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Introduction

L’abeille domestique (Apis mellifera) constitue un étre vivant indispensable a 1’équilibre
environnemental dans le monde en tant que pollinisateur de trés nombreuses espéces végétale
(Merbti, 2015), « Si les abeilles disparaitront, I’humanité n’aurait plus que quatre année a
vivre » cette phrase prononcé par Einstein met en valeur le r6le extrémement important de
I’abeille dans 1’équilibre de la flore (Blanc, 2010). Et leur succés d’évolution leur a parmi de
devenir une pérenne espece pouvant exploiter pratiquement tous les habitats de la planete. Ce
sucée est dii a la chimie et a I’application des produits spécifiques que les abeilles fabriquent :
miel, cire d’abeille, venin, pollen, gelée royale et propolis (Bankova, 2005). L’organisation
social treés élaborée de 1’abeille domestique (Apis mellifera) fait un model biologique trés
important dans différentes études. La société d’abeille est constituée de trois castes, les sexués
étant responsable de la reproduction sont représentés par la reine est les faux bourdons, et les
ouvriéres qui accomplissent les autres fonctions de la colonie (Hunt et Nalpa, 1994).

Au cours des dernieres décennies, et malgré la découverte de nouveaux composés en chimie
de synthese, les sources naturelles restent le principal fournisseur de nouveaux médicaments
et de nouvelles structures chimiques. Ces produits peuvent étre d'origine végétale ou animale.
Nous citons la propolis parmi les substances d'origine animale (Valcic et al, 1999). Les
abeilles récoltent une résine présente sur les bourgeons, les jeunes rameaux et les blessures de
certains arbres et arbustes prévue pour les protéger contre les attaques des
microorganismes et des insectes. La propolis est produite par I’abeille en mélangeant cette
résine a la cire et aux enzymes sécrétées par leur systeme glandulaire (Cardinault et al,
2012).

Ce produit de la ruche est trés précieux en raison de sa composition en polyphénols et
flavonoides responsables de ses propriétés biologiques et sa capacité a piéger les radicaux
libre. A cet effet la propolis est utilisée depuis longtemps en médecine traditionnelle, car elle
présente de nombreuses activités biologiques et pharmacologiques telle que 1’activité
antioxydante, antifongique, antibactérienne, antivirale et anti-inflammatoire (Bankova et al,
2000).

Différentes especes de champignons peuvent infecter les abeilles et peuvent avoir des effets
pathogenes. Les plus prévalent sont Ascosphaera apis, Aspergillus niger, Nosema apis et

Nosema ceranae. L’ascosphérose est une maladie fongique causée par un champignon,
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Ascosphaera apis, filamenteux qui provoque une infection létale chronique du couvain

appelée maladie du couvain platré. Cette maladie reste peu pathogéne malgré une étude

montrant de grandes différences de virulence en fonction des souches (Vojvodic et al, 2011).

Ce travail a pour but d’évaluer I’activité antifongique des extraits de la propolis provenant de
différentes origines géographiques (Tissemsilt, Tiaret). Pour le faire, nous avons testé ces
extraits sur une souche fongique d’Ascosphera apis. L’étude a été faite en trois volets :

- Préparation des extraits éthanolique de propolis.
- Isolement et identification de champignon Ascosphera apis.

- Evaluation de I'activité antifongique de I’extrait de propolis.
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1.1. Origine et répartition géographique de ’abeille d’Apis mellifera

L’Apis mellifera est une espéce qui a montré un grand potentiel d’adaptation on la trouve

presque partout dans le monde donc qu’elle est son origine et ses répartitions géographique ?
1.1.1. Origine de ’abeille domestique

Le mot « abeille »vient du nom latin Apis qui signifie « mouche a miel », elle fait partie des
insectes sociaux appartenant a I’ordre des hyménopteéres (Lehébel, 2014). Ils sont apparus il y

a 45 millions d’années nettement avant ’homme (Clément, 2004).

Les premicres abeilles seraient apparues lors de 1’Eocéne, suivis par les premiers individus du
genre Apis pendant 1’Oligocéne (Hinojosa et al, 2009 ; Kotthoff et al, 2011). Les plus
anciens fossiles du genre Apis, datent de 1’Oligocéne-Miocéne pour I’Europe et du Miocéne
pour I’Asie, I’ Afrique de I’est et les Etats-Unis (Hinojosaet al, 2009).

1.1.2. Répartition géographique en Algérie

L’¢levage des abeilles est répandu dans 1I’ensemble les zones agro écologiques et s’insere
harmonieusement dans les systémes de production arboricole les systemes montagneux, les
oasis et les plaines (Anupama et al ,2003) les méme auteures rajoutant que Le cheptel
apicole algérien est constitué de deux races a savoir Apis mellifera intermissa et Apis

mellifira sahariensis
1.1.2.1. La race Apis mellifera intermissa

C’est une abeille appartenant a la race nord-africaine. Egalement appelée « abeille tellienne »
ou encore « abeille noire du Tell » (figure 1A) dont l'aire de distribution se confond avec
I'atlas tellien mais elle peuple également tous le territoire algérien y compris les oasis du
Sahara orienta (Chahbar, 2013). L’abeille tellienne est la race dominante en Algérie ou elle
se présente sous la forme de plusieurs populations adaptées aux divers biotopes (Anupama et
al ,2003).
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1.1.2.2.

Encore appelée « abeille saharienne » (figure 1B)

«Morgrar, Sfissifa Béchar, Djebel Antar, Djebel Bouarid, Djebel Grouz, Daria ’Hamar et
Beni Ounif» (Chahbar, 2017).Elle est

aux maladies et aux prédateurs mais néanmoins elle est agressive présentant une propension a

I’essaimage (Anupamaecet al ,2003).

1.2.

Le genre Apis, comprenant plusieurs espéces d’abeilles, appartient a I’ordre des

Figure Ll:race d'abeilles algérienne (A: apis mellifera intremissa et B: apis mellifera
sahariensis) (Abersi et al, 2016).

Systématique de ’abeille domestique

Hyménopteres (Michez, 2007).

REONE ©.oveeieceeee e Animalia.
Embranchement @............ ... ... Arthropoda.
Sous embranchement : ................. Antennata.
Classe ©....coovveeiieiee e Insecta.

Ordre i Hymenoptera.
SOUS Ordre o Apocrita.
Super famille @ ... Apoidea.

4
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La race Apis mellifira sahariensis

implantée au sud-ouest de 1’Algérie

de couleur noire, productive, prolifique, résistante
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Famille ..o Apidae

Sous famille @i, Apinae

GeNIe v Apis.

Espece : ..o Apis mellifera

1.3. Communauté des abeilles domestiques

Les abeilles vivent dans les ruches en colonie. Formant une société trés organisée. Chaque

colonie est composée de trois castes, a savoir 1’ouvriére, la reine et le faux bourdon.
1.3.1. Les castes

Les abeilles sont divisées en castes ayant des réles bien précis a accomplir dans la ruche
(Darchen et al, 1958). Ces castes sont representées par une reine, des ouvriéres et des faux
bourdons (figure 2), étant différents sur le plan morphologique comme dans leurs espérances
de vie (Bakiri, 2018).

1.3.1.1. La reine

La reine est la seul femelle fécondé et reproductive de la ruche (figure 2), elle donnera
naissance a toutes les abeilles de la colonie (Pag et Peng, 2001). Elle est issue d’un ceuf
fécondé donc diploides et se développent dans une cellule spéciale dite royale (Jaen-prost et
Le Conte, 2005).

La reine est I’individu le plus grand dans la ruche, elle se distingue nettement des abeilles
ouvriéres et des faux bourdons, Elle posséde un abdomen allongé et trés développé, un thorax
volumineux et une langue de petite taille. Ses glandes mandibulaires sont trés développées et
permettent 1’¢laboration des phéromones royales (Snodgrass, 2018). Elle mesure de 18 a 22
cm de long, son thorax atteint environ 4,2 mm de diamétre, elle pese entre 178 et 298 mg
(Winston, 1993).

1.3.1.2. Les ouvriéres

Elles sont issues d’ceufs fécondés (figure 2), étant de plus petite taille, Leurs pieces buccales

sont trés développées et elles possédent des glandes hyopharyngiennes qui permettent de
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nourrir le couvain (Snodgrass, 2018). Elles sont responsables de la plupart des taches

nécessaires a la survie de la colonie. Constituant la majorité de la colonie. Elles nettoient les
cellules et nourrissent les larves, sécretent la cire, rassemblent également le pollen déposé au
hasard par les butineuses dans les alvéoles. Au bout d’environ trois semaines, 1’abeille
ouvricre est apte a devenir butineuse. Mais avant d’assumer ce role, elle assure parfois celui
de gardienne, défendant 1’entrée de la ruche contre les abeilles pilleuses venues des autres

colonies ou contre les guépes nuisibles (Ndola et al, 2017).
1.3.1.3. Le faux bourdon "le male"

Sont issus d’ceufs non fécondés (figure 2). Ils sont plus grands que I’ouvriére, avec un corps
plus épais et trapu. lls ne possédent pas de dard. Leur langue et leurs piéces buccales sont peu
développées. Le rble du male dans la ruche est dédié a la reproduction ils sont seulement
présents dans la ruche au printemps, et la quittent en fin de saison de reproduction. Ils peuvent

parfois changer de colonie (Snodgrass, 2018).

(Euf
Fécondé Non Fécondé
Nourrissement Nourrissement
Léger Lourd+gelée

Royale

v

==

Faux-bourdon

1

Ouvriére

Figure 2: détermination des castes chez I'abeille (Guerriat, 1996)

1.3.2. Couvain

Désigne I’ensemble des formes immatures de 1’abeille au cours de son développement (ceufs,

larves et nymphes), en distingue ayant 2 formes de couvains, ouvert et operculé.
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1.3.2.1. Couvain ouvert

Qui est constitué des ceufs et des larves dont la durée de vie est respectivement 3 et 5 jours

pour toutes les castes (Maisonnasse et al, 2016).
1.3.2.2. Couvain operculé

Le couvain operculé correspond au stade nymphal. Les alvéoles renferment les nymphes qui
sont couvertes par une mince couche de cire produites par les ouvriéres ciriéres. La durée de
ce stade differe d’une caste a une autre. Elle est de 7 jours pour la reine, 13 jours pour

I’ouvriére et 16 jours pour le male (Maisonnasse et al, 2016).
1.4. Morphologie de ’abeille domestique

Du point de vue morphologique, le corps d’abeille se divise en trois parties : la téte, thorax et
I’abdomen (figure 3). Il est entouré par une cuticule, une membrane externe de nature
chitineuse dure formant un exosquelette recouvert de poils et renfermant différents organes
vitaux (Aymé, 2014).

panier
& pollen

Figure 3: Morphologie d'une ouvriére (Hannebelle, 2010).

1.4.1. Teéte

L’abeille posséde deux yeux composés situés sur les deux faces externes de la téte, ces
derniers sont au nombre d’environ 3000 chez les ouvriers et 7000 chez les faux bourdons

(Duplan et al, 2012) ceci leur permet d’avoir un champ de vision tres large. Elle possede

7
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également trois yeux simple situes au sommet de la téte (figure 4) ayant un role dans la

détection de I’intensité lumineuse ainsi que dans la vision de prés (Le conte, 2002).

Les antennes qui sont situées a la base du front entre les yeux composés (figure 4) contiennent
un organe appelé organe de Johnston, ce dernier responsable de I'équilibre et sensible aux
mouvements, elles ont un réle olfactif, ainsi des récepteurs au gout qui ne sont pas contenus

dans la bouche (Janine et al, 1974).

L’appareil buccal qui est constituée de deux paires de machoires nommées les maxilles
(figure 4), 1l y’a également une paire de pinces appelées mandibules plus d’une langue

contenant un tube capillaire et une ventouse forment la Proboscis (Janine et al, 1974).

CEil composeée

Antenne

Mandibule

Proboscis

Figure 4: la téte d'une abeille avec ses proboscis étirés (Aymé, 2014)
1.4.2. Thorax

Le thorax de I’abeille est composé des pattes ainsi que des ailes, formé de 3 segment soudés;
chaque segment porte une paire de pattes; deux paire d’ailles sont attachées sur le 2éme et le
3eme segment thoracique (Biri, 2011). Les ailes de la reine sont plus courtes que celles de

I’ouvriere (Clément, 2015).
1.4.3. Abdomen

L’abdomen enfin, partie la plus importante en volume, comprend le jabot, les organes de
digestion et le ceeur. Il est composé sept segmentS chez les ouvrieres, contrairement au faux
bourdon ou I’on dénombre huit au lieu de sept de méme, il contient huit glandes cirieres qui

permettent la fabrication de la cire (Lavie, 1960).
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1.5. Cycle biologique d’Apis mellifera

Les abeilles sont des insectes holométaboles, c’est-a-dire & métamorphose complete. En effet,
elles sont completement différentes a I’état larvaire et a 1’état adulte. Au cours de son

développement, 1’abeille passe par une série de phases : I’ceuf, la larve, la nymphe, ’adulte

(Figure 05) (Biri, 2011).

Apres I’accouplement, qui se produit au cours du vol nuptial, la reine fécondée retourne dans
la ruche, s’installe au centre d’un rayon et commence a déposer un ceuf dans chaque alvéole

en suivant un mouvement circulaire du centre vers la périphérie (Biri, 2011).

1.5.1. (Euf

Il est blanc, translucide et ovale. 1l mesure 1-1,5 x 0,5 mm et pese entre 0,12 et 0,22 mg
(Wendling, 2012). Une extrémité plus pointue permet I’adhérence a la paroi de I’alvéole.
Initialement dressé verticalement dans 1’alvéole, il s’incline pour finir complétement couché

au bout de trois jours (Jean-Prost et Le conte, 2005).
1.5.2. Larve

Apres ces trois jours d’incubation, une larve blanchatre, apode et sans yeux éclot de 1’ceuf.
Elle est arquée et grandit rapidement : son poids est multiplié par 1 800 en six jours seulement
(Le conte, 2004) Pendant les trois premiers jours, toutes les larves sont nourries avec de la
gelée royale. A partir du quatriéme jour, certaines larves choisies par les ouvrieres continuent
a étre alimentées par cette gelée, elles deviendront des reines. Les autres larves sont les
futures ouvrieres et sont nourries avec du miel et du pollen. Des le sixieme ou septieme jour,
les larves atteignent leur maturité et deviennent capables de se nourrir toutes seules. Une
réserve de nourriture est déposée au fond des alvéoles, qui sont ensuite fermées avec de la
cire, ¢’est I’operculation (Spurgin, 2010). Elle a lieu sept a huit jours aprés la ponte pour les
ceufs de reines, huit jours pour les ceufs des ouvriéres et neuf jours pour les ceufs de faux-

bourdons (Wendling, 2012).
1.5.3. Nymphe -adulte

A Dintérieur du couvain operculé, la larve subit plusieurs mues successives puis tisse un
cocon tres fin a 'intérieur duquel elle se transforme en nymphe. Initialement blanchatre, la

cuticule se sclérose et se pigmente progressivement. La nymphe reste immobile et ne
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s’alimente pas (Spurgin, 2010). Le stade nymphal dure environ 8 a 9 jours pour les ouvrieres

et les faux-bourdons, 4 a 5 jours pour les reines. Il est suivi de la 6 émet et derniere mue
appelée mue imaginale qui va faire passer la nymphe au stade adulte (Winston, 1993). La

jeune abeille perce 1’opercule pour sortir de 1’alvéole (Winston, 1993).

Deade: croissance de la larve,
a: jeune larve issue de ['éclosion d'un ceuf

¢ fermeture de l'alvéole dans laquelle se trouve la

larve

f': nymphe (phase de métamorphose de I'insecte)

Figure 5: les grandes étapes du développement commun aux trois castes d'abeille (Biri,
2010).

1.6. Nutrition et durée de vie
1.6.1. Nutrition

La nutrition des abeilles est basée sur deux aliments essentiels : le miel et le pollen. Le Miel
qui constitue un apport glucidique couvrant des besoins énergétiques (Alleaume, 2012). Le
pollen, seul source de protéine, est indispensable au développement des larves (Chauzat et al,
2010) et aux jeunes adultes notamment, alors que Les larves et les adultes dépendent des
réserves de la colonie pour étre alimentés. Un stock insuffisant ou de mauvaise qualité peut
conduire a une nutrition inadaptée des adultes : leurs performances de récolte et de soins au
couvain seront alors moins bonnes. La prochaine génération d’adultes sera alors également
impactée par 1’alimentation inadéquate du couvain leur nombre et leurs capacités d’ouvrieres
et de butinage seront amoindris. En conséquence, le stock de la colonie sera de plus en plus
insuffisant (Brodschneider, Crailsheim, 2010).

1.6.2. Durée de vie

La durée de vie des abeilles dans la ruche est différente selon les saisons et la race, car les

abeilles d'hiver vivent plus longtemps que les abeilles d'été et Les auteurs signalent aussi des

10
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variations dans la durée de vie des ouvriéres en provenance de colonies différentes (Roger et

al 1966).et généralement :
La reine : les reines vivent pendant plusieurs années (Haubruge et al, 2006)
Le faux bourdon : Leur durée de vie est courte : entre 30 et 40 jours (Snodgrass, 2018).

Les ouvrieéres : leur de vie de 15 a 70 jours pour les abeilles d’été et de 170 a 243 jours

pour celles d’hiver (Fluri, 1994).
1.7. Les roles de ’abeille domestique

Les abeilles domestiques Apis mellifera un étre vivant indispensable a 1’équilibre
environnemental dans le monde, jouent un réle primordial dans les diverses phases de la vie

de nombreuses espéces végétales et animales Telle que :

+ Pollinisateur de trés nombreuses espéces végétales (Barrouhou, et Abdessamed,
2020).

+ La production du miel, de la propolis, de la gelée royale, du pollen, et de la cire
(Barrouhou, et Abdessamed, 2020).

+ Le maintien de la diversité génétique (Anderson et al, 2011 ; Krupke et al, 2012).

+ Contribuent considérablement au rendement et a la qualité de trois quarts des plantes
cultivées par I’homme (arbres fruitiers, cultures oléo-protéagineuses, cultures

maraichéres) (Klein et al 2007).
1.8. Les facteurs influencent les pertes de colonies
Plusieurs facteurs affectent les abeilles melliféres et leur production, notamment :
1.8.1. Facteurs environnementaux

L’influence de I’environnement sur ’abeille domestique est liée a certains facteurs et
conditions, notamment les ressources alimentaires et le climat (Wahl et Ulm, 1983). Parmi

ces facteurs nous citons :

% La dégradation de I’environnement conduit a un manque de disponibilité en plantes a

pollen et melliferes, donc a un manque de nourriture pour les abeilles. Or, les carences

11
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alimentaires augmentent la sensibilité des abeilles aux insecticides (Wahl et Ulm,
1983).

Des conditions climatiques défavorables au développement de 1’abeille (périodes de
sécheresse et de chaleur alternant avec des périodes ou la pluviosité est tres
importante) (Caron et al, 2005).

Disponibilité en eau insuffisante (Haubruge et al, 2006).

Manque de zones refuges et de ressources nutritives (nectar, pollen, ...) (Haubruge et
al, 2006).

1.8.2. Facteurs au tropique

Manque de dialogue entre les apiculteurs et les agriculteurs, mais également entre les

apiculteurs eux-mémes (Haubruge et al, 2006), qui peuvent provoquer une destruction des

colonies d’abeille par ['utilisation des produits phytosanitaires parmi les pratiques de

I’homme qui menacent la survie de 1’abeille domestique :

*

*

*
*

Application de pesticides non adéquate par le particulier (Haubruge et al, 2006).

Manque de connaissances en élevage des apiculteurs la suive de I’abeille domestique

(Haubruge et al, 2006).

Utilisation de pesticides (intoxication) (Haubruge et al, 2006).
Carburant de I’enfumoir non adapté (Haubruge et al, 2006).
Traitement des ruches non adapté (Haubruge et al, 2006).

Nourrissement inadapté (quantité, qualité) (Haubruge et al, 2006).

Les dangers biologiques ou xénobiotiques exercent (Requier, 2013).

Pollution local causé par les industries (Haubruge et al, 2006).

1.8.3. Maladies de I’abeille domestique

Un large éventail de maladies et d’organismes nuisibles peuvent affecter 1’abeille domestique

et nuire a son développement ou a la productivité des colonies (Boucher et al, 2011). Le

(tableau 1) présente un portrait sommaire des pathogenes et parasites les plus problématiques

en apiculture.

12
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Tableau 1: les maladies de I'abeille domestique fréguemment rencontrées

Maladie Agent biotique Stades de Description et impact sur la colonie
responsable I’abeille touchés
Acariens parasites
Varroase | Varroa destructor | Couvain et Plus important probléme sanitaire affectant les
adulte abeilles.
Maladie parasitaire trés contagieuse pouvant
causer la perte de la colonie (Boucher, 2011).
(figure 06)
Acariose Acarien des Adulte est une maladie parasitaire qui touche le systéme
trachées respiratoire de 1’abeille domestique (Aymé,
(Acarapis woodi) 2014). provoque des troubles physiologiques
graves telles que 1’obstruction des trachées et la
dégénérescence des muscles (Biri, 2010).
(Figure 07)
Nosémose | Nosema apis Adulte La nosémose est une maladie parasitaire qui se
Nosema ceranea développe dans le tube digestif de I’abeille au
niveau de I’intestin moyen (Adjlane, 2012).
(Figure 08)
Mycoses
Couvain Ascophaera apis | Couvain Généralement peu dommageable. Peut
platré représenter un risque élevé pour les colonies
affaiblies. Contamination avec de la nourriture
larvaire contaminée (Boucher, 2011)
Maladies virales
Le virus de | Elle est liée a la abeilles adultes | est une maladie infectieuse, Elle est liée a la
paralysie multiplication du multiplication du CPV (Chrome Paralysis Virus)
chronique, | CPV (Chrome dans le tissu nerveux et I’intestin Se manifeste
ou maladie | Paralysis Virus) par la perte des poils, cuticule brillante et des
noire ailes parfois écartées (Adjlane, 2012).
Maladie Virus des ailes Tous les stades | Virus de I’abeille domestique le plus répandu
des ailes déformées des dans le monde. Cause des malformations et la
déformées | adultes mort précoce.
nouvellement
émergées
(Pernal ,2015)
Maladies bactériennes
Loque Paenibacillus Couvain Maladie du couvain la plus dévastatrice a 1’échelle
américaine larvae mondiale. Trés contagieuse, peut rapidement
causer la perte des colonies d’un rucher (Boucher,
2011).
Loque Melissoccocus | Couvain Maladie contagieuse largement répandue Cause
européenne pluton généralement peu de dommages (Boucher, 2011).
Paenibacillus (figure 09)
alvei
Enterococcus
faecalis
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Figure 6: des ailes écartées et déformées (adjlane, 2012).

Figure 8: Trace de diarrhée provoquée par la nosémose sur la colonie (Adjlane, 2012).
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Figure 9: symptdmes de la loque européenne sur un cadre du couvain (Adjlane, 2012).

1 - Opercules troués par les abeilles nettoyeuses qui cherchent a éliminer les larves atteintes.
2- Des larves avec une teinte jaunatre.

3 - Une larve saine.

4 - Un couvain opercule.

1.9. Ennemis de ’abeille domestique

Les abeilles et les ruches (miel, pollen, cire, couvain) sont une cible pour de nombreux
prédateurs. Ceci peut étre des Arthropodes, des Oiseaux, des Mammiféres... Ainsi les ours,
les rongeurs, de nombreux micro mammiferes et de nombreux oiseaux sont mellivores non
exclusifs. Chez les arthropodes, les lépidopteres Galleria mellonella et Achroea grisella,
également appelés respectivement grande fausse teigne et petite fausse teigne sont
responsables de dégats importants dans les ruches. Les hyménoptéres fournissent un lot
important de prédateurs : fourmis, guépes et frelons. Frelon asiatique qui provoque des
ravages dans les colonies, se nourrissant notamment d’ouvriéres butineuses (Vidal-Naquet,
2012). Et aussi trouve des ennemis chimique en utilisé les produits phytosanitaires, Il est
responsable de dégats majeurs qui déstabilisent toute une filiere (Charriere, 2006).

1.10. Défense de la colonie d’abeilles face aux agents pathogénes

Différents éléments, tant a I’échelle individuelle qu’a I’échelle de la colonie, vont participer a

la défense de la colonie d’abeilles face aux agents pathogenes :
1.10.1. Une défense sociale

+ La défense est assurée surtout par le comportement hygiénique des ouvriéres et

I’intervient des gardiennes (Boecking et Spivak ,2008).
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+ la présence, au sein des colonies d’abeilles, d’ouvriéres spécialisées dans I’activité

de retrait des abeilles malades et des cadavres en dehors de la ruche (1 a 2 % des
ouvrieres) (Visscher, 1983).

+ Ce systeme de défense peut étre assuré également par une protection
physiologique :

» T’utilisation de substances complexes a propriétés antibactériennes comme la cire,

la propolis, le miel (Fries et Camazine, 2001).

» la courte espérance de vie et le remplacement rapide par des individus sains
(Boecking et Spivak, 2000).

1.10.2. Une protection individuelle
La premiére barriére de la protection individuel est assurée par :

> la cuticule chitineuse qui constitue une barriére entre milieu externe et interne
(Boecking et Spivak, 1999).

» la couche cireuse externe qui empéche I’évaporation de I’cau (Boecking et Spivak,
1999).

» lavalve proventriculaire capable de filtrer les spores ingérées (Boecking et Spivak,
1999).

La deuxiéme barriere Les insectes ont un systeme immunitaire inné permettant une réponse
immune humorale et cellulaire régulé par de nombreux génes. La réponse immunitaire peut
étre apprécice en suivant ’expression de genes codant pour des enzymes de I’immunité (ex :
le phénol oxydase, le glucose deshydrogénase, le glucose oxydase, le lysozyme, 1’éther) ou en
quantifiant les peptides antimicrobiens (ex : 1’abaecine, la défensine, 1’apidaecine,
I’hymenoptaecine). Le nombre de marqueurs de I’immunité est en constante évolution depuis

I’amélioration des techniques de biologie moléculaire (Di Prisco et al, 2011).
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2.1. Généralités sur I’Ascosphérose

Ascosphaera apis (Spiltoir et Olive, 1955). De la famille des Ascosphaeracea est
responsable chez Apis mellifera d’une des seules mycoses du couvain. Cette maladie est due
au champignon ascomycete hétérothallique a reproduction sexuée. Le surnomme « la maladie
du couvain platré ». Ce champignon est présent dans le monde entier. C’est une maladie
contagieuse non réglementée. Le champignon va se disséminer grace a ses spores. Ingéreées,
les spores se développent dans le tube digestif et traversent la muqueuse digestive. Aprés
avoir traversé la paroi digestive ou la cuticule, le mycélium envahit tous les tissus de la larve.
Les larves peuvent ingérer le parasite a tout age, cependant, ce sont les larves sous couvain

operculé qui présentent les symptomes de la maladie.
2.1.1. Historique et répartition géographique de I’Ascosphérose

Le chalkbrood a été identifié au XVIlle siecle par Maassen. Au milieu du XIXéme siecle, elle
a été detectée en Russie et dans plusieurs pays européens. Vers 1960, d'autres signalements de
ce champignon sont venus de Nouvelle-Zélande et d'’Amérique du Nord. Depuis l'agent
pathogéne s'est répandu aux Etats-Unis, en Alaska et & Hawai. Dans les années 1980, la
maladie est apparue en Argentine, au Chili, en Amérique centrale, au Mexique, au Japon, aux
Philippines, en Israél et en Turquie. En 1993, elle a été identifiée en Australie. En Afrique, la
maladie a été signalée en Tunisie en 1985, mais au cours de la derniére décennie, elle a
également €té trouvée en Ethiopie, en Afrique du Sud, en Egypte et au Nigeria. Les conditions
prédisposant au développement de la maladie de la craie sont plus répandues dans les régions
a climat froid et humide. La maladie se développe lorsque le couvain est affecté par le stress
physiologique du froid. Cependant, des niveaux élevés d'infection ont été documentés dans les
zones alpines éthiopiennes de temps sec et de différents climats dans le pays (Albo et al,
2017).

2.1.2. Position systématique de I’agent causal

Regne Fungi
Division Ascomcota
Sous-division Pezizomcotine
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Classe Eurotiomycetes

Sous-classe Eurotiomcetidae

Ordre Ascosphaerales

Famille Ascosphaeraceae

Genre Ascosphaera

Espése Ascosphaera apis (Spiltoir et Olive, 1955).

2.2. Bioécologie de ’ascosphérose Ascosphera apis
2.2.1. Distribution spatiale de ’ascosphérose

Cette maladie fongique est largement répandue dans les régions tempérées et plus fréquente
au printemps, lorsqu'il y a une augmentation du couvain dans la ruche (Boudegga, 2010). Et
distribuée sur le fond de la ruche (Fluri et al, 1998) et apparait sur les larves de couvain

couvertes (Spiltoir et Olive, 1955).
2.2.2. Etapes de formation des spores d’Ascosphera apis

Aprés la fécondation entre un hyphe femelle et un hyphe male, nous assistons a la formation
d’un primordium d’ascogone (A). Le nutriocyte commence a se gonfler (B).Ceci constitue un
hyphe ascogoniale primaire qui occupe tout le volume interne du nutriocyte dilaté (C),
I’ensemble correspondant a I’ascoma (D). Ensuite de jeunes asques se constituent a
I’intérieure de 1’ascoma (E) qui ont ensuite éclaté pour libérer les spores (F) (Figure 10).

(Chahbar, 2017).
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Figure 10: Les étapes de formation des spores d'Ascosphaera apis (Chahbar, 2017).

La production de kystes de spores a été enregistrée apres 15 jours poste-infection (Palacio et
al, 2007). Aprés cette formation (spores), des larves momifiées de couleur noir ont été

observées (Palacio et al, 2007).

2.2.3. Etude de différentes formes de champignon Ascosphera apis

Cette souche fongique est caractérisée par deux formes distinctes, la forme de résistance et la
forme végétative. La forme de résistance d’Ascosphaera apis est les kystes des spores
sphériques, mesurant entre 47 um et 140 um de diameétre (figure 11). Ces kystes contiennent
de nombreuses balles des spores, mesurant entre 15 pum et 32 um, composes par des spores
hyalines (figure 12). Ascospheara apis est un champignon filamenteux. Les hyphes (la forme
végétative) sont cloisonnés, 2,5-8 um de diametre, avec des ramifications dichotomiques

prononcees (figure 13) (Chahbar, 2017).
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Figure 11: aspect microscopique des kystes d’Ascosphaera apis (Gr X400) (Chahbar, 2017).
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Figure 12: Aspect microscopique des balles de spores d'Ascosphaera apis (Gr X 400)
(Chahbar, 2017).

Figure 13: Aspect microscopique de mycélium d'Ascosphaera apis (Gr X 400) (Chahbar,
2017).

2.2.4. Croissance mycélienne de champignon Ascosphera apis

La durée de germination de champignon est entre 5 et 8 jours dont la température optimale est
de 20°C a 30°C. La croissance mycélienne est maximale (jusqu’a 84 mm) apres environ 6
jours de germination (figure 14). Les caractéristiques des champignons consistaient en des
caractéristiques coloniales telles que la taille, l'aspect superficiel, la texture et la couleur des
colonies. De plus, le mycélium végétatif exposé a la microscopie, y compris la présence ou
I'absence de parois croisées, le diamétre mycélien et les types structuraux de la reproduction

sexué et asexuée (Pornpukdeewattana et al, 2017).
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Figure 14: les étapes de croissance mycélienne dans une température optimale (25°C a 30°C),
mesurée chaque 24 heures A, B et C : la croissance mycélienne d’A. Apis dans une

température de 25°C ; D, E et F : la croissance mycélienne d’A. Apis dans une température de

30°C (Chahbar, 2017).

2.3. Les facteurs de stress déclenchant la maladie

Les larves d'abeilles domestiques sont plus sensibles a l'infection par la loque lorsque la

colonie dépendre des facteurs suivants:

» Humidité excessive

L'humidité relative joue un rdle important dans le développement de la maladie. La
plupart des auteurs supposent la prévalence de la maladie dans les régions humides ou
pendant les périodes de forte humidité a I'intérieur de la colonie (Flores et al, 1996).

» Température

Le stade de production du tube germinatif est corrélé avec la plage de température
optimale de 31- 35 °c. Ce qui fait de ce champignon un pathogéne hautement spécialisé

qui vit a l'intérieur des abeilles (Liang et al, 2000).
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> PH

La valeur du pH comprise entre 5 et 7,8 n'a pas affecté la germination des spores de
maniére significative, mais un environnement acide, pH < 5, a réduit de maniere drastique

I'agrandissement et la production de tubes germinatifs (Liang et al, 2000).

» La présence d'autres maladies

Agents pathogénes et prédateurs peuvent gravement diminuer la population des colonies, on
observe une augmentation de I'incidence de l'infection par la loque dans les colonies d'abeilles
melliféres infestées par V. jacobsoni Puisque, la surface du corps des acariens peut devenir

contaminée par des spores fongiques et les propager (Ball, 1997).

> mauvaise alimentation

Pendant la saison estivale une pénurie de plantes en fleurs, oblige les apiculteurs a nourrir les
abeilles avec un aliment aqueux (sucre serb) ce qui augmente I'humidité a l'intérieur de la

ruche et accroit I'incidence de la maladie (Hadid, 2002).

» Une nutrition inadéquate (Palacio et al, 2007).
» Une manipulation excessive des colonies et refroidissement du couvain (Palacio et al,
2007).

2.4. Pathogenése

Les infections a Ascosphaera se produisent aprés avoir pénétré dans l'intestin des ascospores
qui peuvent infecter le couvain des ouvrieres, des faux-bourdons ou des reines. Le chemin de

I'infection commence par :

» La consommation d'aliments contaminés par des spores sexuelles d’A. apis par les
larves d'abeilles (Albo et al, 2017).

> Les larves d'abeilles du 2°™ et 3°™ stades larvaires, sont les plus sensibles & la
maladie. Dans le 4°™ stade larvaire, et aprés Vingt-quatre heures de l'infection, les
premiers signes se manifestent par une réduction de I'alimentation. et aprés 48 heures,
le couvain dabeilles meurt. Enfin, apres 72 heures, les mycéliums fongiques
deviennent visibles a la surface du cadavre. Le site conditions micro-aérophiles
présentes dans l'extrémité postérieure de l'intestin pourraient activer et induire la

germination des spores qui ont été consommées par les larves d'abeilles. Ensuite, les
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hyphes pénétrent dans la membrane péri-trophique et la paroi intestinale pour
finalement entrer dans I'hémocele. De plus, la pression causee par les hyphes septés et
I'activité enzymatique favorisent l'acces a l'espace interstitiel entre les fibres
musculaires des larves infectées. . Le mycélium fongique envahit la cavité corporelle,
a l'exception de la téte du couvain. Plus tard, le mycélium fongique devient brun ou

gris en raison de la production de kystes de spores (Albo et al, 2017).

2.5. Mode de propagation

La propagation se fait par les spores de ce champignon avec deux voies de contamination. La
voie buccale est la plus fréquente, elle se fait par ingestion de la nourriture souillée.
Cependant, il y a également la voie transcutanée qui affecte au debut I'intestin moyen des

abeilles et finit par envahir I'organisme entier (Heath, 1985).

2.6. Caractéres macroscopiques et microscopiques d’Ascosphera

apis

Cette partie d’étude base sur les caractéres macroscopiques et microscopiques d’Ascosphaera

apis.
2.6.1. Aspect macroscopique d’Ascosphera apis
Parmi les symptdmes typiques de d’Ascosphera apis sont les suivants :
» couvain clairsemé (Fluri et al, 1998).
» des larves momifiées, dures et blanches (Thurber, 1979).
» opercules déchirés (Fluri et al., 1998).

» formation autour des larves d’un amas cotonneux de filaments mycéliens blancs qui

occupe ’alvéole (Thorstensen, 1976).

» apparaitre un couvain en mosaique et des momies blanches ou noires.
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o

Figure 15: deux momies de couvain a I'Ascosphérose (Infoma, 2008).

2.6.2. Aspect microscopique d’Ascosphera apis

En montant un matériel malade, des "momies qui sont devenues grises ou noire" sur une lame
de microscope. La présence de kystes de spores est généralement suffisante pour faire un
diagnostic. Ces kystes de spores, d'un diameétre d'environ 60 um, contiennent des corps ronds

plus petits appelés "boules de spores™ (environ 12 um de diameétre) (Hornitzky, 2001).

2.7. Dégats de ’ascosphérose

Malgré I’impact négligeable d’A. Apis sur la santé des colonies, I’infection peut résulter en
des pertes importantes en termes de nombre d’abeilles et de productivité des colonies

notamment les suivantes (Aronstein et Murray, 2010) :

» reduction de la production de miel de 1 & 5%, une réduction de force de la colonie
23% et une réduction de 49% du butinage (Heath, 1982; Zaghloul et al, 2005).

» Sialasurface du corps des mycéliums males et femelles se rencontrent, il se forme un
corps de fructification noir contenant de nouvelles spores qui constitue la forme de
résistance (Jones, 2005).

» Les larves infectées meurent de lésions mécaniques et enzymatiques, d'une
perturbation de la circulation de I’hémolymphe et d’une toxicose générale (Glinski et
Buczek, 2003).
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2.8. Lutte contre ’ascosphérose

Pour lutter contre la maladie, il existe un certain nombre de techniques qui peuvent étre

utilisées pour minimiser les effets de la maladie.
2.8.1. Techniques de gestion

_ Renforcer les colonies gravement malades en ajoutant de jeunes abeilles adultes,
(Hornitzky, 2001).

Ne permettant pas aux abeilles d'hiverner dans une chambre a couvain trop grande.
(Hornitzky, 2001).

_ Augmenter I'entrée de la colonie pour la ventilation en période humide est recommandée
(Hornitzky, 2001).

_eviter le transfert de rayons entre colonies pour empécher la propagation des spores (Flores
et al, 2005).

_ Le traitement par rayonnement gamma a 10 KGray peut étre utilisé pour stériliser le
matériel de la ruche et comme traitement sanitaire de routine des équipements apicoles
(Baggio et al, 2005). Le bromure de méthyle gazeux a également été utilisé pour désinfecter

du matériel contaminé (Sanford, 1987).
2.8.2. Lutte chimique

A Tlaide de fongicides chimiques, d'acides organiques, de produits phytochimiques et de
réactifs de lutte biologique (Liu, 1991).

2.8.3. Controle par des produits naturels

Pour éliminer [’ascosphérose on a essayer de nombreux produits naturels telle que (huile de
riz, huile de cannelle, gasoil, I'huile de clou de girofle, huiles de fenouil, gingembre, I'huile
d'origan, henné, et les vapeurs d'un mélange d'acide géranique et nérolique, de 2-heptanone,
d'acétate d'isopentyle, d'acide octanoique et d'huiles de citronnelle et de mélisse avaient ...ect),
avec différentes concentrations. Dont certains produits ont donné un effet négatif, et d’autre

produits ont été positifs contre la croissance de I'ascosphére Pendant une période de temps
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specifiée (Gochnaur et al, 1979 ; Calderone et al, 1994 ; Dellacasa et al, 2003 ; Davis et
Ward, 2003 ; Ruffinengo et al, 2006 ; Abou EI-Enain et al, 2009).

2.9. Méthodes de lutte contre les agents pathogénes

Pour lutter contre les agents pathogenes, il est impératif d’examiner le couvain ainsi que les
abeilles adultes afin de le dépister dans la colonie prise en considération. Les méthodes de
lutte utilisées actuellement peuvent étre réparties en trois grandes catégories, les deux
premieres €tant les plus largement employées : les méthodes chimiques a base d’acaricides de
synthése, les méthodes biologiques a base d’acides organiques ou d’huiles essentielles et les

méthodes mécaniques ou populationnelles (Mondet et al, 2016).
2.9.1. Méthodes chimiques

La lutte chimique regroupant plusieurs molécules a propriétés acaricides, qui sont efficaces
Toutefois leur utilisation a long terme, présente des dangers, tels que la présence de résidus

dans le miel et surtout I’apparition de souches d’acariens résistants aux molécules actives
(Habbi-Cherifi et al, 2019).

2.9.2. Produits naturelles

Consiste a l'utilisation de certains acides organiques, les huiles essentielles et les champignons

notamment suivants :
2.9.2.1. Les acides organiques
Consiste a |’utilisation de certains acides telle que :
2.9.2.1.1. L’acide oxalique

La teneur naturelle du miel en acide oxalique est tres variable (3,3-761,4 mg.kg-1) et dépend
de I’origine botanique du nectar (Rademacher et Harz, 2006). Contre les agents photogénes,
I’acide oxalique peut étre appliqué (Meimaridou et al, 2006):

» Par dégouttement dans une solution sucrée versée directement sur les abeilles dans les
passages inter-cadres.

» Sous forme de cristaux qui se subliment dans la ruche.
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» Par pulvérisation d’une solution aqueuse sur les abeilles.
2.9.2.1.2. Acide formique

L’acide formique est la molécule actuellement reconnue pour son action efficacités sur les

agentes pathogénes (Calderon et al, 2000).
2.9.2.2. Aromathérapie (les huiles essentielles)

Selon Kotwal et al, (2013), les huiles essentielles sont des sous-produits du métabolisme
secondaire de certaines plantes. Les plantes ont developpé l'utilisation potentielle de ces
huiles pour se défendre. Elles présentent une efficacité variable selon les molécules, leur
association et les dosages utilisés. Néanmoins leur utilisation en combinaison avec plusieurs
huiles essentielles et d’autres principes actifs pourrait fournir des solutions dans la gestion de

la lutte contre les agents photogenes.
2.9.3. Méthode biologique (Utilisation des champignons)

Les champignons ont été également objet de recherche pour évaluer leur efficacité dans la
lutte contre les agents pathogénes et de ces champignons  Beauveriabassiana et
Metharhiziumanisoplia ont donné des résultats satisfaisants et prometteurs comme un

nouveau moyen de lutte alternative (Rodriguez et al, 2009).
2.9.4. Lutte biotechnique

Repose sur le fait que les acariens sont piégés a l'intérieur des cellules du couvain et peuvent
étre éliminés de la colonie d'abeilles avec le couvain. Un modéle, valide de rayon-piége base
sur les taux d'invasion des cellules du couvain par les acariens, est utilise ici pour estimer et

comparer l'efficacité des diverses méthodes utilisant le rayon-piege (Calis et al, 1999).
2.9.4.1. Blocage de ponte de la reine

L’encagement de la reine suivi d’un traitement hors couvain a 1’acide oxalique pourrait

représenter une alternative intéressante (Droz, 2015).
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2.9.4.2. Piégeage des parasites dans du couvain de males

Comme les varroas préferent pondre dans les cellules du faux bourdon, il est possible de les

piéger en fournissant un cadre avec de telles cellules (Charriére et al, 2003).
2.9.4.3. Plateaux grillagés

C'est une méthode économique, facile. 1l s'agit de la premiére mesure biotechnique permettant
de réduire la progression des maladies. Le principe étant de laisser un espace entre le grillage
et le fond du plateau, pour les rendre incapable de regagner la colonie par leurs propres

moyens, les acariens restent alors prisonniers au fond de ces plateaux (Habbi-Cherifi, 2019).
2.9.3.4. Les autres luttes contre les agents pathogénes
- Préparation: repérage géographique (savoir lire une carte) (Nicolas, 2011).

- Visite sanitaire: anamnese, historique, registre d’élevage, connaissance de la conduite

d’¢levage et des techniques apicoles (Nicolas, 2011).

- Etude de I’emplacement et de 1’entretien du rucher et des ruches (Nicolas, 2011).

- Examen clinique proprement dit (Nicolas, 2011) :

—Examen a distance (a 1m/1m50).

—Examen rapproché (a 20 a 50 cm).

—OQuverture de la ruche: Examen du matériel, des cires, du couvain, des ouvriéres, de la

Reine... (Nicolas, 2011).
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Chapitre 03 Généralités sur la Propolis

3.1. Histoire de la propolis

La propolis est un reméede naturel qui est utilisé depuis les temps anciens. En effet, les
égyptiens connaissent tres bien les propriétés anti-putréfiantes de la propolis et 1’utilisaient
pour embaumer les cadavres. Les propriétés médicinales de la propolis étaient reconnues par
les médecins grecs puisqu’Aristote la signale comme un remeéde aux infections de la peau,
plaies et suppuration dans son« histoires des animaux ». Les Romains 1’ont donné a tous les
soldats pour soigner leurs blessures pendant les différentes invasions. Les anciens textes grecs
rapportent que les médecins I’utilisaient pour la fabrication de baumes. Les médecins arabes
I’utilisaient comme antiseptique et cicatrisant dans le traitement des plaies, et par les Incas qui
I’employaient en tant qu’agent antipyrétique. Parmi les usages non médicaux, nous citons son
emploi comme vernis pour le traitement des violons, ce qui leur donne un meilleur son et les

protéger contre le ver de bois (Abida et al, 2021).

3.2. Définition de la propolis

La propolis est une substance résineuse composée d'un mélange de différentes parties de
plantes et de molécules sécrétées par les abeilles. Chimiquement, elle est définie comme une
matrice complexe contenant des molécules biologiquement actives ayant des activités
antibactériennes,  antifongiques, antivirales, antiparasitaires, hépatoprotectrices et
immunomodulatrices. 1l est largement employé dans les formulations cosmétiques et les
produits pharmaceutiques et constitue I'un des produits naturels les plus utilisés. Cependant,
les effets et la force de ces activités biologiques dépendent du profil chimique et de la
composition de chaque type de propolis. Cette composition est associée a la diversité de la
flore locale, au lieu et a la période de collecte, et a la génétique des abeilles (Santos Laerte et
al, 2019).
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Figure 16: Abeilles porteuses de propolis dans la colonie (Simone-Finstrom et Spivak,
2010).

3.3. Origine de la propolis

Il existe plusieurs types de propolis qui en fonction de la zone géographique de la ruche, des
végétaux présents sur cette zone, de la disponibilité des végétaux pendant la saison (El
Housseini, 2013) ; ils sont des exsudats de plantes recueillis par les abeilles, (bourgeons de
peupliers, pin, bouleau, chataigne, érable, et lipophile, et les substances sécrétées par les

plaies, des résines ou des gommes végétales) (Debab et al, 2017).
3.4. Origine botanique de la propolis algérienne

Selon la flore Algérienne, nous peut en déduire que notre propolis est a I’origine en pin (Pinus
sp) qui occupe les régions semi arides : chéne (Quercus suber et Quercus canariensis),
chataignier, cypres, peuplier, et casuarina se trouve dans le nord- est du pays (Debab et al,
2016).

3.5. Collecte de la résine par les abeilles

La propolis est collecte par des abeilles agées. Cette collecte s'effectue schématiquement en

plusieurs étapes a savoir

_ La butineuse fait d’abord usage de ses antennes pour situer la partie la plus intéressante de

la source (Touati et Garnelkabeche, 2021).

_ L’abeille mord et arrache des morceaux de résine de plante avec ses mandibules (Bradbear,
2010), les mélangent avec d’autres substances de leurs propres sécrétions afin de fabriquer de
la propolis (Bouhala et Chefrour ,2012). Et les entasse dans les corbeilles a pollen de ses
pattes antérieures. Chaque corbeille peut transporter 10 mg de resine (Bradbear, 2010).
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_ Durant le retour a la ruche, ils sont vraisemblablement modifiés en partie par I’apport de

certaines de leurs propres sécrétions (cire et sécrétions salivaires principalement) (Donadieu,
2008). Et la porteuse de la propolis se dirige vers une zone de construction ou il y a besoin de

cette substance et montre aux autres abeilles ce qu’elle a récolté (Jacob, 2004).

Figure 17: butineuses de propolis dans la ruche (Abir el al, 2020)

La quantité collecte est trés variable. Elle est sous la dépendance de facteurs qui
conditionnement la propre collecte par les abeilles (Bouhala et Chefrour ,2012). Qui

déterminent selon :

3.5.1. L’age de I’abeille : L’age de I’abeille : Il semble que ce soient les abeilles les plus
agées donc les plus expérimentées qui collectent la résine. L’étude histologique montre que

leurs glandes ciriéres sont totalement atrophiées, 1’dge minimal est de dix-huit jours

(Ferhoum, 2010).

3.5.2. La race : La tendance a propolis dépend de la race d’abeille. Il est reconnu que
I’abeille grise des montagnes appelée encore Caucasienne (Apis mellifica caucasia) et
certaines autres races d'Asie Mineure (celle d'Anatolie centrale en particulier) propolisent en
général davantage que les autres, c’est le cas de 1’abeille carniolienne (Apis mellifica carnica)
et I’abeille Tellienne (Apis mellifira). Mais dans de nombreux autres cas, les données
d’information en ce qui concerne ce facteur sont encore insuffisantes pour établir des
comparaisons précises les données d’information en ce qui concerne ce facteur sont encore

insuffisantes pour établir des comparaisons précises (Ferhoum, 2010).

31



Chapitre 03 Généralités sur la Propolis

3.5.3. La saison : La collecte a lieu, soit, en début de printemps, mais le plus souvent a la

fin de la miellée, ou a I’approche d’automne au moment ou la colonie commence ses

préparatifs d’hivernage (Ferhoum, 2010).

3.5.4. Le climat (dont la température) : Les abeilles colleteuses de résine déploient en
général leur activité au cours des journées chaudes (tempeérature le plus souvent supérieure a
20°C) et en outre, pendant les heures les mieux exposées, a cette chaleur (soit entre 10 et 15h
30h en moyenne), ceci du fait que les substances ramassées sont trop dures pour étre
exploitées en dehors de ces horaires (Ferhoum, 2010).

3.5.5. La géographie : C’est ainsi, entre autres, que les ruches situées dans les régions

boisées propulsent davantage que les ruches de plaine (Ferhoum, 2010).

3.6. Récolte de la propolis par ’homme

La propolis peut étre récoltée selon des diverses techniques :

3.6.1. Grille a propolis du commerce

Au début de période de production, on place des grilles a propolis du commerce achetées sur
le marché local au-dessus du corps de ruche (Figure 18 A). Au-dessus de cette grille, on place
une hausse vide (sans cadres) qu’on couvre de couvre-cadres et du couvercle. A I’issue de la
période de production, la grille de chaque ruche est enlevée et scellée en sac plastique portant
le numéro de la ruche d’ou on I’a retiré (Figure 18 B), acheminée au laboratoire puis placée
au congélateur pendant 24 heures. A cette basse température, la propolis devient rigide et
cassante, la rendant facile a enlever. Puis chaque grille est frottée a part des la sortie du
congélateur. Les morceaux sont recueillis et pesés a 1’aide d’une balance électronique. La
propolis obtenue de ces grilles est mise dans des pots en verre et placée au congélateur
(Guermah et al, 2021).
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Figure 18: Récolte de propolis par I'homme par grille a propolis du commerce

A : Mise en place de la grille a propolis du commerce B : Grille a propolis tachetée de

propolis a la récolte (Guermah et al, 2021).

3.6.2. « CPI » ou Collecteur de propolis intelligent

Des planchettes mobiles couvertes d’un film transparent (Figure 19 A) sont placees sur les
parties latérales des ruches (Figure 19 B). Le film transparent permet le passage de la lumiere
qui stimule les abeilles qui vont s’empresser de le boucher avec de la propolis. Les plaques
seront recouvertes de propolis et il ne restera qu’a la récolter. La durée de chaque période de
production était ici d’un mois et dix jours. On retire les planchettes (Figure 19 C) et la
propolis est enlevée en forme de laniéres a ’aide d’un couteau. La propolis obtenue de chaque
ruche est pesée puis recouverte avec du papier aluminium et placée au congélateur (Guermah
et al, 2021).

Figure 19:Récolte de la propolis par I'nomme par "CPI" ou collecteur de propolis intelligent
A : Préparation des planchettes mobiles.

B : Planchette mobile placée sur la ruche.
C : Planchette a la récolte (Guermabh et al, 2021).
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3.7. Propriétés physico-chimique de la propolis

La caractérisation physico-chimique de la propolis est trés importante pour 1’obtention d’un
produit de qualité standardisé, tel que le réclame le marché. La variété des sources de propolis

a, bien évidemment, une influence sur sa composition (Krell ,1996).

3.7.1. Propriétés physique

La propriété physique qui est constitué notamment les caractéristique suivant :
3.7.1.1. Caractéristiques organoleptiques

Tableau 2: propriétés organoleptiques de la propolis

Couleur Elle varie selon sa provenance, allant de jaune clair au brun trés foncé, presque noire
en passant par toutes les gammes des bruns (brun jaune, brun vert et brun rouge)
(Tosi et al, 2006).

Saveur
Elle est souvent ameére et acre (Tosi et al, 2006).

Odeur
Elle a une odeur variable suivant son origine, en géneral, arébme agréable douceatre,

mélangé a celui de miel, de la cire et d’autres produits (cannelle, vanille, etc...)
(Tosi et al, 2006).

3.7.1.2. Consistance

La propolis est une substance de consistance variable suivant la température
_15°C, elle est dure et friable.
_ 30 °C elle est molle et malléable.

_ Entre 30 °C et 60 °C elle est coulante et gluante (Tosi et al, 2006) jusqu’a fondre en
moyenne vers 60-70°C ou plus (EI Housseini, 2013).
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3.7.2.

Propriétés chimique

Tableau 3: propriétés chimique de la propolis

. La propolis est Insoluble dans l'eau & froid. Elle est, en revanche, partiellement
Solubilite | souple dans I'acétone, I'alcool, I'ammoniaque, le benzéne, le chloroforme, etc. I
importe de noter que la propolis est beaucoup plus soluble dans une solution de soude
caustique a 296 (Abir et al, 2020).
Densité La densité de la propolis est de 1,2 soit supérieure a celle de I'eau (Donadieu, 2008).
_ Son point de fusion se situe autour de 70°C. Chauffée au bain-marie, elle se divise en
Point de deux parties :
fusion
__une partie visqueuse qui tombe au fond du récipient.
_une partie liquide appelée cire de propolis, qui reste en surface et qui a de
nombreux usages dans le domaine apicole (Letonturier, 2007).
3.8. Composition de la propolis

L’origine botanique dont sera issue la propolis constitue le principal facteur responsable de sa

composition spécifique. L’autre facteur sera les modifications générées a travers les sécrétions

hypopharyngiennes de 1’abeille qui vont apporter d’autres éléments spécifiques en plus de

certaines transformations (hydrolyse des hétérosides de flavonoides en aglycone) De maniere

générale (Cardinault et al, 2012):

>

YV V VYV V

La résine : La résine et baumes est un constituant majeur de la propolis représentant
55%.

Les cires et acides gras : sont un constituant de la propolis représentant 30 %.

les huiles essentielles : sont un constituant de la propolis représentant 10 %.

pollen : est un constituant de la propolis représentant 5 %.

La matiere minérale : La propolis est constituee de 5% de matieres minérales. on
retrouvera beaucoup de flavonoides et autres dérivés phénoliques ainsi que leurs
esters, des dérivés aromatiques volatils, des minéraux (fer, calcium, zinc, cuivre,

manganeése) et des vitamines (C, E et du groupe B) (Cardinault et al., 2012).

35




Chapitre 03 Généralités sur la Propolis

30%

| Huales essentielles
7o

| Pollen

| 3°

{

| Autres
s0.

Baumes et résines
55%

Figure 20:Composition moyenne globale de la propolis (Amigou, 2016).

3.9. Propriétés thérapeutiques de la propolis

3.9.1. Activité antimicrobienne

L’activité antimicrobienne comprend plusieurs activités, dont les suivants :
3.9.1.1. Action antibactérienne

Les différentes études mécanistiques suggerent que la propolis et/ou ses composés pourraient
inhiber la croissance bactérienne par blocage de la division cellulaire, par une désorganisation
du cytoplasme, par une inhibition de la synthése protéique ou par une inhibition du processus
d’adhésion. Certaines études ont montré que des souches résistantes, voire multirésistantes
aux antibiotiques, étaient sensibles a la propolis. Il a également été montré quel a propolis,
lorsqu’elle est prise en association avec certains antibiotiques, augmente leur efficacité

(streptomycine, ampicilline, gentamycine, cloxacilline...) (Cardinault et al, 2012).
3.9.1.2. Action antivirale

Les études ont montré que la propolis et/ou ses constituants (apigénine, chrysine) possedent
un effet prophylactique contre le virus de la grippe, en atténuent les symptdmes a travers une
action antineuraminidase. La propolis et ces constituants étaient efficaces contre de nombreux
virus : myxovirus, poliovirus, coronavirus, rotavirus, adénovirus et un potentiel anti-VIH
(Cardinault et al, 2012).
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3.9.1.3. Action antifongique et antimycosique

La propolis a montré une activité contre différents champignons. 1l a été étudié que la propolis
inhibe les champignons aflatoxigeniques et diminue également la croissance des conidies
chez Aspergillus flavus. La propolis montre une activité contre Candida guilliermondii,
Candida krusei et Candida albicans. Dans une autre étude, une propolis francaise a été utilisée
efficacement contre les pathogénes fongiques humains Candida albicans, Candida glabrata et

Aspergillus fumigatus (Anjum et al, 2019).

3.9.1.4. Action antiparasitaire

La propolis est efficace dans le cas d’infections par certains parasites comme le Toxoplasma
gondii implique dans la toxoplasmose, particulierement dangereux chez les femmes enceintes,
ou encore contre les Trichomonas, Trypanosoma cruzi (responsable de la maladie du
sommeil) ou Giardia lambli (parasitose intestinale). Le produit de la ruche empécherait la
croissance du parasite, sans que les principes actifs de celui-ci ne soient clairement identifiés
(Cardinault et al, 2012).

3.9.2. Propriété antioxydant

D’aprés les connaissances scientifiques, les antioxydants permettent de prévenir de
nombreuses maladies de types dyslipidémie, hypercholestérolémie, diabéte voire de cancer.
Plusieurs études in vitro ont montré le pouvoir antioxydant de la propolis. La diminution du
stress oxydant est due a la présence de polyphénols, de flavonoides ainsi que d’acide caféique
et d’artepilline C. I’activité antioxydant de la propolis correspond a 70% de celle de la
vitamine C (Boisard et al, 2016).

3.9.3. Propriété anticancéreux et immuno-modulatrice

La propolis et ses composants phénoliques exercent un effet anticancéreux et des propriétés
chimio-préventives par mécanisme d’action multiple affectant les voies apoptotiques dans des
cellules cancéreuses. L’extrait de la propolis et les polyphénols isolés a partir de propolis ont
¢été capables de sensibiliser les cellules cancéreuses a I’apoptose induite par TRAIL (Szliszka

et al, 2013).
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3.9.4. Propriété anti-inflammatoire

L’effet anti-inflammatoire de la propolis proche de I’aspirine, est dose dépendant. Les extraits
aqueux donnent de meilleurs résultats. Les flavonoides en sont responsables, en inhibant la
synthése de NO et de PG, inducteurs d’inflammation et en supprimant la production de
cytokines inflammatoires par les monocytes/ macrophages. Des études ont montré que son
action est intéressante dans les trachéites et pharyngites liées a une intubation prolongée
pendant une intervention chirurgicale. Les composés terpéniques agiraient également dans

I’action anti-inflammatoire (Gharbi, 2011).
3.9.5. Propriété anesthésique

La propolis posséde une action anesthésiante, ceci grace a 1’activité des huiles volatiles de
celle-ci. Cette action n’est pas issue d’un mécanisme central comme la morphine et n’a pas
d’effets indésirables comme la cocaine (collapsus, malaises, etc.) (Touati et Garnelkabeche,
2021).

La propolis est largement utilisée comme un anesthésique de contacte en chirurgie dentaire,
aussi elle remplace la morphine et la cocaine dans les anesthésies locales (Castaldo et al,
2002).

3.9.6. Propriété cicatrisant et régénératrice

La propolis posséde une propriété cicatrisante par un effet stimulant le métabolisme cellulaire,
la circulation et la formation du collagéne. Les processus de prolifération de I'épithélium au

sein du chancre de la peau brdlée et une régénération active de plaie (Clément, 2015).

3.10. Utilisation de la propolis
3.10.1. Utilisation de la propolis par les abeilles

v" La propolis est utilisée par les ouvriéres pour colmater les fissures et les trous de leur
ruche (Touati et Garnelkabeche, 2021).

v/ comme substance antiseptique pour enrober un corps étranger putrescible, qu'elles ne
parviennent pas a évacuer de la ruche (Touati et Garnelkabeche, 2021).

v employée pour enduire les alvéoles et en générale tout I'intérieur de la ruche (Touati
et Garnelkabeche, 2021).
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v' aseptisation de la ruche (Ferhoum, 2010).

v"assurer une meilleure isolation thermique (Ferhoum, 2010).
3.10.2. Utilisation de la propolis par ’homme

La propolis est largement utilisée dans plusieurs domaines tel que :

3.10.2.1. Utilisation traditionnelle

Elle est utilisee comme un puissant antibiotique naturel pour prévenir certaines maladies telles
que les maladies hivernales, la grippe et 1’angine, ainsi que certaines infections respiratoires.

Elle est aussi reconnue pour renforcer I’'immunité (Sattler et al, 2015).

3.10.2.2. Utilisation commerciale

La propolis servait également dans la fabrication des produits commerciaux qui sont en
majorité des compléments alimentaires, produits de soins (pastilles, tablettes, cremes, baumes,
suppositoires) et d'hygiene (shampooing, savons, dentifrice) ainsi que les préparations

magistrales en pharmacie (suppositoires, onguent, emplatres) (Krell, 1996).

3.10.2.3. Autre utilisation

» Technologie alimentaire: La propolis peut étre utilisée comme préservatifs en
matériel d’emballage de nourriture (Ranfaing, 2017). Elle est aussi utilisée pour la
prolongation de la vie d’entreposage en congélation des poissons (Ferhoum, 2010).

» Le cosmétique : La propolis et ses extraits ont été largement utilisés dans la
dermatologie et la cosmétique (Gregory et al, 2002). Ses effets sur la régénération et
la rénovation des tissus ont été bien étudiés par exemple dans le cas de tissus abimés
(Touati et Garnelkabeche, 2021). Avec ses caractéristiques bactéricides et
fongicides, elle offre de nombreux bénéfices dans diverses applications

» Utilisée dans la fabrication des vernis pour instruments de musique, pour cacheter les
bouteilles et pour cirer le matériel apicale, c'est un excellent produit antirouille
(Hausen, 1987).
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3.11. Forme galénique

La forme galénique de la propolis est trés variable, ce qui facilite son administration et son

utilisation. Elle

est soit seul composant, soit associée avec d'autres produits a visée

thérapeutique ou cosmétologique sous sa forme naturelle, débarrassée de toutes les impuretés

diverses susceptibles de la souiller (fibres de bois, poils d'abeille, etc).

Sous forme d'extraits purifiés : fluide, mou ou sec selon l'usage thérapeutique envisage. Ou

sous forme Granulés ou poudre, en vrac ou en gélules a avaler ou excipients variés tels que :

la vaseline, la lanoline, et la cire d'abeille, etc (Donadieu, 2008).

Tableau 4: les formes galéniques de la propolis (Donadieu, 2008).

Mode d’usage

Les formes galéniques

Voie générale
interne

Gélules

Gélules de poudre pour ultrafine destinés aux indications par voie générale
interne, les affections touchant les appareils : digestif et génito-urinaire.

Sirop

Sirop a boire associant la propolis a des extraits de plantes a des huiles
essentielles, indiqué pour les affections broncho-pulmonaires.

Voie local interne

Bain de bouche

Flacon de liquide a diluer dans de 1’eau pour lavage de bouche et gargarismes
afin de combattre la mauvaise haleine, prévenir les inflammations de la
muqueuse buccale.

Voie locale
externe

Créme

Tube de créme pour application locales dans de trés nombreuses indications
dermatologiques.

Baume d’En Calcat a la propolis

Elaboré & partir de propolis, de cire d’abeille, d’huiles végétales ainsi que
d’huiles essentielles. Ce baume est indiqué pour un meilleur confort musculaire
et articulaire (arthrose).
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3.12. Conservation

La propolis est un produit stable et inaltérable dans le temps, si elle est conservée dans les
flacons opaques, et a I'abri de la lumiere et a une température ambiante (a 10 ou 12°C de
préférence) , encore plusieurs années, elle ne perd pas ses propriétés pharmacologiques et
antibiotiques et sa teneur en composants chimiques reste la méme, Cependant, pour en
obtenir de meilleurs effets et résultats, il vaut toujours mieux I’utiliser la plus fraiche possible

(Krell, 1996).

Différents traitements peuvent étre appliqués a la propolis, dans le but d’isoler et garder les

éléments solubles de celle-ci, aux propriétés pharmacologiques intéressantes

3.12.1. Les teintures

Sont obtenues par dilution de la propolis dans une solution d’alcool a 70 %. L’alcool peut
ensuite étre évaporé. Les cires, peu solubles dans 1’alcool a basse température sont éliminées.
Les teintures contiennent de 3 — 30 % de propolis. Il est également possible de réaliser des
solutions aqueuses de propolis (Gharbi, 2011).

3.12.2. Les extraits

Les extraits mous sont obtenus apres reconcentration de la teinture officinale par évaporation
partielle. Les principes actifs sont présents a fortes concentrations et les cires absentes. Ils
peuvent étre utilisés comme tel redilués dans de 1’alcool ou de I’eau, ou en association avec

d’autres maticres actives. Les extraits secs sont obtenus par évaporation totale de la teinture

(Gharbi, 2011).
3.13.3. La lyophilisation

Elle permet une conservation indéfinie sous vide jusqu'a reconstitution (Gharbi, 2011).
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Ce chapitre est consacré pour la description des différents matériaux et des produits
chimiques utilisés. Ainsi dans cette partie nous allons détailler les méthodes et les techniques

suivies tout au long de ce travail.

1. L’objectif de cette étude

L’objectif de cette étude, est d’évaluer D’activité antifongique des extraits éthanoliques
préparés a partir de la macération de propolis dans une solution d’éthanol a 90%. Donc nous
allons tester ces extraits sur une souche fongique isolée a partir d’une colonie d’abeille

atteinte de la maladie du couvain platré Ascosphera apis.

2. Matériel et Méthodes
2.1. Matériel biologique
2.1.1. Champignon

L’activité antifongique de la propolis provenant de deux régions est évaluée sur un
seul isolat de Champignon Ascosphera apis. Nous avons choisi cette espéce fongique, car
Ascosphera apis est parmi les especes les plus dangereuses qui attaquent les colonies d’abeille
provoquant des problemes majeurs (Fluri et al ,1998).

2.1.2. Propolis

La propolis, également appelée mastic d'abeille ou colle d'abeille, est une substance
produite par les abeilles a partir de la résine recueillie sur les arbres et les arbustes. Et
d'arbustes, qui se combine a la cire d'abeille et aux sécrétions des glandes salivaires de
I'abeille, riches en enzymes. Elle peut étre jaune, brune ou presque noire, selon les plantes
dont la plantes sur lesquelles la substance résineuse est recueillie. L'odeur de la propolis est
intense et aromatique .L'utilisation de la propolis par I'homme a une longue histoire. Les
Egyptiens l'utilisaient pour I'embaumement du corps car c'était le matériau plastique parfait
qui protégeait davantage la momie des bacteéries, de I'humidité, et de la chaleur. Protéger la
momie des bactéries, des champignons et des virus. La propolis a fait I'objet de nombreuses

études en raison de ses propriétés antibactériennes, antifongiques, antivirales et hépato
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protectrice. La propolis soluble dans I'eau ou dans l'alcool et ses nombreux composés ont éte

utilisés dans le traitement de l'inflammation, pour 1’immuno-stimulation, et comme agent
anticancéreux. Le site Les propriétés susmentionnees de la propolis en font un matériau

inhabituel d'origine naturelle, caractérisé par une composition spécifique (Diana et al, 2012).
2.1.2.1. Lieu et période de la récolte

L’étude expérimentale a été faite en utilisant deux (02) échantillons de propolis qui
sont récoltés dans deux régions d’Algérie, Tiaret et Tissemsilt. La propolis a été récoltée a
I'aide d'une méthode de grattage a I’intérieur de la ruche. Afin d'éviter la détérioration de ses

composants, la propolis brute était stockée dans le congélateur a -20°C, a I'abri de la lumiére.

Figure 21: Localisation géographique des deux régions d’étude

2.1.2.2. Présentation des lieus de la récolte

La premiére issue de la wilaya de Tissemsilt qui est située au sud-ouest d’Alger .Elle
est comprise entre 1°18’E et 2°18’E de longitude et 35°32°N et 36°00°N de latitude nord.
Environ 80 kilométres de monts couvrant une superficie de 3 173 km2 (Andi, 2013). Est
proposé trois ensembles distincts selon la nature géomorphologique. Une zone montagneuse
avec un taux de 65%. Une zone des hautes plaines avec un taux de 25% Une zone steppique
occupant 10% de la superficie globale de la wilaya (Andi, 2013). Le climat de la région de

Tissemsilt est de type méditerranéen, caractérisé par un hiver froid et pluvieux qui s’étale de
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Novembre a Avril et un été chaud et sec et long s’étalant d’Avril a octobre, ou les

températures moyennes varient de 13° & 16° (Andi ,2013).

Cette wilaya recouvre une flore riche et diversifié engendrée par 1’existence de 157 especes
(figure 22). Les familles les mieux représentées sont: Astéracées, Poacées et Fabacées. En
plus on trouve Le chéne liege souvent mélangé avec des essences forestiéres telles que: le
chéne vert, le chéne zeen, le cédre de 1’Atlas et le genévrier oxycedre (figure 23,24,25) (

Sarmoum et al ,2013).
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Figure 22: les especes végétales présentées dans la wilaya Tissemsilt (Sarmoum et al, 2013).

La Deuxiemes, c’est la wilaya de Tiaret située a 1’ouest du pays se présente comme une zone
de contact entre le Tell au nord et les hautes plaines au sud. Le territoire de la wilaya est
constitué de zones montagneuses au nord, et les hautes plaines au centre. Au sud la variation
des reliefs et le caractere hétérogéne de I’espace, induit une variété des paysages agricoles et
autres espaces naturels. Cette région s’étend sur un espace délimité entre 0°.34° a 2°.5° de

longitude et 34°.05° a 35°.30° de latitude nord. Elle couvre une partie de 1’atlas Tellien au
nord, et les hauts plateaux au centre et au sud (Ait Hammou et al, 2011).

Cette position géographique, et la diversité de son relief, subit des influences climatiques
conjuguées des grandes masses d’air, de I’exposition du relief, et de ’altitude. En effet,
pendant la saison hivernale, les masses d’air froides provenant de 1’ Atlantique rencontrent les
masses d’air chauds et humides ce qui provoque une instabilit¢ et des perturbations

climatiques a I’origine des pluies hivernales parfois intenses. Durant la saison estivale
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naissent les masses d’air tropicales liées a I’anticyclone des acores prédominent et provoquent

une zone de haute pression a 1’origine d’un type de temps sec et ensoleillé qui perdure jusqu’a
la fin du mois de septembre et début octobre. L’¢étude climatique de la région de Tiaret a
montré une nette régression des précipitations pour passer de 600 mm a 360,4 mm,
accompagnées d’une augmentation des températures durant le vingtiéme siécle. Cela va sans
doute s’apercevoir sur le paysage végétal de la région et méme au niveau des rendements
agricoles (Ait Hammou et al, 2011), Le massif forestier de Guezoul au nord de la ville de
Tiaret semble renfermer beaucoup de plantes sauvages et spontanées vu sa diversité
floristique et écologique. 1l est constitué par des formations pré forestiéres de Chéne vert, de
Chéne liege et de Thuya de Berberie, avec notamment le pin d’Alep et le cypres (figure 23, 24
,25) (Miara et al, 2013).

2.1.2.3. Quelques plantes sources de la propolis dans les régions

d’étude

Il existe de nombreuses plantes sources de propolis, dont les suivantes :

Chéne-liege Chénezeen

Figure 23: chéne (Moudir, 2004)
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Résine su sapin

Résine secrétée par le tronc du

pin

Figure 25: pin (pinus sp) (Moudir Naima, 2004)

2.1.3.Matériels de laboratoire

Tableau 5 : Matériels de laboratoire

Appareillages Verreries et petit
L . Les solutions
matériel
» Bain marie > Les Boites Pétri » Eau distillé
» Autoclave > Pipettes pasteur > Ethanol & 90° dégrée
> Balance > Entonnoir » Blue de méthyléne
» Etuve a 28°C > Eprouvettes  graduée » Sabouraud dextrose agar
» 2 Bec benzene 50ml, 100ml. déshydraté.
> Agitateur » Pissette d’eau distillée
magnétique > Flacon
> Papier filtre
» Erlenmeyer
> verre de montre
» parafilm
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2.2. Méthodologie utilisée

Notre travail est basé sur les étapes suivantes
1 préparation de milieux de culture
2 Préparation des I'extraits éthanoliques de la propolis
3 Isolement et identification de champignon 1’ascosphérose Ascosphera apis
4 Evaluation de l'activité antifongique de 1’extrait de la propolis.
5 Taux d’inhibition
6 les analyse statistique
2.2.1.Protocole de la préparation de milieux de culture

On met 65 g de Sabourand dextrose Agar dans un bécher de 2000 ml avec 1000 ml d’eau
distillée, I’ensemble est placé sur une plaque chauffante agitateur jusqu’a 1’ébullition. On
remplit le milieu obtenu dans des flacons en verre stérile de 180 ml et on les ferme avec des
bouchons en cuivre, puis mettre les flacons dans un autoclave sous une Pression de 1,4 bar a

la Température de 121°C pendant 15 minutes.
2.2.2.Protocole d'extraction de la propolis

Macération de 0,5(g) de propolis dans 10 (ml) de 1’éthanol 90% avec une homogénéisation
dans un agitateur pendant 1 heure. Puis mettre extraits de la propolis dans les flacons et
recouvrez d’aluminium a l'abri de la lumiére pendant deux semaines. Ensuite faire la

filtration Avec papier filtre puis avec les filtres

Figure 26: la filtration de 1’extrait de propolis
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2.2.3.Isolement et identification de 'ascosphérose Ascosphera apis

2.2.3.1. Isolement de champignon

Une partie de chaque prélevement infecté (cire battue) est déposée stérilement et
individuellement dans une boite de Pétri contenant le milieu Sabourand dextrose Agar aprés
un ringage par I’hypochlorite de sodium a 10 % pendant 10 min. Aprés un lavage dans deux
bains successifs par 1’eau distillée, il faut incuber la boite a 28°C pendant 5 jours (Jensen,

2013).

2.2.3.2. Purification

La purification a pour but I’obtention de colonies fongiques pures, spécifiques, afin
d’identifier les champignons en cause. A 1’aide de I’extrémité inférieure d’une pipette Pasteur
stérile, nous coupons des disques mycéliens puis les transférer dans un nouveau milieu PDA,
tout en prenant soin de mettre le mycélium en contact avec le milieu PDA. 1l faut ensuite,
incuber les boites de Pétri contenant les colonies fongiques a 28°C pendant 5 jours.

L’opération doit étre reprise jusqu’a I’obtention des colonies pures (Yilmaz et al, 2019).

2.2.3.3. Méthode d’identification

La souche fongique mise en causes est identifiée en utilisant des examens et des observations

macroscopiques et microscopiques

2.2.3.3.1. Examen macroscopique
Il faut observer attentivement dans un endroit bien éclairé I’aspect du champignon, en
vérifiant ’homogénéité des colonies (I’obtention des colonies identiques).

» Aspect macroscopique d’Ascosphaera apis

Les colonies sont blanches et denses, leurs diameétres varient entre 5¢cm et 8 cm. Apreés 8 jours

de germination, le mycélium était blanc et aérien (figure 27)
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Figure 27: Aspect macroscopique d’Ascosphaera apis ; Les colonies d’Ascosphaera apis
sont blanches (Chahbar, 2017)

2.2.3.3.2. Examen microscopique

Les observations sous microscope concernent la morphologie des spores, leur taille et surtout
la facon dont elles sont rattachées aux filaments (isolées en chaines ramifiées, présence de
produits phialides, ...etc). Cet examen peut se faire par un montage entre lame et lamelle avec

I’ajout d’une goutte de bleu de méthyléne ou d’une goutte d’eau distillée stérile.
» Préparation microscopique

La préparation est effectuée en prélevant une fraction de mycélium avec une aiguille stérile a
I’extrémité de la colonie (car les structures fertiles sont jeunes et le nombre de spores n’est
pas excessif). Cet inoculum est déposé sur une lame contenant une petite goutte d’eau, ensuite
il faut remuer délicatement pour avoir une préparation homogene. L’ensemble est recouvert
d’une lamelle tout en évitant la formation des bulles d’air. Ensuite, observer rapidement au

microscope optique au grossissement GX 40
» Aspect microscopique d’Ascosphaera apis

Les hyphes sont cloisonnés, leurs diamétres oscillérent entre 2,5 um et 8 um, présentant des
ramifications dichotomiques prononcées. Les fructifications sont des kystes de spores
sphériques (Sporocytes ou ascoma) présentant un diamétre varie entre 47 um et 140 pm.
L’ascoma contient de nombreuses balles de spores (Asques), son diamétre varie entre 9 um et
19 um, produisant des spores hyalines (ascospores) dont leurs dimensions sont a 1’ordre de
2.7 — 3.5 um x 1.4 — 1.8 um, longueur maximale et largeur maximale respectivement (figure
28).
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Figure 28 : Aspect microscopique d’Ascosphaera apis (Gr X 400) (Chahbar, 2017)

2.2.4.Evaluation de l'activité antifongique de la propolis

L'efficacité de la propolis, issues des deux régions, a été testée contre le champignon

pathogéne Ascosphera apis pour évaluer son activité antifongique.
2.2.4.1. Préparation des deux extraits éthanoliques de propolis
» Principe

On prépare 05 dilutions dans chaque région par apport le milieu culture avec (solution mere)
puis on a réalisé des dilutions a partir de cette solution mére qui sont respectivement (10,15,
20, 25, 30) ml/1000) de propolis de Tissemsilt, (10,20, 40, 80, 120) ml/1000 de propolis de

Tiaret et les remplissons dans les flacons.
» Mode opératoire

Pour I’évaluation de l'activité antifongique de 1’extrait éthanolique de la propolis, On met les
flacons de milieu de culture dans un bain-marie pendant deux heures jusqu'a dissolution
compléte. Puis On a met separément les doses de propolis dans 10 tubes coniques stériles.
Ensuite on ajoute de chaque tube correspondant de série des tubes de dilution de propolis. On
prépare le milieu de la culture dissoute et on remplit I'éprouvette graduée de 50 ml, puis on
I'ajoute au premier flacon contenant 10 ml de Propolis, on mélange, puis on le vide dans les
Boites Pétri .Ou chaque flacons remplit trois Boites Pétri puis Laissez-le pendant 15 minutes
jusqu'a ce qu'il durcisse au milieu de culture. Pour le témoin =milieu culture + éthanol de

dose (10) + Champignon Ascosphera apis.

> Ensemencement
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A laide de l'extrémité inférieure d'une pipette pasteur stérile, Nous coupon des disques

myceliens puis les transférer dans un milieu Sabourand dextrose Agar, tout en prenant soin
de mettre le mycélium en contact avec le milieu. On continue avec le reste des concentrations

de la méme facon.
» L’Incubation

Les boites de Pétri sont incubées pendant 5 jours a 28°C (figure 29), la lecture des résultats se
fait par la mesure du diamétre, en cm, de la zone d'inhibition. L’expérience est répétée trois
fois pour chaque extrait de propolis et les résultats expérimentaux sont exprimés selon

diametres des développements du champignon d’Ascosphera apis

Figure 29 : incuber les boites de pétri dans une étuve a 28°C (Photo originale)

> La lecture

L’évaluation de I’activité antifongique des extraits éthanolique est estimée en termes de
diametre de la zone d’inhibition autour des disques contenant les extraits a différentes
concentrations. La lecture a été faite par la mesure des diameétres des développements du
champignon d’Ascosphera apis au tour des disques a 1’aide d’un pied a colis. Les résultats
sont exprimés par le diametre de la zone d’inhibition et symbolisés par des signes (A et B) (la
figure 30)

On classe les démettre de développement d’ascosphera apis selon la longueur
A : démettre plus long (longueur)

B: démettre peu long (largeur)
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Figure 30 : pris les mesures de diametre des disques (photo originale)

D’autres chercheurs (Krutmuang et al., 2020) ont utilisé la méme méthode pour mesurer le
diamétre de I’inhibition des colonies du champignon. Les mesures sont effectués sur les axes
X et Y (figure 31), puis le pourcentage moyen d'inhibition de la croissance de champignon a

été estimé.

(A) B

Figure 31 : la représentation de I’efficacité des vapeurs d’extraits de plantes dans I’inhibition
de I croissance mycélienne du champignon (ascosphera apis) sur le milieu. A : caractéristique
de la mise en place du champignon sur le milieu, B: évaluation de | croissance fongique sur le

milieu (Krutmuang et al, 2020).
2.2.5.Taux d’inhibition

Le taux d’inhibition de la croissance mycélienne est détermine apres 5 jours d’incubation a

28°C, en utilisent la formule d’Abbott (Motiejunaite et Peiculyie, 2004).
T=(DK-D0)/DK*100

DK : diametre de la colonie fongique du témoin (en mm).
DO : diametre de la colonie fongique en présence de I’extrait (en mm).

T : taux d’inhibition de la croissance du mycélium en pourcentage (%).
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2.2.6.Analyses statistiques

Les analyses statistiques sont effectuées par logiciel SAS version 9. La probabilité a eté
choisie a 95 %. L’analyse descriptive a été faite par la procédure Means afin d’estimer les
moyennes et les écart-types. Un modeéle linéaire généralisé (GLM) a été utilisé pour comparer
entre les deux origines géographiques de propolis, ainsi pour comparer entre les différentes
doses appliquées sur les colonies de champignons. Le test non-paramétrique de Wicoxon a été
choisi pour la comparaison des moyennes pour les deux diameétres estimés afin de comparer
entre les différentes concentrations et origines géographiques de la propolis. Le groupement
des doses homogenes a été réalisé en utilisant le test de Duncan-Waller dans SASO9.
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1. Résultats et discussion
1.1. L’activité antifongique

Dans cette partie, nous avons testé ’activité antifongique et la capacité de neutraliser le
développement des champignons (ascosphera apis) dans un milieu de culture de deux types

de propolis appartenant & deux régions différentes, a savoir Tissemsilt et Tiaret.

Apres 5 jours d’incubation a 28 °C, on observe comparativement au témoin, une diminution
progressive du développement de champignons au fur et a mesure que la concentration des
extraits augmente dans les tubes expérimentaux. Cela s’observe pour toutes les boites. Est
donc sensible aux extraits selon une relation dose- réponse le tableau ci- dissous présente les

zones d’inhibitions dans la souche étudiée.

Tableau 6: les resultats du développement du champignon d’Ascosphera apis pour les deux

origines de propolis

Origines
géographi Les résultats et les dose
ques
Tissemsilt
Témoin 10ml
Tiaret
Témoin 10ml

Plusieurs chercheurs ont trouvé des résultats similaires par rapport les notres. L’inhibition
enregistrée était inférieure a 50% (Krutmuang et al, 2020).
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Control

Figure 32 : efficacité de I’extrait d’origan dans I’inhibition de la croissance mycélienne

d’ascosphaera apis 7 jour (Krutmuang et al, 2020).

1.2. Les caractéristiques de provenance des échantillons de propolis

Tableau 7: Présente les caractéristiques d’échantillons de propolis

1 1
Nombre des
échantillons
Origine Tissemsilt Tiaret
Méthode de récolte Par grattage Par grille
La couleur de Marron clair Marron foncé
I’extrait -
\ .

Nous avons observé une différence de couleur entre les extraits de propolis provenant des

régions d’étude. La propolis de Tissemsilt a une couleur marron clair contrairement a celle de

la région de Tiaret qui s’observe avec une couleur marron foncé.

D’aprés notre recherche, nous suggérons une relation entre I'efficacité et la couleur de la

propolis. Les deux régions d’étude sont caractérisées par trois environnements différents,

agricole, pastorale et sylvicole (Andi ,2013 ; Ait Hammou et al, 2011). Ainsi, I’efficacité de

la propolis se différe d’une zone a une autre (Ferhoum, 2010).
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1.4. Analyse descriptive de développement de champignon

Nous avons obtenu les résultats dénombrement et pour comparer les résultats de cette
expérience nous effectuons le tableau des moyennes du développement d’Ascosphera apis en
termes de concentration du propolis dans les deux régions Tissemsilt et Tiaret. Les résultats

sont illustrés dans le tableau ci-dessous :

Tableau 8:analyse descriptive du développement d’ascosphera apis

origine géographique les doses Diametre A Diametre B
Témoin 8.83+0.38 8.36+0.35

Témoin+ éthanol 5.1+0.61 4.3+0.30

10ml/i 2.4+0.30 2.2+0.4
TISSEMSILT 15ml/I 2.23%+0.11 210.2

20ml/1 2+0.1 2 £0.1
25ml/l 2+ 0.23 2204

30ml/L 1.6+0.15 1.3+0.2
10ml/L 3+0.05 3+0.1
20ml/L 3+0.2 230
TIARET 40ml/L 21+0.1 2+0.3
80ml/L 1.4+0.3 1+0.2

120ml/L 0.7 £0.05 0.3+0.3

D’aprés le tableau 07, la longueur de diamétre de [/’ascosphera apis est de 2,4cm=0,30 et la
largeur est de 2,2cm+0,4 dans une dose premiere de 10ml pour la propolis de Tissemsilt et de
3cm £ 0,05 longueur et 3 cm+ 0,1 de largeur dans la méme dose pour la propolis de Tiaret.
Puis on a inscrit 2cm £ 0.1 de longueur et 2cm * 0.1 de largeur a Tissemsilt dans une dose de

20 ml, et 3cm + 0,2 de longueur, et 2,3 + 0 cm de largeur a Tiaret pour la méme dose.

Pour I’ensemble des disques, nous remarquons que le diametre de [’ascosphera apis
commence & diminuer a partir de la 3™ et 4°™ dose de 25 et 30 ml, donc on a inscrit 2cm +

0,23 et 1,6cm £ 0,15 de longueur et 2cm + 0,4, 1,3cm £ 0,2 de largeur dans la région de
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Tissemsilt. Par contre le diamétre de /’ascosphera apis de Tiaret ne diminua qu’a partir la
6 et 7°™ dose de 80-120 ml lorsqu’il atteint 1,4cm + 0,3 de longueur et 1cm + 0,2 de

largeur dans une dose de 80 ml, 0,7cm + 0,05 de longueur et 0,3cm + 0,3 de largeur dans une
dose de 120ml.

Tableau 9: le groupement des groupes homogene pour diameétres 1

Duncan groupement Moyenne Nb Traitement
A 8.8333 3 Témoin
A
A 8.8333 3 Témoin
B 5.0667 3 I'éthanol
B
B 5.0667 3 |'éthanol
C 2.9333 3 10 ml Tiaret
C
D C 2.6 3 20 ml Tiaret
D
10ml
D E 2.3667 3 Tissemsilt
D E
15 ml
D E 2.2333 3 Tissemsilt
D E
D E F 2.1 3 40 ml Tiaret
E F
20 ml
E F 2 3 Tissemsilt
E F
25ml
G E F 1.9333 3 Tissemsilt
G
30 ml
G F 1.5667 3 Tissemsilt
G
G 1.4 3 80ml Tiaret
H 0.6667 3 120 ml Tiaret

D'aprés ces résultats, le développement de champignon est hétérogene entre les deux
diametres estimés, ce qui nous confirme que la croissance (la diffusion) de ce champignon

n'est pas en cercle mais plutot se fait-en deux Diametre.
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1.5. Relation extrait-I’'efficacité d’éthanol

Nous avons trouvé, En utilisant un modéle linéaire généralisé, qu’il n'y a pas de déférence
significative entre les répétitions pour le Diametre 1 (valeur de F =1.08 ; DDL =2 ; N=0.3550)
et le Diametre 2 (valeur de F = 1.25 ; DDL =2 ; P=0.3026).

D'apres les résultats obtenus, la différence est tres hautement significative entre les différentes
doses appliquées (p< 0.001). Effectivement le test de Duncun-waller indique que le groupe B
est distinct et est représenté par le témoin appliquée en présence de I'éthanol. Ce groupe B est
différent par rapport le groupe A qui contient seulement le témoin sans y avoir de I'application

de solvant.

Nous avons choisi un produit naturel (propolis) dont nous avons préparé les extraits de ce
produit par utilisation de 1’éthanol (90%). Nous avons noté qu’il y avait une différence
significative entre les témoins seules et ceux de 1’éthanol, ce qui peut étre expliqué par
’activité biologique (antifongique et antibactérien) de 1’éthanol. Certain chercheures ont
utilisé la méme méthode (Ouattara et al, 2018) et qui ont trouvé que I’extrait éthanolique a
réduit a des degrés variables le développement des champignons testés. Autres chercheurs ont
utilisé de différentes méthodes par rapport la notre. La méthode d’extraction par 1’éther,
I’extrait aqueux (Bouharb et al, 2014) a donné une activité antibactérienne plus large par
rapport a I’extrait éthanolique. D’autres chercheurs (Zihiri et al, 2003, Traoré et al, 2012)
ont confirmé que ’efficacité de ’extrait éthanolique est 100 fois plus active par rapport a

’extrait aqueux chez les antifongiques et antibactérien.

1.6. Larelation entre l'efficacité et les doses

Le test non paramétrique de wilcoxon a été utilisé pour comparer les moyenne, nous avons
constaté que la différence est hautement significative entre les différentes doses pour le
Diametres 1 (KHi?2=39.67 ; DDL =11 ; P=0.0003). Les mémes résultats sont trouvés par
I'utilisation d'un modeéle linéaire généralisé (GLM), la différence est tres hautement
significative entre les doses appliquées pour le Diametre 1 (valeur de F = 231,88 ; DDL =11
P< 0.0001).

Le groupement des groupes homogéne, par le test de Duncan Waller, donne 8 groupes
distinctifs et 6 groupes intermédiaires. Le groupe A contint seulement le témoin. Le groupe B
est représenté par le témoin appliqué en présence de I'éthanol, le groupe C contient la Dose 10

ml Tiaret. Le groupe G est représenté par la Dose 80 ml de Tiaret. Enfin le groupe H qui
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contient la dose 120 ml de Tiaret Pour les groupes intermédiaire, nous avons le groupe DC,

qui est représenté par la dose de 1’éthanol. Pour le groupe DE on trouve les dose 10 et 15 ml
de Tissemsilt. Le groupe intermédiaire DEF contient la dose 40ml de Tiaret. Pour le groupe
EF, on trouve la Dose 20 ml de Tissemsilt. Le groupe DEF est représenté par la dose 25 ml de

Tissemsilt. Le groupe GF contient la dose 30 ml de Tissemsilt

Tableau 10: le groupement des groupes homogene pour diameétres 2

Duncan groupement Moyenne Nb Traitement
A 8.3667 3 Témoin
A
A 8.3667 3 Témoin
B 4.2667 3 I'éthanol
B
B 4.2667 3 I'éthanol
C 2.6 3 10 ml Tiaret
C
D C 2.3 3 20 ml Tiaret
D C
10ml
D C E 2.2 3 Tissemsilt
D E
15 ml
D F E 2 3 Tissemsilt
F E
20 ml
F E 1.8 3 Tissemsilt
F
25ml
G F 1.7 3 Tissemsilt
G F
G F 1.6 3 40ml Tiaret
G
30 ml/
G H 1.3 3 Tissemsilt
H
H 0.9 3 80ml Tiaret
/ 0.3 3 120 ml Tiaret
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Par I'utilisation de test non paramétrique de wilcoxon, utilis¢ pour comparer les
moyenne, nous avons constaté que la différence est hautement significative entre les
différentes doses pour le Diamétres 2 (KHi2=39.52 ; DDL =11 ; P=0.0002). Les mémes
résultats sont trouvés par l'utilisation d'un modeéle lineaire généralisé (GLM), la différence est
tres hautement significative entre les doses appliquées pour le Diamétre 2 (valeur F = 322,47 ;
DDL =11 ; P<0.001).

Le groupement des groupes homogene, par I’utilisation de test de Duncan Waller donne 9
groupes distinctifs et 6 groupes intermédiaires. Le groupe A contint seulement le témoin. Le
groupe B est représenté par le témoin appliqué en présence de I'éthanol. Le groupe C contient
la Dose 10 ml de Tiaret. Le groupe G est représenté par la Dose 80 ml de Tiaret. Le groupe H
qui contient la dose 120 ml de Tiaret. Finalement, le groupe | qui contient la dose 120 ml de
Tiaret. Pour les groupes intermédiaires, nous avons le groupe DC, qui est représenté par le
témoin appliqué en présence de 1’éthanol. Pour le groupe DCE on trouve la dose 10 ml de
Tissemsilt. Le groupe intermédiaire DFE contient la dose 15 ml de Tissemsilt. Pour le groupe
FE, on trouve la Dose 20 ml de Tissemsilt. Le groupe GF est représenté par la dose 25 ml de

Tissemsilt et la dose 40ml de Tiaret. Le groupe GH contient la dose 30 ml de Tissemsilt

Certains chercheurs (Lee, 2007) ont signalé que le concept de dose est important en médecine
clinique. Lors du traitement pharmacologique de nombreuses conditions, les médecins
commencent en général par prescrire une dose gu'ils estiment étre la dose efficace minimale.
Si le patient ne réagit pas, cette dose initiale pourra étre amenée par titrassions progressive
jusqu'a la dose maximale au-dela de laquelle les effets secondaires du médicament deviennent

inacceptables pour le traitement

1.7. La relation entre I’efficacité et origine géographique de
propolis
Nous avons observé que l'efficacité de propolis de Tissemsilt avec une dose de 20 ml
/litre est quasiment identique a celle observée pour une dose de 40ml / litre de propolis de
Tiaret (tableau 8) .Ainsi, la dose de 30ml/I de propolis Tissemsilt correspond a une dose de 80
ml / | de celle de Tiaret (tableau 8). Nous avons constaté une différence significative (valeur
F =5.65 ; DDL =1 ; P=0.0251) entre l'efficacité observé chez les propolis appartenant aux

deux régions d'étude, Tissemsilt et Tiaret
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Globalement les résultats obtenus nous font apparaitre une efficacité qui se différe entre les

différents extraits de propolis appartenant a différentes régions (Tissemsilt, Tiaret). Ce qui
peut étre expliqué par 1’origine botanique de la propolis utilisées. Les chercheurs (Bankova,
200 ; Chen et al, 2008) ont démontré que I’activité biologique de la propolis est influencée
par plusieurs facteurs ; & savoir 1’origine géographique, les facteurs écologiques notamment
climatiques (la température et I’humidité), ’espéce végétal elle-méme, le stade de la
croissance, la période, la méthode de la récolte, la méthode de séchage de partie utilisée de

plant, la saveur, I’odeur et la couleur.

Dans le méme ordre d’idée, (Laerte et al, 2019) ont prouvé que les effets et la force de ces
activités biologiques dépendent du profil chimique et de la composition de chaque type de
propolis. D’autres chercheurs ont signalé que l'efficacité se difféere selon la race d'abeille
(Ferhoum, 2010). D’autres notent que l'efficacité se differe selon la période et la méthode de
récolte (Guermah et al, 2021). Généralement, la récolte se fait de préférence par grattage
que par la méthode de grille (Krell, 1996). Ceci confirme notre hypothése, car la propolis de
Tissemsilt a été récoltée par le grattage et celle de Tiaret par la méthode de grille, et est donc

possible que la méthode de récolte de la propolis qui a fait la différence dans son efficacité.

1.8. L’efficacité de propolis par rapport ’éthanol

D’apres les résultats obtenus, on remarque que I’inhibition de la croissance par
I’extrait de propolis est plus importante par rapport a 1’éthanol indiquant que la propolis est
plus efficace par rapport 1’éthanol. Cependant, 1’éthanol montre également une activité
antifongique importante. Ce qui a été démontré par certains chercheurs (Habouche, 2018),
dont I’efficacité de 1’éthanol contre ascosphera apis était beaucoup moins importante que celle
des extraits végétaux. Egalement (Elisabeth, 2020) a confirmé que ’efficacité de propolis est
considérable contre les agents pathogeénes. Les études disponibles suggérent que la thérapie
nutritionnelle naturelle joue un r6le  important dans plusieurs maladies humaine, et
l'utilisation da la propolis par les abeilles domestiques peut étre considérée comme un
excellent exemple de ressource naturelle en. Au cours de la derniere décennie, une série
d'étude validées in vitro et in vivo ont démontré que la propolis a un large spectre d'actions
thérapeutiques en raison de ses propriétés antimicrobiennes, antivirales, antiparasitaires, anti
tumoral, immun modulatrice, anti-inflammatoire. Par exemple, la propolis et ses composants
ont potentiel de servir de thérapie comportement aire pour le cancer. Malgré le large effet de

la propolis dans divers systémes biologiques, certains chercheurs ont confirmé qu'il existe de
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nombreux extraits de plantes efficaces contre les champignons (Chaimanee et al, 2017).

Selon une expérience au laboratoire, trente-deux extraits de plantes a savoir romarin Salvia
rosmarinus, camphre Cinnamomum camphora, citronnelle Cymbopogon nardus.... est, ont été
sélectionnés pour cette étude sur la base de leur connaissance préalable des activités
antimicrobiennes. Pour inhiber la croissance mycélienne d’A. Apis (Krutmuang et al, 2020).
Selon d'autres chercheurs (Benkherara et al, 2013), il ressort que les huiles essentielles
possédent un fort pouvoir antibactérien sur les bactéries multi résistantes testées. Toutefois,
I’inhibition de la croissance varie en fonction de I’espéce bactérienne et de la concentration du
I’extrait volatil obtenu. Ce pouvoir antibactérien est di a la richesse des huiles essentielles en
substances inhibitrices. Il s’agit probablement des phénols qui sont doués d’une forte activité

antibactérienne.
1.9. Différence entre I’extrait de propolis et témoin

Pour les deux diametres, le témoin est représenté par un groupe distinctif, ce qui
signifie I'existence d'une efficacité des doses appliquées de la propolis par rapport le témoin.
Les mémes résultats sont déclarés par (Bagré et al, 2011).

1.10. Taux d’inhibition

Le taux d’inhibition de la croissance mycelienne est déterminé aprés 5 jours
d’incubation a 28°C, en utilisent la formule d’ Abbott (Motiejunaite et Peiculyie, 2004). Les
résultats obtenus sont illustrés dans la figure 33.

B Propolis de Tiaret

® Propolis de Tissemsilt

Figure 33 : taux d’inhibition de la région Tiaret et Tissemsilt
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Aprés le calcule de taux d'inhibitions de chaque propolis, nous avons dévoué une

différence trés hautement significative entre les déférentes doses pour les deux origines
géographique de propolis. En comparant les résultats des différentes doses appliquées par
rapport a celui du témoin (45.73%). Pour la propolis issue de la région de Tissemsilt, a partir
de la dose 30 ml nous avons remarqué une inhibition totale de la croissance. Les résultats de
cette étude montrent que 1’extrait qui présente 1’efficacité la plus élevé (83.33%) est celui de
Tissemsilt. Pour cette région, les taux d’inhibition se différent d’un extrait a un autre.
L’extrait de la dose 25 ml (78.90% ), suivi par I’extrait de la dose 20 ml (77.90%), ensuite
I’extrait de la dose 15 ml (75.40%). L’extrait de dose 10 ml posséde la plus faible efficacité
(73.44%). La propolis de cette région un effet remarquable pour l'ensemble des doses
étudiées. Pour la région de Tiaret, a partir de la dose 120ml nous avons remarqué une
inhibition totale de la croissance. Les résultats obtenus montrent que le meilleur extrait qui
représente 1’efficacité la plus élevée (94.37%), suivi par I’extrait de la dose 80 ml ( 86.62%),
puis I’extrait de la dose 40ml (78.50%), ensuite 1’extrait de la dose 20 ml (71.51% ). L’extrait
de dose 10 ml posséde la plus faible efficacité (67.82%). la propolis de cette région un effet
remarquable pour I'ensemble des doses étudiées. Les résultats du tableau 9 indiquent une

différence dans I’effet de propolis en comparant celui de Tissemsilt avec celui de Tiaret.
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Conclusion et perspectives

Cette approche choisie nous a permis d’étudier I’impact de la propolis issues de
différentes régions sur la principale maladie fongique d’abeille en Algérie. Elle nous a permis
d’apercevoir des généralités sur [’ascosphera apis. 1l existe plusieurs méthodes de diagnostic
des infections fongiques. Le diagnostic d’infection fongique est la méthode de certitude de
diagnostic car il permet I’isolement et 1’identification directe de 1’agent (champignon)
responsable. 1l se déroule en plusieurs étapes importantes, qui se sont basé sur I’examen

microscopique et macroscopique.

I1 est primordial de rechercher d’autres facteurs qui menacent réellement la survie de 1’abeille
locale. Par ailleurs, les traitements chimiques ne sont pas recommandés en Algérie. Cela est
bénéfique pour les apiculteurs et I’abeille elle-méme. En produisant du miel de meilleure
qualité sans résidu des produits chimiques. Dans le méme ordre d’idées, il est fondamental
d’utiliser des bonnes pratiques apicoles et utilisé les produit naturel pour lutter contre les

maladies.

Dans le domaine de la recherche biologique, beaucoup d'efforts ont été realisés ces
dernieres années pour la recherche de nouveaux traitements a base de plantes, I'étude de leurs
¢léments d'efficacité et la compréhension de leur mode d'action . Et notre L’étude que nous

avons effectuée rentre dans le contexte de valorisation de 1’un des produits de la ruche

(propolis).

Notre étude de I’activité antifongique des échantillons de la propolis ont montré que 1’effet
des extraits de la propolis dépend de I’origine géographique et de la méthode d’extraction
utilisée, dont nous avons démontré que les extraits de propolis de Tissemsilt est considérés
comme les plus puissants par rapport aux extraits de propolis de Tiaret. Aussi, nous avons

confirmé que les extraits éthanoliques ont une activité antifongique plus importante.

L’étude de D’activité antifongique des extraits des propolis étudiées a prouvé qu’ils sont
efficaces et inhibiteurs de la croissance de champignon A. apis. Ce qui nous incite a proposer
I’extrait de propolis comme un agent inhibiteur ou médiateur avec des medicaments
antifongiques. Pour un projet de la fabrication d'un traitement efficace a base de propolis
contre l'ascosphera apis, une étude qui porte sur le test de différentes concentrations est

primordiale afin de déterminer avec précision les doses létales et les doses d’inhibitions.
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Summary

Ascosphera apis is one of the most dangerous diseases for honey bees, Apis melliferae. It causes a significant reduction in brood and honey
production, resulting in economic loss in beekeeping. In the present study, the pathogenic fungus was isolated from infected larvae. And The
present study aims to evaluate the antifungal activity of ethanolic extract of Algerian propolis specific to two wilaya (Tissemsilt, Tiaret),
propolis was extracted using ethanol 90%, The antifungal activity was evaluated in equivalence with the diameters of inhibition zones
measured in cm for diffusion on the culture medium, After incubation at 28 ° C for 5 days significant differences were observed between the
two extracts propolis Tissemsilt and Tiaret, From the results obtained, it is noted that the inhibition of growth extract propolis is more
important compared to ethanol. While, the diameter of the ascosphera apis begins to decrease from the 4th dose of 30 ml, so we recorded
1.6cm £ 0.15 length 1.3cm + 0, 2 of width in the region of Tissemsilt on the other hand the diameter of the ascosphera apis with propolis of
Tiaret decreased only to the 6th and 7th dose of 80-120 ml when it reaches 1.4cm + 0.3 of length and 1cm + 0.2 of width in a dose of 80 ml,
0.7cm + 0.05 of length and 0.3cm + 0.3 of width in a dose of 120 ml. The observations are revealed that on the effectiveness of the propolis
extract and the dose in the inhibition of mycelial growth of ascosphera apis, we notice that there is a difference between the effectiveness of
propolis of two geographical origin between Tissemsilt and Tiaret Where we concluded that the propolis of the wilaya Tissemsilt is more
effective. This difference is due perhaps to the area of resin collection, or the method of harvesting or the season or the race of the bee ... ect.

Keywords : propolis - antifungal activities - ascosphaera apis - bee

Résumé

Ascosphera apis est I'une des maladies les plus dangereuses pour les abeilles domestiques, Apis mellifere. Elle provoque une réduction
significative de la production de couvain et de miel, entrainant ainsi une perte économique dans I'apiculture. Dans la présente étude, le
champignon pathogéne a été isolé a partir de larves infectées. Et La présente étude vise a évaluer I’ activité antifongique de ’extrait
éthanolique de propolis Algérienne propre a deux wilaya (Tissemsilt ,Tiaret ) , la propolis a été extraite a 1’aide d’éthanol 90%, L’activité
antifongique a été évaluée en équivalence avec les diamétres de zones d’inhibition mesurée en cm pour la diffusion sur le milieu culture
,aprés incubation a 28 °C pendant 5jours Des différences significatives ont été observées entre les deux extraits propolis de Tissemsilt et
Tiaret, D’aprés les résultats obtenus, on remarque que I’inhibition de la croissance extrait de propolis est plus importante par rapport a
I’éthanol. Alors que, le diamétre de /’ascosphera apis commence a diminuer a partir 4éme dose de 30 ml, donc on a inscrit 1,6cm + 0,15
de longueur 1,3cm + 0,2 de large dans la région de Tissemsilt par contre le diamétre de 1’ascosphera apis avec le propolis de Tiaret ne
diminua qu’a la 6éme et 7éme dose de 80-120 ml quand il atteint 1,4cm * 0,3 de longueur et 1cm + 0,2 de largeur dans une dose de 80 ml,
0,7cm = 0,05 de longueur et 0,3cm £ 0,3 de largeur dans une dose de 120 ml. Les observations sont révélées que sur I’efficacité de ’extrait
propolis et la dose dans I’inhibition de la croissance mycélienne d’ascosphera apis, on remarque qu’il ya une différence entre l'efficacité de
propolis de deux origine géographiques entre Tissemsilt et Tiaret Ou nous avons conclu que la propolis de la wilaya Tissemsilt est plus
efficace. Cette différence est due peut étre a la zone de la collecte résine, ou la méthode de la récole ou la saison ou bien la race de I’abeille

.. ect. Mots-clés : propolis — activités antifongique — ascosphaera apis — I’abeille



