses composés principaux, PLA2 et mélittine ont des effets
antimicrobiens, ils ont été appliqués contre les agents pathogenes identifiés par voie orale
comme agents responsables de la carie dentaire. Contre Streptococcus salivarius, S. sobrinus,
S. mutans, S. mitis, S. sanguinis, Lactobacillus casei, et Enterococcus faecalis. Contre
I'infection de Lyme est une maladie causée par la bactérie Borrelia burgdorferi. Les deux
venins d'abeille et mélittine ont eu des effets sur la morphologie et la taille des biofilms de
B.Burgdorferi, 2000.

Le venin d'abeille a activité anti-microbienne et antibiofilm a été identifiée dans
Salmonella isolées des volailles. Les concentrations de venin d’abeille significativement
réduit le développement de biofilm dans des souches de Salmonella étudié. Par exemple,
venin d'abeille et mélittine exposées un large spectre d'activité antibactérienne contre les
bactéries gram-positives et des bactéries Gram-négatives. Les bactéries Gram-positives ont
une sensibilité a la mélittine, par rapport a celles a Gram négatif, en raison de la nature de la
membrane cellulaire de I'organisme. Mélittine peut pénétrer la couche peptideoglycan de la
membrane cellulaire Gram positif plus facilement que les cellules Gram-négatives, qui ont

une couche de lipopolysaccharides protégeant leur membrane.

5.2. Antifongique :

Les maladies liées aux champignons provoquent une colonisation, des infections
cutanées superficielles et des allergies, représentant un probleme de santé dévastateur dans le
monde entier. De plus, la toxicité et la résistance aux médicaments antifongiques sont des
défis majeurs. Produits naturels issus des plantes, de la vie marine, des micro-organismes et
des produits apicoles pourraient étre considérés comme des agents antifongiques prometteurs

avec moins d'effets secondaires.

Récemment, venin dabeille a été signalé comme un agent efficace contre de
nombreuses maladies liées aux champignons. Le venin d'abeille peut inhiber la
dermatophytose, qui se produit via Trichophyton mentagrophytes et les champignons
Trichophyton rubrum. Le venin d'abeille a réduit toutes les populations de T. mentagrophytes
a 15 et 30 ppm en 5 min, tandis qu'a la méme dose de venin d'abeille, une inhibition de la

croissance de T. rubrum a été observée dans les 5 min.
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L'activité antifongique du venin d'abeille sur 10 isolats cliniques de Candida albicans
a été etudiee. Dans une autre étude, la mélittine a montré une activité antimicrobienne contre
diverses souches de champignons. La mélittine a produit des radicaux libres d’oxygéne (OH)
qui pourraient induire l'apoptose de C. albicans. La mort des cellules fongiques a été
expliquée par la perturbation membrane mitochondriale via la libération de Ca?*. Alternaria
sp, et les oreillers Aspergillus sont des agents pathogénes courants qui se développent dans la
cavité nasale. La mélittine et I'apamine ont pu inhiber la croissance de Alternaria. sp, et
Aspergillus oreillers causant des maladies inflammatoires des voies respiratoires supérieures.
Le mécanisme d'action s'est avéré étre via l'inhibition de la production de médiateurs

chimiques.
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Il.  Chapitre 02 : matériel et méthodes

1.1  Lieu d’étude :

1.1. Laboratoire de microbiologie (département de science et technologie -université 20
Aout 1995 Skikda) pour une durée allant de 29 Mars a 26 Avril ; dans ce le laboratoire
nous avons évalué¢ I’activité antimicrobienne (antibactérienne et antifongique) de venin
d’abeille d’Apis mellifere sur des souches pathogénes par 1’utilisation de la méthode de
diffusion sur gélosé (méthode des disques).

1.2. L’école normale supérieure d’enseignement technologique a Azzaba-Skikda
(département de science de la vie) pour une durée allant de 27 Avril au 12 Mai ; dans ce
laboratoire nous avons pu évaluer 1’activité antioxydante du venin de Apis mellifere par

I’utilisation de la méthode de réduction et piégeage du radical libre DPPH.

11.2 Matériel et Méthodes :
11.2.1 Matériel biologique

0,

% L’échantillon de venin d’abeille de I’espece Apis mellifere qui a été apporté de centre du

traitement de Belsan pour la médecine alternative qu’ils aient récolté d’Egypte.

Figure06 : Poudre de venin d’abeille Apis mellifere

7

% Les microorganismes :
Les souches bactériennes ont été recues de laboratoire bactériologie de
I’hopital de frere Saad Garmash de la wilaya de Skikda, les dérmatophytes ont été

prélevés a partir des personnes malades.

u
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Figure 07: (a) : balance, (b) spectrophotomeétre, (c) : autoclave.

11.3 Méthodes d’étude :
11.3.1 Echantillonage

Récolte de venin :

Méthode indirect : par stimulation électrique, la récolte du venin peut se faire a I’aide
d’un treillis souple €lectrifi¢ placé sur la planche d’envol de la ruche : le venin d’abeilles est
recueilli a I’aide d’un collecteur, ce systéme d’extraction est constitué d’une plaque de verre
surmontée d’une série de fils métalliques qui conduisent ’¢lectrique, ce dispositif est déposé
horizontalement devant 1’entrée d’une ruche, il est relié a une boite de commande branchée a
une batterie. En passant dessus, les abeilles sont irritées et piquent sans perdre leur dard. Le
venin est recueilli entre les deux plaques de verre et immédiatement séché pour étre conserve.
Cette méthode rend les abeilles agressives, mais ne les tue pas. Elle permet de conserver du
venin sec (alors appelé API toxine) pour préparer des solutés injectables a 1’usage des

médecins, cela permet de soulager des malades en toute saison: maladies rhumatoides,

lombalgies ou autres pathologies. (Ballot,2019)

Tableau 02: Les caractéristiques physico-chimiques du venin

Gout Légérement amer
Odeur Présence
Couleur Blanc cassé
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11.3.2 Préparation de séries de dilutions :

Diluer le venin dans une solution d’éthanol 60% :

10ml-éth/10mg-v

sm Y Ya 1/8
Eth= éthanol /[ v=venin [/ sm=solution mére

Figure 08 : Préparation de séries de dilutions

11.3.3 Evaluation des activités biologiques
1.3.3.1 L’activité antimicrobienne :

L’activité antimicrobienne des dilutions a été 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, I’application de patchs imprégnés de principe actifs sur des
milieux de culture ensemencés de microorganismes. Elle était présente, se manifestait alors
par des zones d’inhibition autour des disques, et en fonction du diametre d’inhibition la

souche du microorganisme sera qualifier de sensible, d’intermédiaire ou résistante.

L’activité antimicrobienne (antibactérienne, antifongique) de venin a été évaluée par la

méthode de diffusion sur gélose décrite par Bauer et al (1966).

]
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A) Etude de ’activité Antibactérienne :
Préparation de ’inoculum :

Afin d’avoir des cultures jeunes des repiquages ont été effectués pour chaque souche

bactérienne en milieu solide. L’incubation a lieu a 37 °C pendant 24 h.

La revivification des différentes especes bactériennes est faite dans bouillon nutritif puis
incubé a 37 °C pendant 24heures. Apres incubation, les cultures sont ensemencees sur milieu

Miller Hinton, incubation 24 h a une température de 37 °C.

Figure 09 : Enrichissement des souches pathogene (Bactéries, Champignons)

L’inoculum est préparé a partir des souches bactériennes de 24 heures. Des colonies de
les bactéries a étudier ont été prélevées avec la pipette Pasteur et ont été introduites dans un
tube contenant 10 ml d’eau physiologique en formant une suspension et la densité de cette
suspension est ajustée a 0.5 Mc Ferland ce qui correspond a une charge bactérienne de 1 a
2.108 Unité formant Colonie (UFC).

Ensemencement et application des disques :

La surface est ensemencée par I’inoculum dilué a raison de 5. 105 UFC/ml, des disques
stériles imbibés par une solution du venin d’abeille a 150 pg/ml sont déposés et les disques
d’antibiotiques sont utilisés comme des témoins positifs et les disques d’eau distillée sont
utilisés comme des témoins négatifs. Les disques sont déposés sur la gélose a I’aide d’une
pince flambée, en appuyant doucement sur chaque disque pour assurer un contact uniforme

avec le milieu.

]
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Figure 10 : Ensemencement et application des disques
Incubation et lecture

L’incubation s’est faite a I’étuve a 37 °C pendant 24 heures, la lecture s’effectue en
mesurant le diamétre de la zone d’inhibition autour du disque. Ont fait la méme méthode pour

les bactéries Staphylococcus aureus.
B) L’étude de activité antifongique :

L’évaluation de D’activité antifongique de 3 souche suit le méme principe cité
précédemment, avec le milieu de culture Sabouraud une incubation de 30°C et en utilisant,

pendant 3 jours.
Etude microscopique (I’état frai) :

C’est une méthode rapide qui consiste a observer entre lame et lamelle une
suspension bactérienne a 1’objectif *40 ou *10. Les champignons sont vivants. Certains
caractéres peuvent étre alors déterminés tels que la morphologie générale, la mobilité et le

regroupement et 1’identification.

L’activité antioxydants :

Méthodes d'évaluation de I'activité antioxydante :
L’objectif :

Pour évaluer I’activité antioxydant de venin d’abeille Apis mellifere, nous avons

procede au test de piegeage par le radical libre DPPH (2.2'-diphényl-1-picrylhydrazyl).

s
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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 & la capacité des antioxydants présents dans le milieu & donner des protons
(Sanchez-Moreno, 2002).

Protocole :
Préparation des solutions :

Préparer une gamme de solutions meres (acide ascorbique — DPPH- et venin).
Préparation de la solution mere de venin local :

Préparer la solution du venin a partir de la solubilisation de 100 mg de venin d’abeille
(poudre solide) dans un volume d’éthanol 60 % qui est estimée a 25 ml donc une
concentration de 0.25mg/ml (La préparation est réalisée dans une fiole bien couverte a 1’aide
du papier aluminium), puis laissée sous agitation a 1’aide d’un vortex jusqu'a solubilisation du

venin.

Poudre de venin d’abeille vortex

B
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Préparation de la solution mére de ’acide ascorbique :

Préparer la solution mére de ’acide ascorbique a partir de la solubilisation de 30mg de
I’acide ascorbique dans 7.5ml de I’éthanol dans un bécher bien couvert a I’aide du papier

aluminium et laissé sous agitation par vortex jusqu’a dissolution compléte.

Poudre de ’acide ascorbique vortex

Préparation de la solution de DPPH :

Préparer la solution de DPPH en solubilisant 4mg de DPPH dans un volume d’éthanol
qui est estimé a 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.

Poudre de DPPH
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Préparation des series de dilutions
Dilution des solutions méres de venin :

Nous avons préparé nos series de dilutions dans 10 tubes secs stériles dont 9 tubes
contiennent 9 ml de 1’éthanol pour chacun, avant de commencer les séries de dilutions nous

avons, tout d’abord, identifié ces tubes selon 1’ordre suivant :

- 1°" tube : qui porte I’étiquette (SM) pour solution mére, et qui contient 10 ml de la solution

de venin.

- 2%me tybe : qui porte I’étiquette 10-1 et qui contient les 9 ml de I’éthanol déja présente

surajouté de 1ml de la solution mere, puis le tube est bien mélangé a 1’aide d’un vortex.

- 3*Me tube : qui porte 1’étiquette 10-2 qui contient 9ml de 1’éthanol surajouté de 1ml de la

solution de 2eme tube (10-1) 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).
Dilution de la solution mére de I’acide ascorbique :

Préparer 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 moiti¢ dans ’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 1’étiquette (SM) pour solution mére et qui contient Sml de la solution

¢thanoique de 1’acide ascorbique.

- 2™ tube : qui porte I’étiquette 10-1 et qui contient4.5ml de 1’éthanol avec 0.5ml de la

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

- 3%me tybe : qui porte 1’étiquette 10-2 et contient et 4.5ml de 1’éthanol surajoutée de 0.5ml de
la solution du 2éme tube (10-1) puis bien homogénéisé vortex.

Refaire le méme travail pour les autres tubes jusqu’au dernier tube (10-10).
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Dilution de la solution de DPPH :

Préparer la série de dilution pour la solution de DPPH exactement avec les mémes

étapes et les mémes volumes que dans celle de 1’acide ascorbique jusqu’aux dernier tube (10-

10).
Le dosage :
L'activité du piégeage du radical DPPH a été évaluée selon le protocole suivant :

1ml de chaque dilution de venin sont ajoutés & 1 ml de la solution du DPPH. Un
témoin négatif est préparé en mélangeant 1ml de chaque dilution de la solution de DPPH avec
Iml de I’éthanol. Le contrdle positif est réalisé avec une solution d'un antioxydant standard,
I'acide ascorbique (Iml de la solution de DPPH avec 1ml de chaque dilution de 1’acide

ascorbique).
L’incubation : 30 min d'incubation a I'obscurité et ambiante.

La lecture de l'absorbance est faite contre un blanc (éthanol). La lecture de

I’absorbance : a 517nm.
Expression des résultats :

Calcul des pourcentages d’inhibitions :

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

1%=((A(DPPH)-As)/(A(DPPH))) x 100
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Calcul des concentrations efficaces 1C50 :

IC50 ou concentration inhibitrice de 50 %, est la concentration de 1I’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. Calcul de ’activité anti radicalaire APR : ou
activité anti radicalaire qui est inversement proportionnel a I’EC50 (concentration
d’inhibition). APR=(1/EC50).

Questionnaire :

Pour savoir si les résultats du traitement au venin d'abeille sont satisfaisants ou non,
nous avons interroge les patients du Centre de Médecine Alternative de Belsan a I'aide d'un

questionnaire.
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1. Chapitre 03 : résultats et discussion :
1.1 Résultat :

111.1.1 L’activité antimicrobienne :

Figure 11 : La dilution du venin

111.1.2 Activité antibactérienne :

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

Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau et les figures.

Figure 13 : Les zones
d’inhibition staphylococcus
aureus

Figure 14 : Les zones d’inhibition E. coli

E
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Tableau 03 : Les diameétres de zone d'inhibition (mm)

Les souches testées SM % Ya 1/8
E. coli 7 mm 10mm 10mm 6mm
Staphylococcus 18mm 14mm 9mm 8mm

111.1.3 Activité antifongique :

Nous avons observé une activité antifongique variable vis-a-vis de souches testées. Les

résultats obtenus sont représentés dans le tableau et les figures apres 72 Heures.

Figure 15 : Controle
négatif de sabouraud

Figure 17 : Les zones
d’inhibition Aspergillus Niger

Figure 16 : Les zones
d’inhibition Dermatophyte

Figurel8 : Les zones
d’inhibition candida

Tableau04 : Les diamétres de zone d'inhibition (mm)

Les champignons SM SF 1/2 SF 1/4 SF 1/8
Candida 9mm 10mm 10mm 11mm
Dermatophyte 9mm 8mm 10mm 10mm
Aspergillus Niger 0 0 0 0

E
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L’état frai :

Figure 19 : Observation Figure 20 : Observation

microscopique du candida microscopique du dermatophyte

Figure 21 :Observation microscopique du Aspergillus Niger

111.1.4 L’activité antioxydante :

Figure 22 : DPPH preépareé
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Résultats des dilutions :

o ‘A_ll l‘{! Sgifél hn ,)_l] "
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Figure 24 : Dilution de I’acide ascorbique

Figure 25 : Dilution du DPPH

E
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Les résultats de dosage apres incubation :
Piégeage 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.

Figure 28 : Acide ascorbique apres réduction avec le radical libre DPPH

E
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Tableau 05 : La lecture de I’absorbance a 517nm

VIV Venin + DPPH | DPPH + éthanol = DPPH + acide ascorbique

10-1 0,188 nm 0,165 nm 0,155 nm
10ml/10mg

10-2 0,284 nm 0,159 nm 0,157 nm
10ml/10mg

10-3 0,290 nm 0,154 nm 0,216 nm
10ml/10mg

10-4 0,305 nm 0,140 nm 0,260 nm
10ml/10mg

10-5 0,309 nm 0,138 nm 0,333 nm
10ml/10mg

10-6 0,312 nm 0,131 nm 0,360 nm
10ml/10mg

10-7 0,325 nm 0,126 nm 0,362 nm
10ml/10mg

10-8 0,347 nm 0,125 nm 0,364 nm
10ml/10mg

10-9 0,359 nm 0,120 nm 0,373 nm
10ml/10mg

10-10 0,372 nm 0,117 nm 0,391 nm
10ml/10mg

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 :

250

y=19,763x + 22,65
R?=0,957Z
200

=
(%)
o

100

% Inhibition

(%2
o

10_1 10_2 10_3 10_4 10_5 10_6 10_7 10_8 109  10_10

Concentration mg/ml

figure 29 : Courbe désigne le Pourcentage d’inhibition du DPPH
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En fonction de la concentration de venin

y=27,091x - 19,663
R?=0,9512

300

250

200

150

% Inobition

100

50

10_1 10_2 10_3 10_4 10_5 10_6 10_7 10_8 109 1010

Concentration mg/ml

Figure 30 : 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 :

e la concentration efficace IC50

e [’activité anti radicalaire APR

Tableau 06 : Analyse statistique d’inhibition IC50 et I’activité anti radicalaire APR

IC50 APR
le venin 1,383 0,863
L’acide ascorbique 0,722 1,119
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II1.3 Discussions :
I11.3.1 Activité antimicrobienne :
La méthode de diffusion en milieu gélosé et sabouraud permet de tester 1’activité

antimicrobienne du venin de 1’abille.

Sur deux (2) especes de bactéries et deux (2) espeéces fongiques. Il se neul I’efficace
pour une souche fongique. Il se bas¢ sur l'utilisation d'un disque comme confinement. Le
Potentiel antibactérien de l'extrait de venin étudié, exprimé par la mesure du diamétre

(Zone d'inhibition, en millimeétres lorsque le disque tourne).

IT1.3.1.1 Activité antibactérienne :
111.3.1.1.1 La souche Escherichia coli :

Notre étude montre que le venin d'Apis mellifere a montré une zone d'inhibition varie
de 7 a 10mm notre résultat est faible par apport a 1'étude de celles trouvée par Khechai et
Seraiche (2019) qui varie de 16 a 20 mm pour la souche Escherichia coli ATCC8739, la
différence des diameétres peut étre expliqué : la souche clinique de notre étude est plus
résistante que la souche de référence, parce que les deux études sont fiables, confirmer par

I'étude trouvée.

I11.3.1.1.2 La souche Staphylococcus sp:

Les zones d’inhibition mesurées entre 8 & 18 mm notre résultat est faible par apport a
I'étude decelles trouvée par Khechai et Seraiche 2018/2019 Qui varie de 15 a 28 mm pour
la souche Staphylococcus sp 25923, la différence des diametres peut étre expliqué : la
souche clinique denotre étude est plus résistante que la souche de référence, parce que les

deux études sont fiables, confirmer par 1'étude trouvée.

La différence des diametre entre E.coli et Staphylococcus SP peut étre expliquée :
Mélittine peutpénétrer la couche peptideoglycan de la membrane cellulaire Gram positif plus
facilement que les cellules Gram-négatives, qui ont une couche de lipopolysaccharides

protégeant leur membrane publiée par El-Seedi et al., (2020) .

I11.3.1.2 Activité antifongique :
11.3.1.2.1 Candida :
Les zone d'inhibition mesurées entre 9 & 11mm. Dans une autre étude de l'activité

antifongiquedu venin d'abeille sur 10 isolats cliniques de Candida albicans a été réalisé par
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El-Seedi et al., 2020 a été trouvé que melittine a montré une activité antimicrobienne
contre diverses souches de champignons. La mélittine a produit des radicaux libres
d'oxygene (OH) qui pourraient induire I'apoptose de C. albicans. La mort des cellules
fongiques a été expliquée par la perturbation de la membrane mitochondriale via la

libération de Ca?*
A.2.2. Dermatophyte :

Les zone d'inhibition mesurées entre 8 a 10, dans une autre étude qui réalisé par El-
Seedi et al., 2020 a été trouvé Le Venin d'abeille peut inhiber la dermatophytose, qui se

produit via Trichophyton mentagrophytes et les champignons Trichophyton rubrum.
111.3.1.2.2Aspergillus Niger :

Résultat négative, absence d'halo au Toure de les disques, dans une autre étude de les
feuilles d’Annona senegalensis Pers.(Annonaceae) Le résultat de leur étude sont a lI'oppose
de résultat de notre étude qui réalisé par Traoré et al., 2012 qui dit : les activités
antimicrobiennes des extraits des feuilles d’Annona senegalensis mise en évidence dans cette
¢tude pourraient justifier ’'usage thérapeutique de cette plante en médecine traditionnelle
dans le traitement d’un grand nombre d’infections microbiennes dont les sinusites et les

aspergiloses .

111.3.1.3 L'activité antioxydante :

IC50 et APR ont été déterminés pour la capacité de piégeage des radicaux libres
DPPH de nos extraits pour pouvoir comparer cette capacité avec celle de I'acide ascorbique
molécule de référence (témoin positif). Tous nos extraits sont anti-radicaux libres contre le

DPPH avec des valeurs IC50 plus élevées

L'extrait du venin est considéré comme un antioxydant puissant. De ces résultats,

nous pouvons déduire une réduction de 50% du DPPH.

Notre extrait se termine en 30 minutes, ce qui en fait une réaction intermédiaire en
termes de cinétique. Nos résultats démontrent I'activité anti-radicalaire des deux extraits
de venin importants. On note aussi que les forces anti-radicales ont augmenté avec La
concentration augmente, la plupart présentées dans des echantillons de venin topiques
Une puissante force anti-radicalaire. En revanche, des échantillons d'Egypte présentés
faible résistance aux radicaux libres. D’autre part, 1’Acide ascorbique a montré une

activité antioxydant avec une IC50 de I’ordre

B
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0.7 mg/ml donc proche par rapport a nos extraits a la variété dont la valeur de 1’IC50
est 1.38mg/ml donc plus élevée a celle de I’acide ascorbique (témoin positive), Notre résultat
est trés faible par apport a I'étude de celles trouvée par Khechai et Seraiche 2018/2019 qui a
trouver: I’Acide ascorbique a montré une activit¢ antioxydant avec une IC50 de 1’ordre
4.5mg/ml donc plus élevée par apport ’échantillon provenant de 1’Egypte de valeur 5.02

mg/ml. Les deux études sont fiables confirmer par I'étude trouvée.

Sur la base des résultats du questionnaire destiné aux patients du Belsan Center for
Alternative Médicine, et nous avons constaté que le venin d'abeille traite de nombreuses
maladies telles que les ovaires polykystiques, les douleurs articulaires, les fibromes
thoraciques, le vitiligo, le diabéte et le psoriasis, nous avons constaté que les résultats sont
tres bon et satisfaisant.

Sur la base des résultats du questionnaire destiné aux patients du Belsan Center for
Alternative Medicine, et nous avons constaté que le venin d'abeille traite de nombreuses
maladies telles que les ovaires polykystiques, les douleurs articulaires, les fibromes
thoraciques, le vitiligo, le diabéte et le psoriasis, nous avons constaté que les résultats sont

trés bon et satisfaisant.

)
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Conclusion

V. Conclusion :

L'homme a simplement copié le médicament que le petit insecte utilise pour I'entretenir
société saine. Actuellement, la recherche porte un grand intérét a I'apithérapie, puisque depuis
un demi- siécle, plusieurs attributs ont été reconnus. En effet, venin, pollen, gelée royale
Propolis en oncologie et infections diverses (bactériennes, virales, champignons et parasites).

Il est sans doute utile de mener des recherches dans ces domaines.

Notre étude visait a évaluer l'efficacité du venin d'abeille en évaluant ces activités
biologique antioxydante et antibactérienne. Cette étude a donné les résultats suivants :
L'activité antioxydante du venin a été évaluée a I'aide du test DPPH, montrant que le venin a
une bonne activité et la valeur 1C50 obtenue est similaire au critere (acide ascorbique)
permet de déduire l'activité antioxydante du venin. dont la concentration 1C50 = 1,38 mg/ml
est presque égale a I’IC50 de standard (0,7mg/ml), l'activité antibactérienne de venin
d’abeille a été évaluée sur deux bactéries et 3 champignons par la méthode de diffusion en
milieu gélosé et sabouraud, Les résultats de 1’analyse, permettent de constater que toutes les
deux souches bactériennes et les trois souches fongiques testées sont sensibles a 1’action
inhibitrice de venin d’abeille sauf la souche fongique Aspergillus Niger dont aucune zone
d’inhibition n’a été observée. Pour la souche Escherichia dont I’intervalle 7 a 10, et la
souche Staphylococcus sp la zone d’inhibition varient 8 a 18mm, et la souche candida 9 a 11
mm, et la souche dermatophyte 8 a 10 et pour la dernier souche aspergillus Niger il n’y a pas
une zone d’inhibition cette résultat montre que les deux (2) souches bactéries et les deux
souches fongiques sont des bactéries extrémement sensibles au venin d’abeille et une souche

fongique résistante.

A long terme, ces résultats ne représentent qu'une petite fraction du champ Intéressant
également pour étudier les antioxydants et antibactériens naturels analyse de plusieurs types
de venin d'abeille dans différentes régions notre pays, afin de sélectionner les types les plus
actifs pour le terrain médecine et cosmétique. De plus, il est nécessaire d'identifier et d'isoler
le composé biologiquement actif a tester, seul ou en association avec d'autres médicaments
déja utilisés. Extrait de venin comme traitement relativement peu colteux pour diverses
affections. Bien que les tests in vitro fournissent de nouvelles informations précieuses Les
propriétés biologiques du venin, il faut analyser in vivo puis l'efficacité clinique Venin,
compléter la recherche fondamentale disponible et évaluer le potentiel du venin d'abeille dans

la promotion de la santé humaine et vétérinaire, et recourir a des antibiotiques plus naturels.

.



Conclusion

Le venin d'abeille peut améliorer la guérison de nombreuses maladies et peut les guérir
completement, telles que : les ovaires polykystiques, les douleurs articulaires, les fibromes

thoraciques, le vitiligo, le diabete et le psoriasis.
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ANNEXES :

Annexes:

Tableau 07 : Site de prélévement, milieu de culture et microorganismes utilisés.

microorganisme Milieu de culture Site de prélevment

Escherichia coli

Hektoen Pus
Shapman Pus
Sabouraud Pied
Sabouraud Les ongles
Sabouraud I’oreille
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ANNEXES :

11.2.2 Matériel de laboratoire :

Tableau 08 : Verreries utilisés dans I’expérimentation.

Verreries Objectif d’utilisation

Boit de pétrie

Culture des microorganismes ‘ ’
' | J

) = 4= -
Bécher La mesure 9 OLE A AT | 1’ e
b e s T [l Th
I A s e R
_ Ensemencement des milieux % =
Pipettes
de culture
Tube a essai Figure 31 : Verreries utilisés

Préparation des dilutions

stériles

dans I’expérimentation

Tableau 09 : Les milieux de culture utilisés dans I’expérimentation

Les milieux de culture

Miller Hinton

Sabouraud

Objectif d’utilisation

L’étude de la sensibilité de bactérie

L’enrichissement de I’inoculum

L’étude la sensibilité de champignon

El




Chapitre 2 :

Matériel et méthodes

Tableau 10 : Produits utilisés dans I’expérimentation

Les produits

L’objectif d’utilisation

Acide ascorbique

Témoin positif de I’activité antioxydante

Diphenyl-1-picryl-hydrazyl (DPPH)

Réactif de I’activité antioxydante

Ethanol (60%)

solvant

I’eau distillée

solvant

Tableau 11 : Autre matériel utilisé dans I’expérimentation

Autre matériel

L’objectif d’utilisation

Bec bunsen

stérilisation

Les écouvillons

L’enrichissement

Disques stériles

L’étude de la sensibilité

Tableau 12 : Les appareils et leur objectif d’utilisation

Les appareils

L’objectif d’utilisation

Autoclave stérilisation
spectrophotometres lecture de I’absorbance
vortex Mélange

Microscope optique

Observation microscopique

balance Mesurer le poids
Bain marie L’éducation du milieu de culture
Etuve Incubation

o
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Questionnaire :

Pour savoir si les résultats du traitement au venin d'abeille sont
satisfaisants ou non, nous avons interrogé les patients du Centre de Médecine

Alternative de Belsan a 1'aide d'un questionnaire.
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Tableau 04:L’identification de la souche bactérienne

Caractére La taille de .
- catalase | oxydase | gram La forme X Mobilité
bactérie colonie
E. coli + - - batonnet moyenne +
Staphylococcus + - + coccus moyenne -

L’antibiogramme récupéré de I’hopital :

Tableau 05: L’antibiogramme de Staphylococcus aureus I’antibiogramme de E. coli

L’antibiogramme

Augmentin

Colistine

Erythromycine

Cefoxitine

Cefazoline

Acide fucidique

Ciprofloxacine

XA O AW O AU AT O

(R : résistance

/ S : sensible

/

L’antibiogramme
Augmentin R
Colistine S
Erythromycine R
Cefoxitine R
Cefazoline S
Acide fucidique R
Ciprofloxacine S
Amikacine S
Gentamicine S
+:positif  /  -:negatif)

E
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