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CHAPITRE III

L’ANTIBIOTIQUE DES POLLENS
RÉCOLTES PAR APIS MELLIFICA L.

A. - Généralités.

1° Récolte et utilisation.

Pour récolter le pollen, l’abeille doit confectionner des pelotes qu’elle
transporte dans les corbeilles des pattes et cette opération nécessite

l’agglutination de grains de pollen grâce à l’addition de sécrétions sali-
vaires et d’une certaine quantité de nectar ou de miel. Nous verrons par
la suite l’importance de cette addition de substances vis-à-vis du sujet
qui nous préoccupe. ToDD et BRETHERICK (1942) ont montré que le

pollen récolté par les abeilles contenait plus de sucres que le pollen des
mêmes plantes récolté à la main. Dans les pelotes de pollen, le taux en
sucres réducteurs peut atteindre de 20 à 40 p. 100 du poids sec, tandis que
le pollen récolté à la main ne dépasse pas 7,5 p. 100. Déjà PAIZKER (1926)
avait signalé que les abeilles récoltant des pollens faisaient avant leur
départ de la ruche une provision de miel dui correspond à la moitié du
volume du proventricule.

Le pollen est l’aliment Plastique de la ruche, il a une grande impor-
tance non seulement sur le développement du couvain, mais également
sur la durée de vie chez l’adulte. On peut dire que la quantité et la qualité



de sa récolte, seule nourriture azotée dans la ruche, règle en grande
partie le développement de la colonie. D’après LOUVEAUX (1958), une
récolte de a5 kilogrammes par an et par ruche constitue la ration moyenne,
mais des écarts très importants existent d’une colonie à une autre. Cet
auteur précise également son rôle essentiel dans l’état physiologique
du groupe d’abeilles pris dans son ensemble. I,’abeille choisit les pollens
dans son rayon de butinage et ne visite qu’un nombre de plantes réduit
(SYNGE, 1947). De nombreux auteurs (cités par LOUVEAUX, 1958) ont
étudié la composition chimique des pollens. Celle-ci est très variable
et il est certain que de nombreux pollens ont des valeurs biologiques très
inégales. Par exemple on sait que les pollens de conifères étudiés par
M,<uRi2io (1954) sont de faible valeur biologique, peu recherchés par les
abeilles et butinés seulement en cas de disette. On admet qu’un mélange
de pollens variés apporte azzx abeilles tous les éléments nécessaires à

leur dévelo!!ement (acides aminés et protéines, lipides, vitamines,
oligoéléments). Je montrerai d’ailleurs qu’au point de vue de l’antibio-
tique, les pollens récoltés par les abeilles ne contiennent pas tous

une substance antibiotique et, lorsqu’elle existe, son activité est très

variable. Mais dczns un mélange de Pollens variés récoltés Par les

abeilles, il est toujours possible d’extraire zz!z anti biotique d’activité à peu
près constante. Nous allons maintenant essayer de trouver dans la biblio-
graphie les travaux préliminaires qui ont mis à jour l’activité antibacté-
rienne des pollens récoltés par les abeilles.

20 Travaux antérieurs

concernant l’activité antibactérienne du pollen.

!’!%xiT! (igo6), dans ses recherches sur la flore bactérienne de la
ruche, fut le premier à étudier la flore bactérienne trouvée dans le pollen
récolté par les abeilles. I,e protocole des expériences ne précise pas s’il
s’agit de pelotes de pollen recueillies à l’entrée des butineuses ou de
pollen stocké dans les cellules. Cependant, d’après la date et l’ensemble
du travail, je suppose qu’il s’agit de pollen emmagasiné. L’auteur précise
que le nombre d’espèces bactériennes qu’on y rencontre est très petit et
même plus faible que pour les espèces trouvées sur les rayons de cire.

Il retrouve souvent un bacille appelé Bacillus B qui est présent également
dans l’intestin de l’abeille adulte. Il a noté encore quelques espèces bac-
tériennes, mais dont la présence est seulement occasionnelle. Nous essaie-
rons de voir par la suite les rapports possibles de cette bactérie avec la
maturation du pollen stocké dans les rayons.

D’autre part, si nous considérons les nombreux travaux se rappor-
tant à la nutrition de Gallevia mellonella, on peut se demander si l’immu-
nité de la chenille vis-à-vis du bacille de Koch n’est pas due en partie à



l’ingestion de pollen. Les chenilles de la fausse teigne se nourrissent de
cire, mais également d’une grande quantité de matière azotée (pollen,
exuvies de larves d’abeilles, etc.). Dans l’intestin la présence de lipase
et d’une protéase confirme ce mode d’alimentation (Ro1·, 1937). Ces
insectes nourris avec de la cire pure sont incapables de boucler leur cycle
normal, mais d’autre part un régime privé de cire est insuffisant pour le

développement de la larve. Toutes ces expériences montrent la nécessite
des deux substances pour le développement de Gczllevia mellonella.

Nous avions émis l’hypothèse dans le chapitre précédent que la dégra-
dation de la cire dans l’intestin de la larve pouvait libérer un antibiotique
actif sur le bacille de Koch. On peut se demander si l’action d’un anti-

biotique présent dans le pollen des ruches n’entre pas également en
jeu. Nous avons vu également que le pollen est présent en quantité
non négligeable dans la cire des rayons.

SMITH, BECK et ANDERSON (1949) ont étudié dans le pollen une
substance accélératrice de la sfioi,1<laiio>i chez Bacillus larvae. Ce facteur

est hydrosoluble et thermostable. L’extrait aqueux était obtenu de la
manière suivante : broyage au mortier avec de l’eau distillée pendant
20 minutes, agitation, filtration sur Büchner. La liqueur était additionnée
au milieu de culture et le pH ajusté à 6,8-7 avec de la soude puis le tout stéri-
lisé à 1200 pendant 15 minutes. Les résultats obtenus sont les suivants :

Les spores augmentent dans les milieux de culture si la quantité
d’extrait de pollen augmente.

2 p. 100 de pollen est le pourcentage optima pour la sporulation.
Si l’on ajoute plus de 3 p. 100 d’extrait, l’inhibition du bacille est

totale. Ces résultats sont à rapprocher des observations faites par certains
apiculteurs dans leurs ruchers. Il est en effet bien connu et vérifié que les
maladies du couvain peuvent régresser ou même disparaître simplement
par le début d’une miellée subite ou par une récolte massive d’un nouveau

pollen sur une plante qui arrive à sa période de floraison. I,e résultat est
encore plus net si l’on déplace les colonies d’une miellée à une autre lors
de la transhumance. Le changement de flore et de récolte suffit bien souvent
à atténuer et même annuler l’effet de la maladie, principalement en ce
qui concerne la loque européenne. Je montrerai par la suite dans

quelle mesure le facteur alimentaire peut jouer un rôle dans la guérison
du couvain malade.

Il faut attendre I g52 pour voir des chercheurs s’intéresser à nouveau
à la substance bactériostatique du pollen sur des bactéries autres que
Bacillus alvei ou Bacillus larvae. CHAUVIN, DEFROMONT, LOUVEAUX
et VERGÉ s’aperçoivent au cours d’expériences sur l’action des pollens
dans la nutrition des mammifères que les excréments des animaux traités
au pollen contiennent peu de bactéries. Si des souris reçoivent un régime
standard additionné d’un extrait éthéropétrolique de pollen les résultats



sont moins nets : il existe une flore bactérienne non négligeable dans les
excréta, mais celle-ci est moins abondante que dans les excréments des
souris témoins sur aliment standard. Ces auteurs ont trouvé également que
l’ensemencement d’Escherz’chia coli, sur un milieu au pollen entier plus
gélose, ne donnait pas de résultat. Leur conclusion est que le pollen ren-
ferme une substance retardatrice de la croissance des bactéries de la flore
intestinale de la souris. Cette substance est très efficace sur Escheyichia coli,
au contraire, ils n’ont pas trouvé d’action antibactérienne sur Bacillus alvei.

A la suite de ces essais préliminaires encourageants, j’ai continué
ces travaux en collaboration avec D!FRO!rowT (résultats non publiés).
Nous avons mis en évidence l’action du pollen sur l’accélération de la

sporulation clzez Bacillus megatheyium et Bacillus subtilis. Avec un pour-
centage de i p. 100 de pollen dans un milieu liquide après q heures le
Bacillus naegatheyium commence à sporuler, tandis que les témoins pré-
sentent seulement des formes végétatives. I,’aspect du voile bactérien subit
également des modifications macroscopiques. D’autre part, le pollen ne
doit pas être épuisé par l’éther avant l’alcool, car les extraits alcooliques
sont alors dépourvus d’activité.

Ces recherches furent reprises pendant plusieurs années par CHAUVIN
et LA VIE. publiées en z956 et 19i8 puis complétées. Nous allons les exa-
miner :

B. - Travaux pcrsonncts.

10 Matériel et méthodes.

Les échantillons sont prélevés de diverses manières selon qu’il s’agit
du pollen récolté sur la plante, des pelotes récoltées par les abeilles

ou du pollen stocké dans les rayons. Les pollens pulvérulents sont ra-
massés à la main soit en secouant les rameaux fleuris sur des écrans

disposés pour cet usage, soit en plaçant des rameaux dans des vases au
laboratoire, et en récupérant le pollen qui tombe, au cours de leur flo-
raison. Le pollen en pelote est récolté dans les pièges à pollen à l’entrée
des ruches; il en tombe des quantités très appréciables dans un tiroir que l’on
retire de temps à autre. Après détermination de l’origine botanique, ce
pollen est extrait soit immédiatement soit conservé à différentes tempéra-
tures pendant un temps donné (notamment pour les essais sur le vieillis-
sement) . I,e pollen emmagasiné dans les rayons est récolté cellule par cellule
avec une aiguille lancéolée en évitant de le souiller de miel ou de cire.
Cette opération est facile, le pollen étant assez souvent groupé dans
les mêmes zones de la ruche. On peut également établir le spectre polli-
nique de ces prélèvements. La technique de conservation est la même
que pour le pollen en pelote.



I,’extraction des substances antibiotiques du pollen est pratiquée de
différentes manières. J’ai déjà signalé dans la première partie de ce

chapitre qu’une extraction par l’éther avant l’alcool ne donnait pas de
bons résultats. I,’antibiotique passe dans l’éther, mais on extrait en
même temps beaucoup de lipides, qui rendent difficile et parfois impossible
l’incorporation de l’extrait au milieu de culture. Au contraire, les extraits
alcooliques et les extraits aqueux sont d’emploi très facile et permettent
d’obtenir des résultats réguliers. Il suffit d’un quart d’heure d’ébullition
à reflux pour arracher au pollen la quasi totalité de ses principes anti-

biotiques. I,’extraction à froid est également possible. J’ai d’ailleurs com-
paré l’extraction alcoolique à froid, par broyage dans un mortier et
l’extraction alcoolique à chaud au soxhlet pendant 3 heures. I,es résultats

consignés sur la figure 25 donnent la différence d’activité de ces deux
extraits de pollen en pelotes sur Bacillus subtilis souche Caron et Proteus
vulgaris. Nous pouvons remarquer que l’extrait alcoolique à froid est
beaucoup moins efficace que l’extrait alcoolique à chaud. I,’extraction
par l’eau froide peut être aussi utilisée, mais la macération doit se prolon-
ger douze heures au réfrigérateur. De toute manière, bien que cette der-
nière méthode soit intéressante dans certains cas (pollen en cellules),
l’extraction par l’alcool à chaud est bien préférable. Après filtration au



Büchner, les liqueurs sont évaporées et reprises par l’eau avant d’être
additionnées aux milieux de culture.

Qu’on ait employé pour l’extraction l’alcool ou l’eau, les liqueurs
finales en milieu aqueux ont la même apparence et une couleur d’un

jaune rougeâtre. Ces substances sont stables et se modifient peu à l’abri
de la lumière et au réfrigérateur. Elles sont thermostables et résistent

à l’autoclavage à 1200 pendant 30 minutes. Le pH des extraits est très
acide, mais ceux-ci gardent leur valeur antibiotique après neutralisation.
A des concentrations trop élevées dans le milieu gélosé, les extraits de
pollens empêchent la solidification du milieu et gênent l’interprétation
des résultats.

SMITH, BECK et ANDERSON avaient extrait comme nous l’avons vu le
facteur de sporulation de Bacillus larvae par l’eau. Ils ont montré égale-
ment que l’extrait éthéré avait la même efficacité et que la substance de

sporulation pouvait être enlevée par l’éther de sa solution aqueuse.
En ce qui me concerne, j’ai pratiqué l’épreuve des souches micro-

biennes par la méthode de la dilution ; le calcul des unités a été effectué
comme précédemment.

2° Résultats obtenus avec le pollen en pelotes
récolté dans les trappes à pollens.

a) ACTION ANTIBIOTIQUE D’EXTRAITS DE POLLENS MÉLANGÉS D’ORI-
GINE BOTANIQUE VARIÉE.

Les mélanges de pollens sont toujours actifs sur les 30 souches

bactériennes du tableau I. L’action de l’extrait du pollen en pelote vis-à-
vis de 28 souches est consignée sur le tableau XI. J’ai essayé également
l’antibiotique des pollens sur Bacillus larvae et Bacillus alvei ; ces deux
bactéries sont inhibées, principalement Bacillus alvei. Nous verrons au
chapitre VII ce qu’il faut penser de cette action sur les agents des maladies
des abeilles.

Si l’on analyse le tableau XI on remarque aussi l’intense activité en
ce qui concerne certaines souches de Proteus et de Salmonella. L’activité
est très forte également sur les différentes souches d’Escherichia coli,
plus même que le tableau ne la laisserait supposer, car ma méthode

d’épreuves n’était pas très précise, puisqu’elle allait seulement du simple
au double, et dans le cas des Escheyiclaia les concentrations limites ont été
très sévèrement évaluées (la culture bactérienne était encore très peu

développée à la dilution double de la limite prise comme base des calculs
dans le cas des Eschevichia).

J’ai porté également des résultats sur un graphique (figure 26)
pour comparer l’activité de l’extrait du pollen à l’extrait d’abeille sur



i3 souches bactériennes. Toutes les valeurs sont calculées d’après l’étalon
U = 10 pour Bacillus subtilis souche Caron aussi bien pour un extrait

que pour l’autre. On remarque que les deux antibiotiques ont des traits
communs, par exemple :

Activité très grande sur Salmonella gallinarum, Proteus vul-

gans.
Activité à peu près de la même valeur que sur Bacillus subtilis pour



les souches : Salmonella type Dublin, plusieurs Eschericlzia, Pseudomonas
pyocyanea et Bacillus larvae.

Des différences notables sur les bactéries suivantes : Escherichia coli
Bordet et Bacillus alvei.

En conclusion, je puis dire que les deux antibiotiques sont actifs
sur les mêmes souches bactériennes (30 souches), mais très différents du
point de vue quantitatif. Ils se ressemblent beaucoup par leur grande
activité sur Salmonella gallinarum n° 38 et sur Proteus vulgaris. Cepen-
dant, l’essai sur Bacillus alvei montre une inversion des courbes, l’extrait
de pollen étant deux fois moins actif que celui de l’abeille. Il ne s’agit
donc pas de la même substance antibiotique ou du même mélange d’anti-
biotiques.

D’autre part, si l’on considère l’activité de l’extrait de pollen et ceux
de la propolis et de la cire ou du miel, il apparaît de très grandes différences
et l’antibiotique du pollen est de loin le plus intéressant sur de nombreuses
souches bactériennes (voir figure 27).

J’ai également exécuté des essais par les méthodes plus classiques
de la diffusion, à l’aide de disques imbibés d’antibiotique et déposés sur
des plaques de gélose ensemencées. Les résultats sont assez satisfaisants
et les auréoles d’inhibition nettes. Je n’ai pas toujours appliqué cette
technique, car bien souvent, et principalement au début de mes recherches
mes liqueurs d’extraction insuffisamment purifiées étaient souillées de
dérivés résineux ou lipidiques qui gênaient la diffusion dans le milieu
et l’interprétation des résultats.

b) ACTION ANTIBIOTIQUE D’EXTRAITS DE POLLENS D’UNE SEULE
ESPÈCE.

Je viens de montrer qu’un mélange de divers pollens est toujours
actif dans les épreuves auxquelles je les ai soumis. Nous allons voir qu’il
n’en est pas de même si l’on trie les pelotes de pollen et que l’on essaye les
pollens de plantes variées séparément ; ceux-ci manifestent une action
antibiotique bien différente, de l’un à l’autre. Les essais ont porté sur
13 pollens récoltés par les abeilles. 20 grammes de pollens purs étaient
extraits par 50 cm3 d’alcool absolu à ébullition à reflux pendant z/! d’heure e
Le tout est ensuite filtré au Büchner, repris par 5o cnt3 d’alcool absolu

bouillant, filtré à nouveau, évaporé au bain-marie et repris par 10 cnt3

d’eau. 1; extrait en milieu aqueux est essayé par la méthode dt la dilution.
Les résultats obtenus sont reportés dans le tableau XII. Les extraits

de pollens n’ont pas tous la même activité ; certains sont très riches en
substances antibiotiques, par exemple le pollen de maïs, de châtaignier, de
pissenlit, de trèfle ittcayttat. D’autres pollens ont une activité moyenne ou
faible tels que le pollen de ciste et d’Erica arborea. Enfin, certains en sont
dépourvus totalement : colza, prunus (mélanges divers), lierre, coquelicot.





Que faut-il déduire de ces résultats?
Tout d’abord dans le pollen en mélange trouvé dans les trappes

placées sur les ruches, il existe toujours une substance antibiotique. On
peut supposer que les abeilles font un choix dans leur récolte. I,OUVFAUX

(1958) a montré que ce choix existait en ce qui concerne la valeur alimen-
taire et que les ouvrières récoltaient en fonction des besoins physiologiques
de la colonie. Je pense que ce choix existe également en ce qui concerne
la valeur antibiotique des pollens mais peut-être est-ce simplement un
résultat statistique tenant à ce que les plantes à antibiotique sont en
moyenne assez fréquentes.

Il est difficile d’attribuer au pH des extraits leur action antibac-
térienne. En effet, le tableau XII nous montre qu’il n’y a pas de relation
simple entre ces deux facteurs. Par exemple, l’extrait de trèfle incarnat,
pH-5 est antibiotique, alors que le trèfle blanc, pH-3,5 ne l’est pas. D’autre

part, la neutralisation des liqueurs n’amène pas de différence dans les
résultats obtenus. Nous ne trouvons pas de relation non plus suivant qu’il
s’agit d’une famille botanique ou d’une autre, de plantes arbustives ou
de plantes herbacées, de floraisons printanières ou plus tardives. Il n’y
a pas non plus de rapport entre le poids du résidu sec et brut obtenu pour
i gramme de pollen et le nombre d’unités antibiotiques présentes. Par
exemple, le résidu sec obtenu avec le pollen d’Erica ayboyea est très
important (les 3/q du poids initial) et l’activité antibiotique est

extrêmement faible.

Actuellement, je tends à penser que les substances antibiotiques sont
voisines dans les divers pollens et que nous avons affaire simplement à des
différences quantitatives.



c) COMPARAISON ENTRE I,!1 VALEUR ANTIBIOTIQUE DU POLLEN

1,,ÉCOLTÉ PAR LES ABEILLES ET DU POLLEN R!COI,TÉ A LA MAIN.

La substance antibiotique vient-elle des abeilles? C’est la question que
je me suis posée après les résultats obtenus avec les pollens récoltés dans
les tiroirs des pièges à pollens. En effet, nous avons vu dans les généralités
que les abeilles lors de la récolte du pollen en agglutinent les grains à
l’aide d’une régurgitation gastrique, et l’on n’ignore pas qu’elles y ajoutent
ainsi diverses substances, des sucres et des diastases en particulier. On
peut se demander alors si les principes antibiotiques ne proviennent pas,
en tout ou en partie, des ouvrières et non du pollen. A vrai dire, une telle
hypothèse est rendue improbable du fait des très grandes différences de

pouvoir antibiotique des différents pollens en pelotes. Il faudrait supposer,
fort arbitrairement, que les abeilles régurgitent plus ou moins de substance
antibiotique suivant l’espèce de pollen ou même n’en régurgitent pas du
tout, puisque certains sont privés de tout pouvoir antibiotique. Mais il

est possible de récolter certains pollens en quantité suffisante sur les

plantes elles-mêmes, sans l’aide des abeilles. C’est le cas des pollens de
conifères, de Corylus avellanea et églement de Zea Mays. J’ai comparé
le pollen de Coyylus récolté à la main et celui qui est récolté par les
abeilles; ce dernier est plus actif que le pollen récolté à la main, mais je ne
dispose pas de mesures précises. Au contraire, j’ai étudié d’une manière
approfondie le pollen de maïs. Or le pollen récolté à la main contient moins



d’unités antibiotiques que le pollen des trappes. I,a figure 28 montre la
différence dans l’épreuve sur Bacillus subtilis, dans ce cas l’action du

pollen récolté à la main est 5 à 6 fois Plus faible que l’action antibiotique
du pollen en pelotes. ToDD et Brt!TII!RICK (ig42), ont montré également
que le pollen des trappes était toujours plus actif biologiquement sur
l’abeille que le pollen récolté à la main. Je pense donc que si le pollen
recèle des antibiotiques, ceux-ci doivent être complétés par l’action

des substances que l’abeille y ajoute et il est possible également qu’ils y
soient modifiés ou démasqués.

30 Résultats obtenus avec les extraits de pollen
emmagasinés dans les cellules.

a) ACTION DU POLLEN STOCKÉ.

Le pollen stocké dans les rayons à l’intérieuv de la ruche et prélevé
comme je l’ai expliqué plus haut donne des extraits qui sont toujours plus
actifs (même neutralisés) que le pollen en pelote venant d’être récolté

Ces résultats ont été vérifiés sur un grand nombre de souches bactériennes.
L’activité dac pollen d’une même ruche (et à l’intérieur de celle-ci) non
seulement se maintient, mais s’accroît en fonction du temps. La figure 2g
résume les mesures en ce qui concerne l’épreuve sur Bacillus subtilis.

(Il s’agit là de pollens variés et non d’un pollen bien déterminé.) Or nous
savons d’après 5vosoDa (1940) et HiTCHCooCK (1956) que le pollen stocké
dans les cellules subit une fermentation lactique. Cependant nous sommes,
encore mal renseignés sur l’importance et le processus de cette fermenta-



tion. Il se produit également dans le pollen des phénomènes d’hydrolyse.
Enfin, nous avons déjà vu que le pollen stocké dans la ruche perd son
pouvoir germinatif. On peut alors admettre que l’addz’tioza de plusieurs
substances en quantité variable ou les fermentations renforcent la valeuv anti-
bactérienne des pollens. Il faut noter aussi que WHITE (igo6) a isolé de
l’intestin de l’abeille et du pollen de rayons une même bactérie le Bacillus
« B » que l’on trouve fréquemment et qui participe peut-être aux fer-

mentations.

b) COMPARAISON DE L’ACTIVITE DU POLLEN STOCKÉ ET DU POLLEN
EN PELOTES (SUR UNE SEULE ESPÈCE DE POLLEN).

J’ai comparé l’action d’un même pollen, celui de Castanea vulgaris,
suivant qu’il est récolté dans les trappes à pollen et frais ou qu’il est
stocké dans la ruche depuis une huitaine de jours. J’ai choisi ce pollen à

cause de son action antibiotique assez nette, de la possibilité de le récolter
en quantité suffisante et de sa détermination facile. Il a été recueilli
sur la même ruche au moment de la floraison du châtaignier. J’ai essayé
les extraits alcooliques de ces échantillons sur trois souches bactériennes,
Bacillus subtilis, Prateus 7!ulgaris, et Bacillus alvei. La figure 30 montrel’activité des deux extraits sur ces bactéries. On remarque que les sub-l’activité des deux extraits sur ces bactéries. On remarque que les sub-

stances antibiotiques sont toujours plus actives dans le pollen stocké à
l’intérieur de la ruche bien que celui-ci ne soit entreposé que depuis
quelques jours. l,a différence est particulièrement très nette pour Proieits
vnlgavis. En ce qui concerne Bacillus sllbtilis, les chiffres sont pratique-



ment les mêmes, mais dans d’autres expériences répétées avec des pollens
en mélange, j’ai souvent trouvé des valeurs supérieures pour les pollens
stockés et jamais celles-ci n’ont été inférieures à la valeur du pollen des
trappes.

Il est donc certain que le pollen de la Plante, f!u2’s récolté par l’abeille
et enfin ensilé dans la ruche montre une activité antibiotiqaie de Plus en
Plus marq2iée.

4° Vieillissement et évolution des substances antibiotiques présentes
dans les pollens récoltés par l’abeille et conservés à différentes

températures au laboratoire.

a) CONSERVATION A TEMPÉRATURE ORDINAIRE.

L’extraction d’un lot de pollens variés récoltés à la trappe à pollen
et consevvé 9 mois sans précautions spéciales et à la température du labo-
ratol»re à Montfavet m’a montré que l’antibiotique obtenu était Plus
actif, et de loin, que la moyenne des substances présentes dans les pollens
en pelote venant d’être récoltés. Des expériences complémentaires ont
toujours confirmé ces résultats, l’antibiotique est de plus en plus actif
au cours du vieillissement du pollen à température ordinaire.

b) CONSERVATION ALT FROID.

Après toute une série d’expériences préliminaires, j’ai voulu savoir si
les facteurs antibiotiques présents dans les pollens se modifiaient encore
à des températures assez basses.

J’ai choisi pour ces essais le pollen de Castanea vulgaris d’une

part en pelote et de l’autre stocké en rayons.
1° Du pollen de châtaignier est prélevé dans des trappes disposées

à l’entrée de la ruche dès que les abeilles viennent de l’abandonner. Ce

pollen est immédiatement placé et conservé à -35!C, afin de bloquer
toutes les transformations biochimiques possibles. Si l’on soumet ce

pollen à l’extraction alcoolique (même 4 à mois plus tard) en vue de
mesurer son pouvoir antibiotique sur Bacillus subtilis, et Proteus vulgayis,
on s’aperçoit qu’il ne contient que peu d’Unités actives (1,68 pour su.btilis
et 2,52 pour Proteus). Ce pollen n’a Pratiquement pas évolué à -35!C.
Le tableau XIII montre ces résultats et ceux obtenus avec le même pollen
conservé ensuite 20 jours et 6o jours à -!- 1°C. Ces expériences m’ont per-
mis de constater que même à o° le Pollen en pelote évolue et que son facteur
antibiotique augmente d’activité en fonction du temps.

2° Du pollen de châtaignier est prélevé dans les rayons de la même
ruche que précédemment, c’est-à-dire qu’il est stocké dans les cellules
depuis quelques jours. Ce pollen est immédiatement Placé et conservé à
&mdash;35°C ait réfrigérateur (comme pour le pollen en pelote et pendant q à



5 mois). Le tableau XIV donne les résultats obtenus sous le rapport de
l’activité antibiotique selon que ce pollen vient de sortir du réfrigérateur
à -35°C ou qu’il a séjourné ensuite 20 à 60 jours à o°C. On s’aperçoit
que l’activité antibiotique du pollen stocké croît en fonction du temps,
même à o°, comme pour le pollen en pelote, mais moins va!idenzerat que
celui-ci. D’autre part, dès la sortie du réfrigérateur à -3j°, le pollen en
rayon est déjà beaucoup plus actif que le pollen en pelote placé dans
les mêmes conditions (tableaux XIII et XI!’). Ce dernier fait est sans
doute dû à la maturation préalable subie par le pollen en rayons pendant
les quelques jours où il a séjourné dans la ruche avant sa conservation
à -35°.

c) CONCLUSION.

I,’augmentation de la valeur antibiotique s’observe pendant plusieurs
mois dans la ruche ou au laboratoire dans des conditions artificielles.

Mais le processus est fonction de la température et s’accélève quand elle

augmente. Il est possible, aux environs de -3!°C, d’empêcher l’évolution
et le vieillissement des pollens.

Cet ensemble de changements qui intervient dans la conservation
du pollen dans la ruche est certainement dû, comme nous l’avons déjà



exposé ci-dessus, à des transformations biochimiques telles que, hydro-
lyse, oxydation, fermentation, etc. Il est possible que cette augmentation
soit due en partie à l’accroissement considérable et bien connu du taux
d’acide lactique dans les pollens au cours du stockage, surtout s’ils ont
été conservés dans les rayons. D’ailleurs, au point de vue de l’activité

sur les ovaires des ouvrières, PAIN (1050) a montré que des pollens récoltés
et non stockés dans les rayons n’ont pas la même action que ceux qui ont
été emmagasinés dans les cellules à l’intérieur de la ruche.

On peut admettre également, dans certains cas, l’action de cham-
pignons qui se développent dans les cellules à pollen et peuvent modifier
la valeur antibiotique du produit.

50 Fractionnement de la substance antibiotique du pollen.

Les extraits alcooliques repris par l’eau ont tout d’abord été centri-
fugés à 2 200 tours minute pendant 10 minutes pour éliminer le précipité.
Il se trouve que le culot de centrifugation repris par l’eau ou l’alcool est
totalement inactif. D’autre part, l’extrait filtré, mais non centrifugé et
l’extrait après centrifugation renferment le même nombre d’unités sur

Bacillus subtilis. Partant de ce principe, nous avons adopté la méthode
suivante pour fractionner la substance active dans les pollens.

Lorsqu’on veut purifier l’extrait alcoolique, il est bon de laisser la

solution, filtrée au Büchner à la glacière pendant vingt-quatre heures.
Il se dépose alors un abondant précipité inactif. La solution est concen-
trée à sec au bain-marie et reprise par l’eau bouillante ; une grande partie
passe en solution ou en suspension ; la solution a une couleur blanc jau-
nâtre trouble et s’éclaircit après quelques jours de glacière en laissant
déposer un précipité inactif ; si l’on est parti d’une extraction par l’eau
bouillante au lieu d’alcool, on peut ajouter à l’eau huit fois le volume
d’acétone, ce qui permet de séparer un abondant précipité inactif :

la solution concentrée à sec, est reprise par l’alcool bouillant, l’alcool
évaporé et le résidu repris par l’eau bouillante.

On peut leur faire subir une purification ultérieure en ajoutant de
l’extrait de Saturne jusqu’à cessation du précipité. Les principes actifs
restent en solution et, après avoir chassé le plomb en excès par l’acide
sulfhydrique, on obtient une liqueur jaune foncé très active. Cette liqueur,
chromatographiée sur alumine, fournit une zone jaune foncé éluable par
l’ammoniaque, avec au-dessous une zone jaune en contiguïté immédiate
et qui descend rapidement quand on ajoute de l’eau sur la colonne. Mais
les liqueurs chromatographiées sont inactives, et l’alumine semble détruire
ou absorber de manière durable le principe actif. Nous n’avons pu trouver
jusqu’ici de matière adsorbante convenable qui fixe le corps antibiotique
sans l’altérer. Alors que les solutions initiales sont fortement acides, les
extraits purifiés sont neutres.



C. - Conclusion du chapitre III.

10 Comparaison avec les résultats d’autres auteurs.

Les travaux concernant l’antibiotique présent dans le pollen récolté
par les abeilles sont peu nombreux et nous les avons déjà analysés. En
résumé on peut dire qu’on y voit peu de divergences avec mes résultats.
Tout d’abord le facteur de sporulation, thermostable a été trouvé actif
sur Bacillus larvae (SMITH, BECK et ArrD!RSOrr) mais également sur Bacil-
lus alvei. De même, j’ai confirmé in vityo l’action antibiotique in vivo
chez la souris (CHAUVIN, D!!ROmorrT, LOUVEAUX, VERGÉ) sur Bacillus
subtilis, Escherichia coli. J’ai contrôlé comme tous cesaut eurs que l’extrac-
tion éthérée de pollens avant l’entraînement par l’alcool donne des résul-
tats négatifs. D’autre part, le pollen n’a pas de propriété antifongique et
un milieu gélosé additionné de pollen entier permet le développement des
levures et des moisissures. Mais, en ce qui concerne la valeur antibiotique
du pollen sur Bacillus alvei, !’ai toacjours trouvé à l’inverse des précédents
auteurs une activité antibactérienne très nette par la méthode de la dilution.

Je suppose que ces derniers ont pratiqué les épreuves sur des fractions
éthéropétroliques ; or, nous venons de voir que cette méthode d’extrac-
tion n’est pas très bonne et donne des résultats très inégaux.

CHAUVIN (1957) a étudié un facteuy de cyoissance vis-à-vis des jeunes
mammifères, contenu dans les pollens récoltés par les abeilles. J’avais
pensé retrouver certaines analogies entre le facteur antibiotique et le

facteur de croissance chez la souris blanche ; mais l’examen détaillé de
ces travaux ne permet pas de rapprocher l’un à l’autre. Le tableau XV
montre côte à côte certains résultats obtenus sur des pollens d’espèces



définies. On peut se rendre compte que les pollens contenant le plus
d’unités antibiotiques ne sont pas obligatoirement ceux qui renferment
la substance de croissance. On remarque par exemple que les pollens
d’arbres fruitiers et de coquelicot contiennent le facteur de croissance
en grande quantité. Ils ne sont pas antibiotiques à l’égard de Bacillus
subtilis ; au contraire, les pollens de châtaignier et de maïs, riches en
substances antibiotiques, n’ont qu’une action moyenne sur la croissance
de la souris. I,’on voit qu’il existe de grandes différences d’un pollen à un
autre. Dans une même famille, deux plantes peuvent différer totalement,
de même que des espèces très éloignées peuvent avoir des valeurs anti-
biotiques voisines. En résumé, le principe antibiotique du pollen récolté

par les abeilles paraît différer du principe accélérateur de la cvoissance
étudié par CHAUVIN jusqu’à plus ample informé.

Je noterai aussi après CHAUVIN, l’actiovz régulatrice du pollen dans
les fonctions intestiszales humaines, car cette action est peut être en rapport
direct ou indirect avec le principe antibiotique que j’ai étudié. Cette
activité du pollen se manifeste par un arrêt rapide des diarrhées persis-
tantes d’origine basse, même résistantes aux antibiotiques courants et
également par l’amélioration des constipations chroniques et l’action sur
certaines colibacilloses. I,e pollen pur, dans les cas de constipation avec
anomalie de la flore colique, a donné de très bons résultats et toujours
meilleurs que ceux obtenus au moyen d’extraits de pollen. Tous les

pollens ne sont pas actifs au même degré et certains n’ont pas d’action.
Malgré ces résultats et ceux qui ont été obtenus sur les souris nourries au
pollen, je ne puis attribuer encore (ou attribuer exclusivement) à l’anti-
biotique l’action si nette sur l’intestin. Des expériences nombreuses sont
encore nécessaires pour vérifier ces hypothèses ; cependant, il semble qu’il
y ait là une direction intéressante à suivre, car il ne faut pas oublier l’ac-
tivité très grande du pollen sur les Proieits, bacilles, particulièrement
difficiles à combattre dans certaines affections.

20 Valeur et signification de l’antibiotique du pollen
récolté par l’abeille.

L’action du pollen sur les bactéries !athogèzzes de la ruche est très

importante. Déjà en J920 STITRTEVANT affirmait que, dans le cas de la

loque européenne, l’influence des conditions extérieures et notamment
celle de la nutrition était primordiale. D’après lui, l’apport de pollens f vais,
eii grande quantité, dans la colonie empêche parfois l’extension de la

maladie. Depuis quelques années, il est bien établi que non seulement

un apport considérable de nourriture extérieure enraye bien souvent
l’épizootie, mais qu’un déplacement des ruches d’une miellée à une autre
arrête parfois l’infection. C’est peut-être une différence qualitative de la



récolte qui entre en jeu et non pas uniquement ltn apport quantitatif comme
l’ont pensé WHnr! et STURT!verrr. Si l’on croit STURT!vaNT, c’est le

pollen frais qui serait uniquement inhibiteur de Bacillus alvei, or j’ai
démontré que le pollen stocké 20 jours voyait son actl*i,l*té antibiotique s-tcv

Bacillus alvei passer de 4,21 à io,86. En ce qui concerne l’action sur
Bacillus larvae, agent pathogène de la loque américaine, les extraits de
pollens sont deux fois moins actifs que sur Bacilllts alvei. Nous avons
déjà vu que le pollen contenait un facteur de sporulation envers Bacillus
larvae (SMITH, BECK et AND!RSON). J’ai montré que les extraits alcoo-
liques de pollen possédaient un effet retardateur sur le développement de
Bacillus larvae et Bacillus alvei lorsqu’ils sont ajoutés au milieu de cul-
ture en quantité inférieure à la dilution Limite nécessaire à l’inhibition.
Cette propriété n’existe pas vis-à-vis de Bacillus alvei chez les autres

antibiotiques de la ruche. Le pollen doit donc avoir une grande importance
dans la lutte contre les maladies du couvain, peut-être grâce à sa valeur
nutritive, mais certainement encore plus par son principe antibiotique
actif sur Bacillus alvei, et Bacillus larvae.

Lors de son vieillissement le pollen subit des transformatiolls. Certains
facteurs, d’après M:!uRizro, sont très labiles (substances actives sur le
développement des glandes et des ovaires des ouvrières) et peuvent
disparaître très facilement. La substance de croissance trouvée dans le
pollen (CHAUVIN) est deux à trois fois plus active dans le pollen frais
que dans le pollen desséché sans précaution. I,e pollen récolté par
l’abeille et emmagasiné plus de 5 jours dans la ruche est incapable de
germer. Cette action antigerminative, étudiée par MAURizio, peut être
due à plusieurs causes (voir plus haut), mais le pollen après certaines
transformations biochimiques (fermentation etc.) peut devenir de lui-

même incapable de germer. Nous avons vu qu’il subit aussi une fermen-
tation lactique, signe de transformations encore incomplètement connues.
Tous les auteurs sont également d’accord sur le fait que les pollens récoltés
sur les plantes sont biologiquement moins actifs que ceux récoltés par les
abeilles. Cependant, les stocks de pollens dans la ruche ne sont pas tou-
jours considérables et les abeilles vivent parfois au jour le jour sans provi-
sions importantes de pollen. CHAUVIN (ig5o) a montré que des rema-
niements journaliers ont lieu dans les cellules à pollen en période active
de ponte et qu’il n’y a pas toujours de réserves importantes. Dans ces
conditions, le pollen n’aurait pas toujours dans la colonie d’abeilles la
même valeur alimentaire et biologique par suite de la durée très irrégu-
lière du stockage. En ce qui me concerne j’ai montré que le facteur anti-
biotique voyait soii activité 1«<rier ait cours du temps. Voici un résumé de
ces résultats :

Le pollen en pelote ou en rayon subit des transformations que l’on peut
bloquer &mdash;35°C.



Le pollen en rayons a déjà subi des transformations par rapport à
celui des pelotes. Mais il peut subir encore des remaniements, puisqu’il
se modifie même à -! i°C.

Le pollen en pelote conservé à température du laboratoire pendant
plusieurs mois est plus actif que le même pollen conservé à -+- 10C.
Les transformations sont plus rapides dans la ruche à température
(34°C) et hygrométrie constantes et élevées.

D’autre part, le facteur antibiotique est stable pendant de très longues
péviodes, puisqu’il est possible de le retrouver i an après la récolte, dans
le milieu si particulier de la ruche. Cette conservation est principalement
intéressante pour l’élevage du couvain au début du printemps lorsque la
récolte extérieure de pollen frais est encore insuffisante pour pallier aux
besoins de la colonie. Cependant, il ne faut pas perdre de vue que le
pollen n’est pas antifongique et qu’il est attaqué très souvent par des
moisissures, dans les rayons inoccupés par les abeilles en période hivernale.

Je ne m’étendrai pas maintenant sur la comparaison de la valeur
antibiotique du pollen, avec les autres produits de la ruche mais seule-
ment dans le chapitre VII après avoir exposé les autres résultats concer-
nant les antibiotiques de la colonie d’abeilles. Toutefois l’examen de la
figure 27 nous permet de voir d’un seul coup d’oeil les différences assez

importantes qui existent entre le pollen et les matières que nous avons
déjà étudiées, à savoir la propolis et la cire, principalement en ce qui
concerne leur action antibiotique sur Salmonella gallinantm et Proteus
vulgaris. Nous avons rencontré une activité antibiotique très variable
suivant les différents pollens récoltés par les abeilles. Cette variabilité
est due peut-être en partie à la valeur des pollens eux-mêmes, mais je
pense que l’addition de substances par l’abeille, en quantités diverses
suivant les pollens, renforce encore cette disparité. Certains pollens
(Taraxacum) sont riches en lipides (14,4 p. 100) et il faut peut-être moins
de nectar pour les agglutiner sur les poils de l’insecte. Ces faits explique-
raient en partie que les abeilles ajoutent plazs ou moins de substances diverses
lors de la récolte de tel ou tel pollen et que, par là-même, ceux-ci seraient
assez différents du point de vue antibiotique. Quoi qu’il en soit le pollen
est profondément modifié par rapport à son état initial dans la nature.

Je terminerai en signalant que le pollen est d’une grande importance
dans la vie de l’abeille. Nous avons vu que la ruche en consomme 25 kilo-

grammes par an en moyenne. Je puis donc admettre que la quantité
d’antibiotique ayant pour origine le pollen est considérable et que le

pollen joue un rôle de premier plan dans l’hygiène de la ruche et dans la
lutte contre les microbes pathogènes.

Enfin, n’y a-t-il pas lieu de mettre en évidence à nouveau l’équilibre
qui règne dans la colonie d’abeilles lors de la récolte du pollen. L’échan-
tilloit moyen de pollen contient toujours le facteur antibactérien dans des



proportions semblables, alors que triés isolément certains pollens sont
très antibiotiques tandis que d’autres sont totalement inactifs. Les abeilles
récoltent les uns et les autres en faisant un choix comme l’a vu LOUVEAUX
et ce choix n’est pas obligatoirement axé seulement sur la valeur

nutritive, le facteur de croissance, le facteur réglant le développement des
glandes ou le principe antibiotique; la récolte équilibrée faite par l’insecte
répond Plutôt à un ensemble de besoins, variable suivant le développement
du grou!e et la saison.



CHAPITRE I!’

L’ANTII3IOTIQUE DU MIEL D’AI’IS MELIJFICA L.

A. - Généralitfs.

Le miel entreposé dans les ruches provient d’une transformation
et d’une concentration du nectar récolté sur les fleurs. Cette substance

hydrocarbonée est l’aliment énergétique de l’abeille et lui permet notam-
ment de produire de la chaleur et d’hiberner dans de bonnes conditions
par les froids les plus rigoureux. I,a composition moyenne d’un miel peut
se résumer par les chiffres suivants :

1?au....................... r!! 1>. J 00
Sucres intervertis .......... 7,; p. 100 40 p. roo de lévulose

,;3 p. roo de glucose
Saccharose ................ 2 p. 100

Le reste étant formé de dextyines, protéines, cetzdves, acides et

environ 3,5 p. 100 de constituants indéterminés. I,e pH varie entre
3,6 et .!,2.

Il est évident que la composition d’un miel varie suivant son origine
florale ou géographique, sa teneur en eau et son temps de conservation.
En effet, nous savons par exemple que plus un miel est vieux et moins
il contient de saccharose (moitié moins 5 ans après la récolte). Cette
transformation est due à l’influence de l’invertine ; mais il en existe évi-
demment bien d’autres. La teneur en eau varie plus que les autres cons-
tituants. Les constituants non déterminés sont très importants du point
de vue physiologique et font actuellement l’objet d’études très poussées.

Les hommes ont depuis toujours utilisé le miel non seulement comme
nourriture, mais aussi pour ses propriétés antiseptiques, comme médi-
cament, comme substance servant à la conservation des fruits et des

graines, et jadis dans les embaumements (Egypte, Ancien Empire).
L’utilisation du miel dans les embaumements humains repose sur l’obser-
vation de son action antiputréfiante. Les notions empiriques de la valeur
antiseptique du miel ont été confirmées scientifiquement ces dernières
années. On a d’ailleurs essayé de donner de nombreuses explications à
ce phénomène. On a invoqué la présence d’acide formique, mais on sait
maintenant que celui-ci n’existe qu’à l’état de traces. D’après LOCHHEAD
(i93z), c’est l’acidité du miel et la présence d’une quantité importante
de sucres qui conféreraient au miel sa valeur antiseptique. STURTEVANT
prétendait, de son côté, que c’est l’affinité du miel pour l’eau qui tue les
microorganismes en les déshydratant. BUCHHEISTER pense qu’il s’agit



d’une action leucotrope, tandis que GoNZ!rrs:!cH et HOFFMANN expliquent
la guérison des plaies par une action physico-biologique du miel amenant
un afflux de lymphe de l’intérieur des tissus. ZAISS (1934) le premier
a attiré l’attention sur le fait que le miel est un produit naturel comme le
lait et qu’il peut posséder comme lui une action bactéricide propre. D’autre
part, WHtT! (1906) avait déjà montré que le miel provenant d’une yuche
saine est toujours stérile et qu’on n’y rencontre jamais de bactéries sous
forme végétative. D’après G.!BS!R!r (zg36), on ne trouve dans le miel que
des spores de bactéries en raison de l’inhibition des formes végétatives.
C’est aux environs des années 193o que l’étude du facteur antibiotique
du miel prend véritablement son essor. Dans cette littérature très abon-
dante et où bien souvent les auteurs travaillent sur les mêmes sujets, on
peut dégager quelques travaux de base que je vais étudier en détail.

GuNDEi< et B!,ATTr!R (1936) démontrent l’action cicatrisante du
miel sur les plaies (très anciennement connue comme nous l’avons vu)
et dissocient cette activité d’une action possible de ses diastases (catalase
et oxydase).

Le miel a été étudié par FRANCO et SeRTORt (1940) et FRANCO (1941).
Ces auteurs ont établi son activité antibactériostatique et bactéricide sur
divers microbes. Ils ont proposé comme explication soit l’action de la
teneur en sucre, soit la présence du pollen transformé, soit le rôle du
pH, bien que ces divers éléments séparés ou combinés par l’expérimen-
tateur soient moins actifs que le miel naturel. Ils ne pensent pas que la
substance bactériostatique puisse provenir de l’abeille elle-même.

L’on peut admettre que les recherches les plus importantes sur le
sujet ont été réalisées en Allemagne. Les travaux les plus marquants
sont ceux de DOLD aux environs de 1930, travaux poursuivis en colla-
boration avec divers auteurs pendant une dizaine d’années. DOLD

(rg32) montre que le miel renferme de l’inhibine, subtance sécrétée prin-
cipalement par l’organisme humain et présente dans la salive, le lait, les
sécrétions bronchiques et nasales. DOLD, Du et DZIAO (1938) ont trouvé
que /’/M/M’6!Mg du miel est responsable de l’activité antibactérienne et que
cette activité n’est pas due aux acides, ni à la concentration en sucres,
puisque des mélanges de ces substances (miel artificiel) n’ont pas la

même action. De même, les diastases, inulase, invertase et catalase, ne

possèdent pas d’activité antibiotique. Le pH du miel a été également mis
hors de cause. Les auteurs n’ont pas trouvé de lysozyme dans le miel.
L’inlaibine serait thermolabile et photolabile.

Elle est détruite partiellement :
- en 2 minutes à Ioo°C ;
- en 5 minutes à 8o°C;
- en 10 minutes à 7o°C ;
- en 30 minutes à 56°C ;



et inactivée après exposition en couches minces pendant i heure à la
lumière solaire.

En revanche le facteur antibiotique se conserve longtemps dans le
miel à l’obscurité et à température ordinaire. Il faut noter que sa

destruction est rapide en dilution à 50 p. 100 avec du sérum physiolo-
gique. L’inhibine s’extrait par l’acétone. Elle est aussi retenue par filtra-
tion poussée et adsorbée sur kaolin. Enfin un grand nombre de bactéries
sont arrêtées dans leur croissance et même partiellement détruites

par l’inhibine qui est inactive sur les champignons et les levures. DOLD
et K!nY!! (1949) ont effectué des recherches plus poussées sur la valeur
antibactérienne du miel sur Coyynebacteyium difihieriae, agent pathogène
responsable de la diphtérie. Il existerait deux facteurs dans le miel l’un

thermolabile, qui est inhibiteur du bacille (inhibine) et l’autre qui serait
thermostable et photostable qui provoquerait seulement une !nodi f i-
cation ncor!hologique. I,e miel artificiel est sans action inhibitrice sur
le bacille d’Eberth, mais il possède les propriétés modi f icatrices du
miel naturel. En outre, des essais cliniques in vivo ont confirmé que le
miel appliqué en badigeonnage sur les amygdales ou instillé en solution

dans le nez provoque une destruction des bacilles. En 1955, DOLD et

WITZENHAUSEN codifient et publient la méthode de dosage de l’inhibine
dans le miel que l’on mesure grâce au développement du Staphylococcus
pyogenes aureus. Récemment DUISBERG et WARNECKE (1958) ont dosé
l’inhibine dans 600 miels avec cette dernière méthode. Les résul-
tats obtenus montrent qu’il n’y a aucun rapport entre la présence
de l’inhibine et la couleur ou la consistance des miels. Au contraire,
il y a un rapport assez net entre teneur en saccharase et inhibine,
les miels à faible teneur en saccharase ayant une faible teneur en inhibine.
A l’inverse, ils n’ont pas trouvé de rapport avec la teneur en amylase.
Cependant, dans ce travail, on n’a pas étudié l’action de la chaleuv sur

l’inhi bine.
D’un autre côté, S !cK!T’r aux Etats-Unis montre que le miel

est actif sur les bacilles de la fièvre typhoïde, de la dysenterie et des
diarrhées variées. Il trouve aussi que Pyoteus vulgaris est détruit en 4
jours et le Bacillus ty!hosus responsable de la fièvre typhoïde en

48 heures.
En France, 1/EMAY (1947) étudie quelques échantillons de miel

du point de vue bactériologique. Il y trouve quelques germes banaux
du type Subtilis, pas d’Entérobactériacées, rarement des diplocoques,
non pathogènes. De plus il établit l’action bactériostatique et même
bactéricide du miel envers le colibacille et les staphylocoques. En ig5i,
VERGÉ étudie à la Station de Recherches Apicoles de Bures et à l’Ins-
titut Pasteur l’action de l’inhibine du miel. Il retrouve les résultats
des auteurs déjà cités et obtient des résultats positifs avec des solutions



aqueuses de miel, mais aussi avec des extraits alcooliques, éthérés et acéto-
niques. Il résulte de ces expériences que les Salmoizella sont moins sen-
sibles que les autres souches essayées, d’autre part que les extraits acé-
toniques ont une action inhibitrice prédominante et enfin que les divers
extraits subissent une décroissance d’activité en fonction de l’exposition
à la lumière et de la chaleur. L’auteur pense également que le passage à
l’autoclavage du miel dilué est responsable de la destruction de la sub-
stance antibiotique et thermolabile.

En 1956, HELLEU qui étudie l’action du miel sur Eschevichia coli,
Eberthella typhosa et Sta!laylococcus aureus trouve que le miel n’est pas
actif sur ces souches ; nous verrons plus loin que E. coli était d’ailleurs
mal choisi pour ce travail. Dans le même ordre d’idées, LANGLADE,
HINGLAIS (H.) et HINGLAIS (M.) en 1957 n’ont pas trouvé dans le miel un

germicide actif sur le Bacille de Kocla.
Nous savons d’autre part depuis peu (1-TauRizio, 1058) que le miel

naturel même bouilli est un puissant inhibiteur de la germination du
pollen. Cette inhibition n’est pas due uniquement à l’acidité ni à la

présence des sucres, elle est complétée par un autre facteur. Faut-il

rapprocher cette action de l’activité antigerminative du miel sur les

graines, bien connue depuis longtemps? J’analyserai plus loin tous ces
résultats en les comparant avec mes essais personnels. Le miel sert égale-
ment dans la conservation des fruits et déjà Cot,u!z!t,t.! en conseillait
l’emploi dans son ouvrage « De Arboribus ». Faut-il voir dans cette

dernière utilisation, encore prônée dans certaines provinces, une action
antibactérienne ou antigerminative du miel ? La question n’est pas
résolue à l’heure actuelle.

!3. - Travaux personnels.

10 Matériel et méthodes.

J’ai repris l’étude de la valeur antibactérienne des miels mais
avec une méthode bien différente de celle de DOLD et WITZENHAU-

SEN (1955). Voici tout d’abord un résumé de la technique de ces

derniers.

On prépare un milieu à la gélose à 3 p. 100 (milieu hématine-agar)
que l’on distribue stérilement en tubes. Les échantillons de miel sont

dilués à 50 !. 100 avec du sérum physiologique stévile. Le miel est ensuite
ajouté au milieu chauffé : le tout, mis en boîte de Pétri de manière à

obtenir, pour chaque lot 15 ml de milieu au total, les concentrations
en miel dans le milieu étant de 25 p. 100, 20 p. 100, z5 p. 100, 10 p. 100

et 5 p. 100. On laisse refroidir avant d’ensemencer. Le Staplaylococcus
pyogenes auveus a été choisi pour l’épreuve. On prépare une suspension



bactérienne diluée : on ensemence en surface le milieu le mieux possible
et l’on porte à 370. I,a lecture des résultats à lieu 24 heures après. On
note de o à 5 pour la valeur inhibitrice d’après le tableau suivant :

Inhibition totale pour 5 p. 100 de miel = note 5.
Inhibition totale pour 10 p. 100 de miel = note :I.
Inhibition totale pour 15 p. 100 de miel = note 3.
Inhibition totale pour 20 p. 100 de miel = note 2.
Inhibition totale pour 25 p. 100 de miel = note i.

Pas d’inhibition = note o.

Les miels sur lesquels j’ai travaillé moi-même sont des miels bien
identifies et le plus souvent récoltés par les ruches du laboratoire, con-
servés à température ordinaire et à l’obscurité. Je n’appellerai pas t’ithi-
bine le facteur antibiotique que j’ai trouvé dans les miels. En effet, d’après
tous les auteurs qui m’ont précédé, l’inlaibine est considérée comme
iherniolabile ei photolabile. De mon côté, de nombreux essais répétés
m’ont montré que le principe antibiotique que j’ai mis en évidence est
!hotolabile mais thermostable. Il s’agit peut-être d’un même facteur,
modifié par les méthodes d’extraction et d’épreuves différentes, mais
rien ne le prouve à l’heure actuelle. L’antibiotique du miel s’extrait par
l’eau, mais il s’extrait d’une manière plus facile par l’acétone à froid. C’est
la méthode que nous avons employée dans la majorité de nos essais.
L’extrait éthéré est complètement inactif ; d’ailleurs KrTZ!s, SCHUETTE et

E!,v!xl!M (1943) ont déjà signalé l’absence d’activité des extraits éthérés
de miel (aussi bien du point de vue bactériostatique que bactériosti-
mulant). Mes extraits acétoniques ont porté sur du miel pur et non dilué
dans le sérum physiologique comme dans les essais de Do!,D. Le miel est
trituré à froid au mortier (après légère macération) par 3 fois son volume

d’acétone, de façon à bien extraire la totalité de la substance active.
Après un tel traitement, il est impossible en renouvelant l’opération
d’obtenir un supplément de substance active. L’extrait acétonique,
presque incolore, est évaporé, au bain-marie et le résidu repris par l’eau.
En solution aqueuse, l’extrait possède une odeur de miel très forte et qui
dure de longs mois. Cette liqueur est alors ajoutée en quantité croissante
à des milieux de culture gélosés pour être éprouvée par la méthode de la
dilution. Les unités antibiotiques sont calculées de la même façon que
précédemment en milieu aqueux; cette substance est très stable au

réfrigérateur (à 00) et à l’obscurité. Un extrait de miel de colza a vu ses
Unités subtilis passer de m,g à g,7 après deiix asis de conservation, c’est-à-
dire que la perte d’activité antibiotique est négligeable. Au contraire, les
extraits de miel sont photolabiles et détruits par l’exposition à la lumière
solaire en peu de temps.



2° Résultats obtenus.

J’ai tout d’abord essayé les extraits de miel d’origines diverses sur
Bacillus subtilis souche Caron. Ces miels nous ont montré en général une
similitude d’actions antibiotiques. Il y a très peu de différence en général
d’un miel à l’autre, cependant il est possible d’enregistrer parfois des
variations assez importantes sans que je puisse en fournir ici l’explication.
La figure 31 montre l’activité antibiotique de quelques miels sur Bacillus
subtilis. On y remarque qu’un miel de lavandin est pauvre en substance
inhibitrice, alors qu’un miel mélangé de la même année et de la même
région est au contraire beaucoup plus efficace.

Dans la figure 27, est notée l’action du principe antibiotique du miel
par rapport à ceux du pollen, de la cire et de la propolis. Les unités anti-
biotiques sont calculées comme je l’ai déjà expliqué en prenant comme
base la valeur U = 10 pour l’action obtenue sur Subtilis de façon à
pouvoir comparer les extraits entre eux. Il est facile de se rendre compte
que l’action du principe antibiotique du miel est principalement marquée
sur : Bacillus alvei, Proteus vulgarz«s et Bacillus subtilis. Cette action est



moitié moindre sur les Salmonella, les Escheyichia coli Bordet et Escheri-
chia coli B et le Bacillus larvae. L/’activité inhibitrice sur Pseudomonas pyo-
cyanea est très faible, mais si l’on opère en dessous de la dilution limite
nécessaire à cette inhibition, on met en évidence une action retardatrice
du développement de la souche. J’ai éprouvé aussi l’extrait acétonique de
miel sur une dizaine de souches d’Esclaevichia coli, dont trois seulement
sont notées sur la figure 27. I,’action sur Escheviclüa coli est nulle, quelle
que soit la concentration employée (souches n° 10 à 19 inclus du tableau I).
A l’inverse de ce que j’ai remarqué pour les autres bactéries, j’ai constaté
d’une manière habituelle que l’extrait ajouté à faibles doses favorisait le
développement des Eschericlaia coli par rapport aux témoins. Il est

possible qu’il existe dans l’extrait acétonique du miel un facteur de crois-
sance actif sur Esclaeyichia coli qui neutralise L’action de l’antibiotique.
ScHU!,!R et VoG!! (1956) ont montré de leur côté que l’inhibine favo-
risait le développement des bactéries de la gastro-entérite. Au contraire,
j’ai trouvé que cette substance de croissa-rzce est thermostable et non ther-
molabile comme le soutiennent ces deux derniers auteurs qui travaillent
vraisemblablement avec la méthode de Do!,D.

Afin de contrôler l’influence de la chaleur sur le facteur antibiotique
du miel, j’ai essayé des extraits acétoniques de miels chauffés au préalable
à des températures et pendant des temps définis, sur deux souches bac-
tériennes. Les résultats sont assez difficiles à interpréter, je les ai portés
sur le tableau XVI. Cependant, malgré quelques chiffres aberrants, il

semble se dégager les faits principaux suivants :
10 Tous les miels claauffés sans exception fournissent des extraits

contenant un facteur antibiotique.
2° Ce facteur inhibiteur ne faiblit pas si l’on augmente la tempé-

rature (entre la température ordinaire du laboratoire et ioo°C), même
après chauffage de 30 minutes.

3° Mais si l’on chauffe i heure aux mêmes températures que ci-dessus,
l’action inhibitrice sur Bacillus subtilis baisse assez sérieusement, tandis
qu’elle augmente vis-à-vis de Proiei<s vulgari’S.

4° D’autre part, il existe un rapport direct entre le poids de l’extrait
sec obtenu après extraction et le temps de chauffage du miel. Tous les
extraits de miels ayant été chauffés 30 minutes, sont plus riches en poids
sec par centimètre cube que ceux chauffés i heure et ceux-ci plus que ceux
chauffés 12/24 ou 36 heures.

5° I,e chauffage du miel à 1200 pendant 15 minutes à l’autoclave

ne détruit pas le pouvoir inhibiteur des extraits acétoniques.
6° Le chauffage prolongé à 80° pendant 12, 24 ou 36 heures montre

une action accrue sur Pyoteus vulgavis. I,’action sur Bacillus subtilis

étant moitié moindre.

Ces résultats sont très différents de ceux qui ont été obtenus par mes



prédécesseurs, mais il ne faut pas oublier que j’ai chauffé des miels et
non des solutions de miel da!s le sérum !hysiologz’q2ce. La différence de
méthode est importante, car le miel dilué à 50 p. 100 perd son activité
assez rapidement même à température ordinaire.

J’ai pratiqué l’épreuve suivant les méthodes de DOLD, sur un miel
récolté par nos soins. Ce miel est dilué dans du sérum physiologique et
on prépare des milieux avec addition de gélose de manière à ramener les
teneurs en miel à : 5 p. 100, 10 p. 100, 15 p. 100, 20 p. 100, 25 p. 100 de

miel. Les mêmes dilutions ont été réalisées après un chauffage à 80°
pendant 3o minutes. Les résultats obtenus sur Bacillus subtilis sont les
suivants :

10 Le miel non chauffé nous a donné (suivant la notation de DOLD
et de Wmz!!H:!LS!!) une valeur inhibitrice de 3,5.

2° Le même miel chauffé nous a donné une valeur inhibitrice de 2.

3° Un milieu témoin contenant 25 p. 100 de saccharose permet le

développement normal de Bacillus subtilis.

J’ai donc montré que s’il y avait une baisse de l’activité de la substance
antibiotique du miel par le chauffage, il !t’y a pas une destruction totale
mê-me Pour un miel chauffé à 80° et pendant une demi-heure.



30 Comparaison entre wies résultats et ceux des autres a2cteuvs.

Il est toujours très difficile de rapprocher des résultats obtenus par
différentes méthodes, cependant un certain nombre de souches bacté-
riennes éprouvées sont les mêmes, ce qui facilite la comparaison.

Tout d’abord, nous avons déjà vu la similitude des résultats de
ScHU!,Ex et VoG!!, et des miens en ce qui concerne le facteur de croissance
présent dans le miel qui accélère et favorise la croissance de certaines

Entérobactériacées.
J’ai trouvé également comme VERGÉ (1951), KiTZES, ScHUE’rTE et

ELVEHJEM que les extraits éthérés de miel sont inactifs.

SACKETT avait montré comme moi-même l’action bactériostatique
et même bactéricide des extraits de miels sur Proteus vulgaris. I,e tableau
XVII permet de confronter quelques résultats. Nous retrouvons une

action nette sur Bacillus subtilis et Bacillus alvel’, une activité plus
faible sur les Salmonellae et le Pseudomonas !yocy!M!a. En ce qui con-
cerne les Entévobactériacées, je retrouve comme SCHULER et VoG!!&dquo;
un facteur qui favorise la croissance pour ces bactéries. DOLD trouve sur

les mêmes très peu d’activité inhibitrice sauf s’il ajoute 17 p. 100 de

miel à son milieu. S’il ajoute seulement i3 p. 100, ou 10 p. 100 de miel il



n’obtient aucune inhibition. VERGÉ et FRANCO ont trouvé une action

antibiotique sur Esclteyichia coli, mais je ne possède pas le protocole de
leurs expériences. flac contraire, pour l’ensemble de mes résultats, je tae suis
d’accord avec aucun des a2zteuvs précités sur la destruction du !vi rtci!e
antibiotique par le chauffage du miel. En effet DOLD, Du et DZIAO admettent

qu’un chauffage à 560 pendant 30 minutes, à 70° pendant 10 minutes ou

encore à 8oo pendant minutes, suffit à détruire le facteur antibactérien
du miel. I,es travaux récents de SCHADE, M!RSH et ECKER>1’ (1956)
ont montré que l’inhibine était plus sensible que les diastases à la chaleur
et qu’elle était totalement détruite au bout de 15 jours de conserva-
tion à 550-6oo. Cependant, les auteurs ne sont pas d’accord avec les

travaux allemands sur le principe que le dosage de l’inhibine puisse servir
à reconnaître un miel chauffé.

40 Origine du facteur antibiotique du miel.

Cette question n’est pas encore résolue totalement, cependant comme
nous l’avons vu (et je suis loin de les avoir tous cités) les travaux sur

le miel du point de vue antibiotique sont fort nombreux. Do!,n (1938)
a recherché si l’origine de l’inhibine du miel était végétale ou au

contraire si elle provenait de l’abeille elle-même. l,es quelques essais
faits à cette époque notamment sur certains végétaux n’ont pas éclairé
le problème ; l’auteur a trouvé de l’inhibine chez la pomme de terre et
il a même établi que les jeunes tubercules étaient plus riches que les vieux.

On peut supposer que le facteur inhibiteur du miel provient soit des
sécrétions salivaires de l’abeille, soit de la présence au contact du miel
de la cire, de la propolis ou du pollen. I,’examen de la figure 27,
par exemple, ne permet pas pourtant de trouver des relations directes entre
le miel et les autres produits de la ruche. I,es extraits de miel sont très
différents des extraits de pollens du point de vue antibiotique ; d’autre
part le pollen est présent dans le miel en quantité si faible qu’il ne pourrait
modifier sa valeur antibactérienne. l,a comparaison des extraits de propolis
avec ceux du miel ne donne pas non plus d’explications satisfaisantes.
Les extraits qui se ressemblent le plus du point de vue antibiotique sont
certainement ceux de la cire et ceux du miel. Principalement, les liqueurs
extraites de la cire par l’eau bouillante (voir tableau X). l,es courbes
de la figure 27 sont presque parallèles. I,a seule différence notable est que
les extraits de cire sont inactifs sur Pseudomonas pyocyanea. On pourrait
aisément concevoir une action de la cire sur le miel puisqu’il est entreposé
dans les cellules. De plus, la taille des cellules de cire fait que le miel d’un
rayon est en contact avec une très grande suyface de cive et il se pourrait
qu’il y ait une diffusion de la substance (hydrosoluble) dans le miel.

D’autre part, si l’on compare l’action des extraits de miel et celle des



extraits de l’abeille, on y trouve de grosses différences en ce qui concerne
l’inhibition des Esclzerichia coli, l’extrait d’abeille étant actif sur les

10 souches éprouvées à l’inverse de l’extrait de miel qui ne l’est jamais.
D’autre part, l’extrait d’abeille est deux fois plus actif sur Salmonella
pullorum et Salmonella gallinavum que sur Bacillus subtilis, tandis que
les extraits de miel sont deux fois moins actifs sur ces deux Salmonella

que sur Bacillus subtilis. Il me semble donc que les deux substances sont

différentes.

J’ai essayé d’éclaircir le problème de l’origine de l’antibiotique du
miel de deux manières.

Tout d’abord, j’ai éprouvé la valeur antibiotique du nectar sur
Bacillus subtilis. I,a difficulté principale de ces essais vient de ce qu’il est
en général difficile de récolter une grande quantité de nectar sur des
fleurs correspondant à un échantillon de miel de la même origine. L’addi-
lion de 30 fi. 100 à 5o p. 100 d’un nectav de lavandin (covctenant 40 !.100
de matière sèche) à un milieu de culture n’a Pas permis de déceler une action
antibiotique. Au contraire, le nectar prélevé sur Salvia sclarea 1,. (conte-
naut qo P. zoo de matière sèche) inhibe le développement de Bacillus subtilis
si la concentration est de q.5 p. 100 dans le milieu de culture. Cette action,
en tenant compte de la teneur en eau plus élevée, que pour un miel, permet
suivant la méthode de DOLD, de noter l’activité de ce nectar à 1,5 ce qui
est malgré tout assez faible vis-à-vis d’un miel normal. I,’activité anti-
biotique d’un nectar de lavandin, venant d’être entreposé dans les cellules
et contenant encore 30,5 fi. 100 d’eau, se situe dans l’échelle de DOLD avec

la note 3,5 bien que n’ayant pas encore atteint la concentration normale
en eau d’un miel. J’étais obligé de conclure dès ces premiers essais que
l’abeille ajoutait certainement une substance antibiotique au nectar et
qu’un simple passage dans le jabot augmentait dans de grandes pro-
portions la valeur antibiotique de la matière sucrée récoltée sur les fleurs.

C’est alors que j’ai réalisé les expériences ci-dessous qui démontrent
d’une façon catégorique que l’abeille ajoute au nectar des substances
antibiotiques, ou bien qu’elle ajoute des substances qui transforment ce
nectar. Du sirop de sucre (61,5 p. 100 de matière sèche) est éprouvé par
la méthode de Dot,D sur Bacillus satbtilis ; il n’existe aucune action anti-
biotique, note o. Ce même sirop est ensuite donné en nourrissement à
une colonie d’abeilles en période de disette ayant son corps de ruche déjà
garni d’abeilles et dotée d’une hausse vide, sans aucune trace de miel.
J’ai fait prendre très rapidement ce sirop aux abeilles et en grande
quantité (30 litres). Dès que ce sirop est stocké en hausse, il est extrait,
sans séjourner dans la ruche. 1,’épreuve de ce sirop (78 p. 100 de matière

sèche) qui a subi i<>i passage dans le jabot de l’abeille montre qu’il
est légèrement antibiotique sur Bacillus subtilis ; note o,5. Il était pos-
sible également de nourrir à nouveau des abeilles avec le sirop actif une



ou plusieurs fois et d’essayer chaque fois sur notre bactérie sa valeur
antibiotique. Après un deuxième passage dans le jabot (81 p. 100 de
matière sèche) la note suivant DOLD est de 3 et après un troisième pas-
sage (82 p. 100 de matière sèche) la note 3,5 est atteinte pour la valeur

antibiotique de ce sirop. J’ai donc montré que l’abeille ajoute au sirop
de sucre (et par conséquent au nectar) des substances antibiotiques et que
chaque passage dans le jabot augmente l’activité antibactérienne de ce sirop.
J’ai essayé en même temps la valeur des extraits acétoniques de ces
différents sirops de sucre sur Bacillus subtilis et les résultats obtenus vont
dans le même sens.

Cependant, la présence de substances antibiotiques dans certains nec-
tars montre que l’ovigine de l’antibiotique des miels n’est pas toujours unique.

50 Valeur antibiotique du miellat.

Le miellat est une déjection sucrée de pucerons qui est récoltée par
l’abeille sur les aiguilles de sapins (Abies !ectinata) dans certaines con-
ditions de climat et d’altitude. Son origine étant très différente du miel,
puisqu’il ne s’agit pas de nectar de fleur, il m’a semblé intéressant d’étu-
dier cette substance du point de vue antibiotique. La figure 32 montre

les résultats obtenus sur Bacillus subtilis et sur Proteus vulgaris avec des



extraits acétoniques de miellat de sapin et de plus avec des extraits de
bourgeons et des extraits d’aiguilles de sapin. La substance extraite du
miellat a une activité antibiotique comparable aux miels et notamment
se rapproche de l’extrait de miel de Crau (voir figure 3z). L’extrait d’ai-
guilles d’A bies montre une action parallèle au miellat quoique légèrement
plus forte que ce dernier. Les extraits des bourgeons de sapin ne réagissent
pas du tout de la même manière et ces derniers sont principalement
actifs sur Bacillus subtilis. Il est cependant difficile d’affirmer que le

principe antibactérien présent dans le miellat a pour origine l’aiguille de
sapin. Il est vraisemblable que le puceron lui aussi modifie les substances
lors du passage dans son tube digestif. En résumé, je puis dire seulement
que le miellat semble se compovtev comme les miels du point de vue de leur
teneaty en principes antibiotiques. D’autre part, les extraits éthérés de

miellat, pas plus que ceux de miels, ne possèdent d’activité antibactérienne.

60 Action antibiotique du miel

sur les bactéries responsables des loques.

L’action du facteur antibiotique du miel a été étudiée en rapport
avec deux souches bactériennes pathogènes de la ruche ; Bacillus alvei
et Bacillus larvae. I,’extrait de miel sur Bacillus alvei est trois fois plus
actif que sur Bacillus larvae et une fois et demie plus actif que sur Bacillus
subtilis. Ce facteur antibiotique est plus actif que l’extrait d’abeille (2 fois

pour alvei et 3 fois pour larvae), mais beaucoup moins intéressant que les
extraits de pollens et principalement de cire et de propolis. J’ai constaté
sur Bacillus larvae un effet retardateur dans le développement avec
l’extrait acétonique du miel lorsque l’on se trouve en dessus de la dilution
limite qui amène l’inhibition totale. Ce retard est de 36 heures avec 100 mg
d’extrait sec dans 10 cl de milieu et de 12 heures avec moins de 100 mg
d’extrait sec dans 10 cl de milieu.

70 Valeur antifongique du miel.

il action antifongique des extraits de miel a été éprouvée. Il n’existe
!as de facteuy antifongique dans les miels. J’ai pu remarquer que des
moisissures diverses (Penicillium, Aspergillus, iliiicor) se développaient
très bien sur des milieux préparés avec l’extrait acétonique de miel pour
l’épreuve de germination des graines. Mais, dans la vatclae, les chayn!ig!aoJas
on les levures !te se développent pas sur le miel dans les C07/!/!’OMS normales,
sauf dans un miel trop riche en eau, peu concentré et qui de ce fait arri-
vera à fermenter. C’est la concentrat1’on en s2icve du miel qui empéch.e en
tem!s normal le développement fongique et non le facteur qzte l’on trouve dans
la fraction antibiotique. Les travaux de DOLD (y38) ont d’ailleurs égale-



ment confirmé ce point de vue. Des épreuves ont été pratiquées sur
Penicillit£1n, As!eygillus mucor, et la levure de bière au moyen de milieux
synthétiques à base de miel. Il n’existe pas d’inhibition vis-à-vis du déve-
loppement de ces champignons même si l’on ajoute jusqu’à 17 p. 100 de

miel dans le milieu de culture.

80 Action antigerminative du miel sur les graines.

Nous avons vu dans les généralités que le miel était utilisé jadis pour
conserver les graines et les fruits : j’ai voulu contrôler l’action de l’extrait
acétonique du miel (repris en phase aqueuse) sur les graines. Je me suis
servi de graines de riz disposées sur du coton hydrophile ou du papier
filtre dans des boîtes de pétri par lots de 100. Un extrait acétonique
de miel était évaporé et repris par l’eau dans les mêmes proportions
que celles utilisées pour les essais antibiotiques. La liqueur servait

ensuite à l’humidification des graines en vue de leur germination ; les
graines témoins étant arrosées à l’eau pure. Le résultat est que l’extrait
contenant le facteur antibactérien du miel contient également un f acteur
d’inhibition de la germination des grains de yiz. La faible quantité
d’extrait ajoutée à l’eau d’arrosage met hors de cause l’action du pH de
la liqueur : d’autre part, il n’y a pas de sucres dans l’extrait. Cette inhi-
bition de germination est due à un facteur qui est peut-être le même que
l’antibiotique. Je crois être le premier à avoir démontré scientifique-
ment (et à l’aide d’un extrait de miel) le bien-fondé de l’antique
méthode de conservation des graines dans le miel. L’emploi de l’extrait
démontre que les sucres ne peuvent être les seuls agents responsables.

f:. - Conclusion du chapi!re IV.

Il est établi à l’heure actuelle que le miel est une substance quasi
dépourvue de microorganismes en activité, antibactérienne, antigermina-
tive pour les grains de pollens et pour certaines graines. Les travaux les
plus récents ont balayé les vieilles hypothèses concernant les modes

d’action antibactérienne du miel (pH, concentration en sucres, effet de

déshydratation, etc.). On a démontré qu’il existe dans le miel un ou plu-
sieurs facteurs antibiotiques qui, suivant le mode opératoire sont ther-
mostables ou thermolabiles, mais toujours photolabiles. Les mêmes

extraits sont inhibiteurs sur le développement des bactéries et sur la
germination des graines. L’extrait acétonique de miel n’a pas été essayé
sur la germination du pollen, c’est le miel lui-même qui était ajouté au
milieu (!Z!1URIZIO).

Il résulte de cet ensemble de recherches que la valeur du miel est bien

établie en ce qui concerne le pouvoir antibiotique. Je rappelle rapidement



les utilisations médicales du miel qui sont innombrables et sans doute
bien justifiées (voir revue de CHAUVIN).

I,es travaux de GUNDEL et Br,!TrvkR ont montré l’efficacité du miel
dans la guérison des plaies superficielles. Les recherches de DOLD et

KNAPl’ (r9.!9) ont prouvé d’une manière certaine l’action bactéricide du
miel sur l’agent pathogène de la diphtérie (Corynebacterium diphterz*ae).
Enfin de nombreux auteurs et moi-même avons établi la valeur antibio-

tique du miel ais-à-vis de nombreuses bactéries pathogènes pour l’homme
et les animaux domestiques. CLEMENT et ICHES (1912) citent les observa-
tions cliniques de DERNADE. Ce dernier aurait provoqué grâce à l’absorp-
tion de miel, l’arrêt de diarrhées rebelles et la reprise du poids dans
des cas de tuberculoses pulmonaires. Les mêmes auteurs signalent l’action
du miel sur les gastro-entérites humaines, sur le bacille diphtérique, sur
les aphtes et sur la diarrhée des volailles. Des exemples innombrables ont
depuis corroboré ces faits. SPôTTEL (1950) dans un ouvrage assez complet
dresse la liste des actions bénéfiques du miel. Il cite des cas de guérison
de malades porteurs de germes de bacilles diphtériques, des cas de guéri-
son de blessures et d’abcès ouverts. Mais, d’autre part, le miel stimule
la croissance de la flore bactérienne de l’intestin. Donc, l’effet bactéricide
du miel provient d’un autre facteur. L’origine du miel serait très impor-
tante et gouvernerait son activité spécifique. Je n’ai pas trouvé de mon
côté de grandes différences entre divers miels du point de vue antibio-
tique, mais Do!,D, Du et DZIAO ont prétendu que l’inhibition n’était pas
constante dans les miels et même qu’elle pouvait manquer totalement.
Ces résultats ont été retrouvés par WARNEKF, et Durs BERG (1958) lors de
l’analyse de nombreux échantillons de miels.

Importance biologique pour l’abeille.

Dans la colonie d’abeilles, l’action antibactérienne du miel ne semble
intéressante que pour sa propre conservation. En effet, le facteur anti-

biotique du miel est bien actif sur Bacillus larvae et surtout Bacillus alvei,
mais beaucoup moins que les antibiotiques présents dans les autres

produits de la ruche. D’autre part, la nourriture larvaire est soit de la
gelée royale, soit une bouillie larvaire où le miel n’est pas le seul cons-
tituant ; et son rôle antibiotique éventuel lors de la nutrition des larves
est dépassé par les facteurs similaires de la gelée royale, des abeilles

adultes et principalement des pollens stockés dans la ruche. Il faut noter
également que le miel contient peu d’unités antibiotiques actives par
rapport au poids initial de matériel extrait. Cependant, à l’intérieur de
la ruche, il est possible que l’activité antibiotique du miel, renforcée

par son pH et sa haute teneur en sucres soit d’un intérêt non négli-
geable.



CHAPITRE V

L’ANTIBIOTIQUE 1)E LA GELÉE ROYALE

A. &mdash; Généralités.

10 Origine, signification, composition.

Comme la cire, la gelée royale est une sécrétion de l’abeille. De ce
fait, cette substance pourrait sembler dès l’abord très différente des

produits de la ruche récoltés sur les végétaux. Cependant, la gelée royale
est en rapport direct avec la consommation de pollen, matière première
protéique de la ruche. Nous avons vu dans la première partie que les
nourrices possédaient des glandes pharyngiennes très développées, capables
d’une production importante de gelée royale. Cette substaizce sert à La

nourriture des très jeunes larves. Après trois jours les larves d’ouvrières
sont nourries avec « le pain d’abeilles », mélange mal défini de miel, pollen,
sécrétions salivaires, de composition variable, et seules les larves royales
destinées à l’obtention des reines continuent à recevoir uniquement la
substance primitive (d’où ce nom de gelée royale). Il se produit donc chez
la larve d’ouvrière, après le troisième jour, une véritable castration

alimentaire qui empêche le développement normal des ovaires. La gelée
royale contiendrait aussi une substance capable d’induire le développe-
ment ovarien mais cette substance est instable. Vorr RH!Irr (1933) n’a
jamais pu obtenir de reines par élevage in vityo parce qu’il se servait de
gelée vieillie. WEAVER (1955) a réussi, au contraire, l’expérience en

nourrissant les larves avec de la gelée royale fraîche prélevée toutes les
deux heures. Nous verrons plus loin que le principe antibiotiqz£e contenu
dans la gelée royale est capable, lui aussi de se modifier au cours du

vieillissement de la substance. D’autre part GOILLOT (1957) a montré que
les constantes physiques de la gelée variaient en fonction du temps et de la
température de conservation. I,a larve, dans sa cellule, reçoit coaastam-
ment de la gelée royale f yaîche, toutes les deux ou trois minutes (KUWABARA,
zg47). On peut conclure de tout ceci que la gelée royale est une substance
contenant des facteurs très labiles, et que la larve doit toujours avoir à sa
disposition des provisions très fraîches, pour pouvoir se développer
normalement.

La gelée royale est très acide, son pH se situe entre 3,6 et 3,7. Après
neutralisation, elle fermente rapidement (VERGE, 1951). En effet, on



y trouve de nombreuses spores de champignons et de levures qui sont
inactivées, mais non détruites. Le pH de la gelée contribuerait à la stabi-
liser dans une certaine mesure.

I,a récolte et l’utilisation de cette matière par l’homme est très récente,
mais la gelée royale est devenue rapidement très recherchée pour des
raisons plus ou moins valables. Je n’entrerai pas dans les détails concer-

nant ce sujet et le lecteur intéressé pourra se reporter à d’excellentes
mises au point de CHAUVIN (1955, 1956, 1958) concernant la récolte, la
composition, l’action pharmacodynamique et l’utilisation de la gelée
royale. Cependant avant d’aborder la question qui nous concerne ici,
je pense qu’il n’est pas inutile d’exposer rapidement les propriétés phy-
siques et la composition chimique de la gelée royale.

PROPRIÉTÉS &mdash; COMPOSITION.

La gelée royale a l’aspect d’une bouillie épaisse dont la couleur varie
du blanc au jaune selon l’origine. Son goût est acide et son odeur légère-
ment phénolique, sa densité est environ de 1,4. Cette substance se récolte
entre le deuxième et le troisième jour, au moment du dépôt maximum et
avant que la larve ne soit trop grosse. I,a gelée royale après sa récolte doit
être mise à l’abri de l’air, de la lumière et de la chaleur. En effet, il peut
s’y produire des oxydations, un brunissement de la matière, une perte
d’eau et même des développements de moisissures. Au contact d’un

métal, il se forme des sels qui peuvent être toxiques. La température de
conservation habituelle est de -! W à + 3°C.

Sa composition biochimique est relativement constante et les

protéines y prédominent. Sa teneur en glucides et lipides est faible et

seule cette dernière peut varier d’une manière importante. D’après
GoNTeRSKI (1949), la gelée royale est chez l’abeille l’aliment larvaire le
plus concentré, car elle contient moins d’eau que la nourriture des ou-
vrières et des mâles. D’après GOILLOT (zg55) la gelée royale du troisième
jour contient 70 p. 100 d’eau. Le tableau XVIII reproduit les résultats
d’analyse de la gelée royale par HAYDAK et VIVINO (1943) en fonction
de l’évolution de l’âge des larves ; il suffit à rendre compte de l’importance
des substances azotées. Cet azote est présent sous forme de protéines,
mais principalement sous forme d’acides aminés libres. Les glucides
représentent 20 p. 100 à 25 p. 100 du poids sec et ce sont les mêmes sucres
que ceux du miel. Les lipides extractibles par l’éther représentent de
10 p. 100 à 15 p. 100 du poids sec et leur teneur varie beaucoup suivant
l’âge de la larve. Mais la caractéristique principale de la gelée royale
réside dans sa richesse en vitamines (sauf les vitamines A et D qui sont
peu ou pas représentées). I,e groupe B s’y trouve au complet et en abon-
dance. La gelée royale est la source naturelle la plus riche eu acide pan-
tothéniqtte. Il s’en trouve vingt fois plus que dans le pollen et l’on suppose



que les jeunes abeilles le concentrent à partir de celui-ci. Les autres
vitamines se rencontrent en pourcentages sensiblement égaux dans le

pollen ou dans la gelée royale. Je terminerai cette revue en signalant la
présence de quelques autres facteurs mal définis et souvent labiles, tel
que celui qui agit sur le développement des ovaires. Pour plus de détails
sur ces questions, il suffit de se reporter aux revues de CHAUVIN et de
JOHANSSON (1958).

2° Valeur antibiotique de la gelée royale.

Après cette brève revue d’ensemble, nous allons examiner mainte-
nant les quelques travaux ayant trait au principe antibactérien de la

gelée royale.
En 1939 ABBOTT remarque que la gelée ne se décompose pas à l’air

et qu’elle s’y dessèche seulement. I,’auteur pense que cela est dû en partie
à la haute concentration en sucres et à un acide gras antiseptique. Mac
C!,!sK!y et MEr,aMPy (1938 et ig3g) montrent les premiers que la gelée
royale possède des propriétés bactéviostatiq2ies et bactévicides. Le principe
actif est insoluble dans l’eau, on peut l’entraîner par l’éther ou l’acétone

qui laissent déposer après évaporation des cristaux doués de pouvoir
bactéricide. Ce facteur est thermostable à 1200 pendant 20 minutes.



D’après ces auteurs Eschevichia coli et Salmonella ty!lai sont inhibées
par une concentration à 1/50 de gelée royale dans le bouillon et le Sta-
phylococcus aureus avec 1/100 seulement. I,a température aurait une
action importante sur le pouvoir germicide. Quand i ml de bouillon était
ajouté à i ml de gelée diluée à r/!, à une température de 450 les organismes
étaient détruits en z5 secondes, à une température de 2!!, ils survivaient
de 10 à 30 minutes et à 50, ils survivaient 2 jours. Les auteurs américains
ont montré également que le pouvoir bactéricide baissait après neutra-
lisation de l’acidité. VERGÉ (zg5r) trouve que la gelée royale inhibe le dé-
veloppement de Escherichia coli et Bacillus prodigiosus. Mais, la croissance
est à peu près normale après neutralisation du milieu avec tampon phos-
phaté. VERGÉ pense que l’acide qui lui a paru responsable du pouvoir
antibiotique est en rapport avec le corps cristallisé recueilli par MAC

C!.ESkEy et MELAlB1PY. HEHEU (1956) reprend les travaux sur le fac-
teur antibiotique de la gelée royale. Il a notamment effectué ces essais
avec de la gelée neutralisée préalablement et éprouvé les souches sui-

vantes : un colibacille (non catalogué) et le Sta!hylococcus auveus (souche
I,ondres). Il a utilisé des gelées royales fraîches et lyophilisées. I,es solu-
tions n’ont pas été stérilisées de peur que le principe antibiotique soit ther-
molabile. Cet auteur a obtenu une action antibactérienne très nette sur le

Staphylocoque. Au contraire, il n’a pas pu mettre en évidence un pouvoir
antibiotique de la gelée neutralisée (dilution de 1/20 à z/32o) sur le coli-
bacille, contrairement, dit-il, aux résultats de MAC CLESKEY et M!!,!nzPy.
Mais ces derniers ont travaillé avec de la gelée non neutralisée et c’est, je
pense, une différence suffisante entre les deux méthodes pour expliquer
ces divergences. A certaines concentrations assez basses en gelée royale
dans le milieu de culture (1/320) HELLEU trouve une stimulation de la

croissance du Staphylocoque. Enfin il montre qu’une concentration du
1/20 au i/8o est nécessaire pour empêcher tout développement ultérieur
de la bactérie. Cet auteur pense, en conclusion que l’acidité de la gelée
royale renforce ses propriétés antibactériennes mais qu’elle n’en est pas
la cause essentielle et qu’il existe un facteur antimicrobien spécifique.
HINGLAIS H., HINGLAIS M. et GAUTHERIE (1956) ne sont pas tout à fait
d’accord avec 1-IELLrU ; ils trouvent une action bactéricide de la gelée
royale, mais pas de propriétés antibiotiques au sens habituel du terme :
un contact de 6 heures du staPhylocoque avec la gelée royale tue
définitivement les germes tandis que pour Pvotezcs vulgaris, il suffit de

y minutes de contact. En ce qui concerne les épreuves antibiotiques, une
concentration élevée de 100 mg par tube de culture (2,5 cm3 de milieu)
n’a pas empêché la prolifération des deux souches étudiées. I!ANGi!ADE,
HINC!LAIS H., HiNGi<Ais M., (1957) ont étudié également la valeur micro-
bicide de la gelée royale sur le Bacille de Koch. Ces essais ont montré que
le principe bactéricide vis-à-vis de Jlycobacterium tuberculosis est entière-



ment soluble dans l’eau et dans l’alcool à 950. Les résidus insolubles sont
inactifs. Dernièrement, MoREHiNi (1958) a aussi essayé l’activité bactéri-
cide de la gelée royale. Il a montré que la dose de 7 mg par cm3 de milieu

inhibait la croissance de Eschevichicz coli, 5’<a!Ay/ococcMS aureus, Bacillus

megatheviun2 et Proteus X 19. Mais l’action suy les levures est zzulle ou

faible, puisque cet auteur n’obtient qu’une inhibition partielle (avec
2! mg de gelée par em3) vis-à-vis de Sacclzczvomyces cerevisiae.

L’ensemble des travaux effectués depuis ig3g sur le sujet montre
de gvcz!2des divergences. C’est alors que j’ai commencé à effectuer mes essais
sur la valeur antibiotique de la gelée royale. J’ai obtenu personnellement
des résultats difficiles à interpréter, variant suivant les essais et d’un
échantillon de gelée royale à un autre. L’analyse de tous ces essais pré-
liminaires m’a donné une des clefs du problème : La gelée royale vieillit

dans le temps en fonction de la température et la substance antibiotique
présente za’est pas stable pas plus que celle qui préside au développe-
ment des ovaires des reines. Ceci posé et après deux ans de tâtonnements,
j’ai pu éprouver la valeur antibiotique de la gelée royale et étudier son
vieillissement.

13. - Travaux personnels.

i° Matériel et méthodes.

La gelée royale qui m’a servi pour les épreuves a été prélevée soit au
laboratoire, soit chez des apiculteurs, mais, dans ce dernier cas, la récolte
était contrôlée, ou pratiquée par nous-mêmes directement. I,a gelée était
récoltée de 2 jours et demi à 3 jours après le greffage des cellules et

placée immédiatement à la température convenable (variable suivant
l’expérience donnée) soit sous forme de matière brute, soit en solutions
diverses dans l’eau ou dans un solvant approprié. Nous avons déjà vu
que le facteur antibiotique s’extrait bien par agitation à froid de la gelée
dans l’eau ou dans l’alcool. Dans la plupart des cas, j’ai préféré opérer
d’une autre manière de façon à entraîner le moins possible de corps non
actifs (les sucres par exemple). J’ai extrait la gelée royale en la triturant
au moyen de l’éther à froid. La solution obtenue est ensuite évaporée et le
vésidu repris par l’eau tiède. Les résidus insolubles dans l’éther et dans
l’eau sont inactifs. L’extrait de gelée royale est stable dans l’éther, mais
son activité antibactérienne varie s’il est conservé en milieu aqueux,
même à o°C, comme je le montrerai par la suite. A la température ordi-
naire, en milieu aqueux, les modifications sont déjà sensibles au bout
de quelques heures. I,a solution aqueuse incolore est ajoutée au milieu
de culture synthétique habituel, suivant des doses croissantes. Les

épreuves ont porté sur les 30 souches bactériennes du tableau I. Pour

certains essais, sur le vieillissement par exemple, les épreuves ont été



effectuées sur deux souches seulement, Bacillus subtilis souche Caron et
Pyoteacs vulgaris. Les milieux de culture ont été neutralisés ou non suivant
les cas, mais je n’ai trouvé aucune différence significative Pour une variation
du !7;f du milieu. Le calcul des unités antibiotiques a été établi comme je
l’ai déjà exposé dans les chapitres précédents. I,e facteur antibiotique
est thermostable et n’est pas détruit par l’autoclavage à 1200 pendant
15 minutes.

2° Résultats.

La gelée royale est liée à la vie de la jeune larve, et pourtant j’ai
trouvé que les extraits de larve d’abeille sont dépourvus de substance
antibiotique. La figure 33 montre la différence existant entre l’activité

antibiotique de la gelée royale pure, des larves royales noza lavées c’est-à-dire
enrobées de gelée royale et des larves des différentes castes débarrassées

de cette gelée par un lavage avant l’extraction. Il est net que les larves
royales ne sont actives sur Bacillus subtilis que si elles apportent en même
temps sur leur corps de la gelée royale. Il est curieux de noter que la gelée
qui remplit leur intestin devient inactive dans les extraits, dès qu’elles
l’ont ingérée. Le spectre d’activité de la gelée royale sur 30 souches bac-

tériennes est résumé sur la figure 34. Les résultats sont les suivants :
- Action antibiotique très nette sur : Bacillus subtilis, Salmonella

gallinayum, Escheyichia coli B, Proteus X ig, Proteus vulgaris, Pyoteus V,
Bacillus alvei, avec une action très importante sur les Pyoteus et Escheyichia
coli B.
- Action antibiotique, mais nécessitant une quantité d’extrait

double de celle qui inhibe Bacillus subtilis, sur Salmonella !ulloyum
(3 souches, n° 1, 2 et 3), Salmonella type Dublin n° 7-54, Escherichia
coli (4 souches n° i2, z3, z4, z5, du tableau I), E. coli 36 et Bacillus larvae.
- Enfin, action nulle sur Salmonella Dublin (no 7 et 8 du tableau I),

Escherichia colt (5 souches no 10, m, 16, y, 18 du tableau I), E. coli

Boydet et Pseudomonas !yocyanea (N! 25-26-27, du tableau I).
En conclusion, on peut dire que la gelée royale possède un facteur

antibiotique très actif sur les Pyote2ts et Eschericlzia coli B, mais dans
l’ensemble il n’a que très peu ou pas d’action sur les Esclaeyiclaia coli et
le Pseudomonas Pyocyaitea. L’action sur les Salmonella pulloyum est
également assez faible. Nous verrons plus loin la comparaison de ces
résultats avec ceux qui ont été acquis par les différents auteurs.

30 Influence du vieillissement de la gelée royale.

La gelée royale est une substance de composition assez stable,
comme nous l’avons vu, mais qui a cependant tendance à se modifier
sous certains égards au cours du temps. Par exemple, DIXON et Sxu!!,





(1958) trouvent que l’absorption d’oxygène mesurée au ludion ne peut
être mise en évidence qu’avec de la gelée royale très fraîche. Des modi-
fications progressives de la gelée royale ont été trouvées par GOILLOT
(1957) au cours de mesures électriques sur des échantillons que j’ai moi-
même éprouvés du point de vue de leur activité antibiotique. Rappelons
d’autre part les expériences de WEAVER (1955) qui ne peut élever des
reines in vitvo en obtenant le plein développement des ovaires si la gelée
n’est pas renouvelée toutes les 2 heures. Enfin, CHAUVIN (1957) montre
que les solutions fraîchement préparées de gelée royale ne sont pas hyper-

1 1 1

glycémiantes pour la souris, mais le deviennent après un « vieillissement »
de quelques jours au réfrigérateur. En pleine concordance avec ces faits,
la valeur antibiotique de la gelée royale ou de ses solutions aqueuses varie
beaucoup, bien qu’assez irrégulièrement avec le vieillissement du produit.
La figure 35 rend compte de l’activité de l’extrait de gelée sur B. subtilis
souche Caron, en fonction du temps, à certaines températures de stockage.
Je signale tout d’abord que l’extrait de gelée royale en solution éthérée,
conservé à 00, garde sa valeur pendant plusieurs mois. Seules, se modifient
la gelée royale brute et les solutions aqueuses. A la tevra!évatiave ordinaire
du laboratoire, lorsqu’on fait des solutions de gelée d’âges différents et



qu’on les éprouve aussitôt sur Bacillus subtilis, on constate que la gelée
n’est active que le premier jour de sa récolte. Elle est inactive le lendemain ;
le 3e jour apparaît une faible activité (moitié moins que le jour de la
récolte) qui disparaît complètement i jour plus tard. Dans le cas d’une
solution aqueuse, non plus essayée aussitôt, !!zais cOllseruée à 00, l’action

antibiotique qui correspond à 43 unités subtilis le premier jour, passe à
53 unités le IIe jour, à 35 le 15! pour s’annuler définitivement à partir
du z9e jour. D’autre part, si la solution de gelée royale conservée à 00 est

placée à 20!-25!, l’action antibiotique disparaît en 24 heures pour les

10 souches bactériennes (3 E. coli, S. type Dublin, E. coli Boydet, Proteus,
2 Salmonellae, P. pyocyaitea et B. subtilis et elle est très atténuée pour
Salyrzonella Pulloruin, Salznozzella gallinarum et Proteus V.). En 48 heures,
il n’y a plus qu’une faible action sur subtilis. Au bout de 72 heures, l’action
est définitivement nulle sur toutes les souches essayées. Il est donc très
net que l’élévation de température accélère le processus du vieillissement
de la gelée royale. L’atmosphère si particulière de la ruche devrait faire
varier constamment le taux d’antibiotique dans la gelée royale ; or,

les échantillons retirés de la ruche ont la même valeur moyenne : sans
doute parce que la gelée royale est dégorgée par les abeilles nourrices
toutes les 2 ou 3 minutes (KUWABARA, z947), si bien qu’on peut la consi-
dérer comme perpétuellement fraîche. Des expériences en parallèle avec
GOILLOT ne nous ont pas permis de trouver de rapport fixe entre la
variation des mesures physiques et la variation de la valeur antibio-
tique.

Quelles transformations biochimiques se produisent dans la gelée
royale? Il s’agit peut-être de phénomènes d’oxydation ou d’hydrolyse,
mais nous ne disposons encore ici que d’hypothèses. Ces modifications
profondes expliquent certainement les différences de résultats obtenus
par les chercheurs qui ont travaillé pour la plupart sur des gelées d’âge
et d’état de conservation non défini. Je pense qu’il est du plus grand
intérêt dans les essais futurs de tenir compte de cet état de fait, plus
important même que l’origine géographique des gelées. Si l’on veut

obtenir une substance antibiotique stable, il faudrait extraire celle-ci

de la gelée au moment de sa récolte et la conserver ensuite en phase éthé-
rée ce qui éviterait toute modification ultérieure.

Cette influence du vieillissement fait penser aux modifications que
le pollen récolté par les abeilles subit à l’intérieur de la ruche. Avant d’en
finir avec ce problème, il faut cependant noter que cette substance si
sensible à une élévation de température de 200 à 3oo au-dessus de 00

pendant quelques heures, résiste à i2oo (mélangée au milieu de culture)
pendant 15 à 20 minutes lors de l’autoclavage. D’autre part de la gelée
royale mise à - 35°C dès sa récolte ne se modifie pas pendant plusieurs
mois.



4° Fractionnement de la gelée royale.

Dans presque tous les essais que j’ai pratiqués sur la gelée royale,
i cm3 de la solution aqueuse finale à éprouver correspondait toujours à
i g de gelée fraîche, soit 0,333 g d’extrait sec ou encore 0,030 g d’acides

totaux. La dilution limite moyenne pour B. subtilis étant égale à 0,015 g
d’acides (0,5 cm3 de solution). C’est cette fraction acide qui est active
au point de vue antibiotique dans la gelée. D’autre part, BuT!!r:!NnT
et PEMBOID (1957) ont isolé de la gelée royale l’acide io-oxy Ll2 décé-
noïque que j’ai pu étudier grâce à l’obligeance du professeur BuTErr!rrDT.
Le peu de matière confiée a été mélangée à 10 cm3 de milieu synthé-
tique et le tout autoclavé à 1200. Cette substance a inhibé complètement le
développement de Bacillus subtilis souche Caron. J’ai repris ces recherches
grâce à un supplément de la même substance obtenue ultérieurement

pure à 83 p. 100 environ et en quantité suffisante pour éprouver une
douzaine de bactéries diverses. I,a figure 34 montre les résultats comparés
à ceux qui ont été obtenus au moyen des extraits de gelée pure. Les deux
substances ont été arbitrairement ramenées à la valeur 10 pour leur

action sur Bacillus subtilis souche Caron, et les autres valeurs calculées
en fonction de celle-ci. L’acide de synthèse est actif sur Bacillus subtilis
avec une dose de 18 mg dans 10 em3. Si l’on regarde de près les deux
courbes, on constate que dans les deux cas, il n’y a aucune actio7a sur
plusieurs Escherichia coli et Pseudomonas pyocyanea, il existe une activité
voisine pour Salmonella gallinavuvrc et Bacillus alvei. Mais,je trouve de
grandes dif févences sur d’autres points, l’extrait de gelée royale est très
actif sur E. coli B et sur Pvoteus vulgaris, tandis que l’acide de synthèse
est sans action sur la première souche et très peu actif sur la seconde.
Il n’existe do!2c pas ttn pavallélisme d’action des deux substances suv l’eia-
semble des souches éprouvées mais simplement des ressemblances. On ne
peut déduire de ces résultats que l’acide io-oxy Ll2 décénoïque est le seul
facteur antibiotique présent dans la gelée royale. Il existe probablement
plusieurs corps acti f s.

5° Actions d’autres facteurs présents dans la gelée royale.

La gelée royale n’est fias antifongique. En effet, de la gelée abandonnée
à l’air et même à o° au réfrigérateur se couvre parfois de Penicillium.
Les solutions aqueuses de gelée royale fermentent rapidement à la tem-
pérature ordinaire. MORELLINI a d’ailleurs montré que Sacchavoa!2yces
cevevisiae pouvait encore se développer dans un milieu contenant 25 mg
de gelée par em3. J’ai moi-même constaté que des champignons divers se
développaient sur un milieu synthétique additionné d’extrait éthéré

de gelée royale (l’extrait de i g de gelée dans 10 cm3 de milieu).



D’autre part, j’ai étudié la valeuv antigerminative de la gelée royale
fraîche suv les pollens. L’essai de germination a été effectué avec du pollen
de Papaver rhaeas, fraîchement récolté à cet effet. Un milieu gélosé et
sucré à 10 p. 100 additionné de l’extrait de i g de gelée (15 mg d’acides

totaux) pour 10 cm3 empêche totalement la germination des grains de
pollen. Le même milieu avec une dose 2 fois moindre d’extrait permet un
début de germination d’environ 10 p. 100 des grains de pollen qui avortent
ensuite très rapidement. Les pollens sur milieu témoin ont un développe-
ment normal. D’ailleurs, Mamuzio (i958) avait déjà montré que la nourri-
ture larvaire est inhibitrice de la germination du pollen. Ce facteur subsiste
après chauffage et ne dépend pas du pH. LOT;VEAUX et CHAUVIN (1956)
lors de travaux sur l’analyse pollinique de la gelée royale avaient déjà
remarqué la présence dans cette substance de pollens ayant un aspect
normal, comme ceux qui sont présents dans le miel, et d’autres grains
de pollen altérés et détruits en partie, Mais, ils n’ovct jamais trouvé de
pollens geriités dans la gelée royale. Les auteurs ont montré également que
la gelée contenait des spores de champignon, des débris de mycélium,
des levures, mais ils ne signalent pas la présence de corps bactériens. En
ce qui concerne l’action sur la germination des pollens, j’ai pu préciser
que le f acteuv antigerminatil f passe dans l’éther et dans l’eau et q2i’il ne se
différencie pas du principe antibiotique de la gelée royale.

En résumé, il existe dans la gelée royale un puissant inhibiteur de
la germination des grains de pollens, mais pas de principe antifongique.

60 Comparaison entre les résultats obtenus

et ceux des autres auteurs.

J’ai résumé sur le tableau XIX mes résultats et ceux obtenus par
les différents auteurs. On peut tirer malgré les grandes divergences quel-
ques conclusions communes.

a) Le pH n’influence pas l’action du facteur antibactérien présent
dans la gelée (d’après les travaux récents). Les premiers auteurs cepen-
dant ne sont pas de cet avis.

b) Le principe actif de la gelée royale est extractible à froid par
l’eau, l’alcool, l’acétone et l’éther.

c) La valeur bactéricide de la gelée royale est admise par tous.
d) La valeur antibiotique au sens habituel du ternie est discutée,

et refusée par HINGLAIS (H.) et HINGLAIS (NI.) , GAUTHERIE et LANGLADE.

e) La gelée n’est pas antifongique (MORELLINI et I,avm).
f ) J’ai trouvé que le principe antibiotique de la gelée est thermo-

stable (15 minutes à 1200) et HEU<EU (1058) vient de montrer la même
chose.

g) En ce qui concerne le vieillissement, il a été entrevu par MAC





CLESKEY et M!I,!mPy et je l’ai étudié en fonction de la température. Au
contraire, I,ArrGI,aD!, HINGLAIS (H.) et HINGLAIS (M.) trouvent sur le
bacille de Koch des résultats semblables avec des gelées d’origines diverses
conservées de 8 jours à plusieurs mois, dont l’une conservée à + 40
pendant 8 mois. Je persiste à penser malgré tout qu’il existe dans la gelée
royale un facteur antibactérien très labile et qui varie d’activité avec

l’âge de cette substance. Ce qui se trouve d’ailleurs corroboré comme nous
l’avons vu par les autres transformations physiques et biochimiques de la
gelée royale. Enfin, les auteurs précités n’ont pas testé de la gelée royale
de moins de huit jours ce qui explique peut-être nos divergences.

Parmi les souches étudiées par les différents auteurs et par nous-

mêmes se retrouvent : Escherichia coli, des Salmonella, Pyoteus. I,e choix
des Escherichia coli n’était peut-être pas très judicieux, car j’ai montré
que les extraits de gelée étaient peu ou pas actifs sur ces souches. Cepen-
dant MauItIZIO et GUBLER (1951) ont montré qu’un extrait de gelée par
le chloroforme (chauffé ou non) était actif sur Escheyichia coli. En

revanche, j’ai trouvé une action antibiotique très nette sur Proteus

(7,5 mg par 10 cm3 de milieu) de même que Mox!I,I,IrrI. Or, HINGLAIS et

alt. ne trouvent aucune activité sur cette bactérie avec 40 mg d’extrait

par cm3 de milieu. En ce qui concerne la valeur antigerminative de la
gelée, les résultats que j’ai obtenus et ceux de MAUxIZIO concordent

parfaitement et ils confirment les observations d’autres auteurs.

C. - Conclusion du chapitre V.

10 La gelée royale possède des propriétés antibactériennes et les

travaux récents ont montré que la valeur très basse de son pH n’entrait
pas uniquement en jeu dans ce mécanisme. Cependant, ce principe anti-
bactérien est contenu dans la fraction acide de la gelée royale. Ces résultats
expliquent quelques faits connus antérieurement, à savoir que la gelée
royale pure malgré sa richesse en substances nutritives et en facteurs de
croissance donne souvent sur des milieux ordinaires de culture des ense-

mencements stériles, même si elle est prélevée sans précaution d’asepsie.
l,a gelée royale abandonnée à l’air ne se putréfie pas, mais elle se dessèche
et elle peut se conserver ainsi très longtemps. D’après VERGÉ (1951),
si on neutralise une solution de gelée royale, il y a possibilité de fer-
mentation, car les levures s’y développent alors. Mais nous avons vu que
la fraction antibiotique ne s’est pas révélée antifongique. Ceci explique
également le développement assez fréquent des Penicillium sur de la
gelée pure même au réfrigérateur (entre + W et + 4!). D’autre part,
l’action antibiotique de la gelée royale et du pollen explique en partie
la stérilité du tube digestif des larves et des abeilles naissantes (BRUCE
WHIT!).



2° La gelée royale est une substance complexe dont de nombreux

principes sont labiles. En ce qui concerne son antibiotique, j’ai montré
que le « vieillissement » était important principalement dans les premiers
jours à température ordinaire. D’après GOILLOT (1957), la gelée royale
pure est stable au point de vue conductivité électrique pendant 20 heures

maximum pour une température de 00 à + 300C. Ensuite, intervient une
période variable, mais d’environ 400 heures pendant laquelle la gelée
« vieillit intenséme!rt » suivie d’une période de « vieillisseme!2t » très lent

où la conductivité croissante tend vers une limite (jusqu’au huitième
mois). Cependant, l’activité antibiotique ne suit pas une courbe parallèle
à celle de la conductivité électrique et je ne puis préciser actuellement
pourquoi le facteur antibiotique réagit d’une manière si complexe au
cours du temps.

30 L’action de la gelée royale sur les souches pathogènes envers
l’abeille est faible, mais toujours présente. L’action de l’extrait éthéré de

gelée royale est faible vis-à-vis de Bacillus alvei ; l’inhibition est obtenue
avec l’extrait de i g de gelée fraîche dans 10 cm3 de milieu (pH ajusté).
Cette activité est encore plus faible vis-à-vis de Bacillus larvae puisque
l’inhibition n’est obtenue qu’avec l’extrait de 3 g de gelée fraîche dans
les mêmes conditions. Cependant, la gelée a un effet retardateur sur

Bacillus larvae si l’on se place en dessous de la dilution d’inhibition ;
avec l’extrait de 2 g de gelée, on obtient un retard de 48 heures dans le
développement du bacille. En résumé, l’action antibiotique de la gelée
est très faible envers les souches pathogènes de la colonie d’abeilles. Cepen-
dant étant donné la fréquence de distribution de cette substance aux
larves, on peut admettre que, dans une certaine mesure, la gelée royale
joue un rôle dans la défense chimique contre les infections de la ruche.
L’acidité de la nouvyituve des larves jeunes joue un rôle important dans
l’étiologie des loques. MnTUxA et TOPOLNIK (1952) ont montré que dans
un milieu à pH 3,5 les formes végétatives de Bacillus larvae périssent en
5 heures et celles de Bacillus alvei entre une demi-heure à i heure. Toutes
ces observations peuvent expliquer les nombreux échecs d’infection arti-
ficielle du couvain par les formes végétatives des germes qui provoquent
les loques. D’autre part, ces faits expliqueraient aussi la réussite des infec-
tions sur un jeune couvain privé de nourriture. KRASIKOVA (1955) a
montré, d’autre part, la valeur antibactérienne de la gelée royale vis-à-
vis des souches responsables de la loque européenne. D’après cet auteur,
la gelée royale et la nourriture des larves d’abeilles des deux premiers
jours ont une valeur antibiotique vis-à-vis de Bacillus alvei et Strepto-
coccus afiis. Enfin, la gelée royale conservée 20 à 25 jours à température
ordinaire serait toujours active sur les deux souches précitées.



Rapport de la gelée royale avec les autres produits de la ruche.

Iaa gelée royale est une matière azotée produite par les glandes pharyn-
giennes des jeunes abeilles et son origine indirecte se trouve nécessaire-
ment dans la consommation du pollen. Il était raisonnable de penser que
la substance antibiotique du pollen pouvait être voisine de celle qui est
présente dans la gelée : or, l’expérience a montré qu’il n’en était rien.
1; examen de la figure 26 permet de se rendre compte de ces différences.
L’action du pollen est toujours plus importante que l’action de la gelée
par rapport à l’action sur Bacillus subtilis pris comme unité. I,e pollen
agit comme un très puissant inhibiteur sur les Sahnonellae et sur les Pro-
teus (10 fois plus que sur Bacillus s2cbtilis) tandis que l’extrait de gelée a
une action faible sur les Salmonellae et seulement double de celle sur
Bacillus subtilis en ce qui concerne Pvoteus vulgayis. L’activité des deux
substances est plus voisine sur les Eschevichia coli sauf pour Escherichia
coli B. De même l’inhibition sur Bacillus larvae et Bacillus alvei est

parallèle. Au contraire l’extrait de pollen agit sur Pseudomonas pyocyanea
(même action que sur Bacillus subtilis) tandis que la gelée royale n’inhibe
pas la croissance de cette bactérie. On peut conclure de ces résultats que
les deux facteurs antibiotiques sont distincts. L’examen des figures 20,
26 et 27 ne m’a pas permis non plus de relier l’action antibiotique de la
gelée à celle des autres produits de la ruche ou de l’abeille. I,a cire, qui
est également une sécrétion de l’insecte, ne possède pas la même action
inhibitrice sur les souches éprouvées. Malgré les écarts trouvés entre l’acti-
vité antibactérienne du pollen et de la gelée royale, rien ne prouve toute-
fois que ces facteurs soient très différents du point de vue chimique et
qu’ils n’aient pas une origine commune. Le principe antibiotique extrait
de l’abeille est aussi très différent de celui de la gelée royale. Cette dernière
constatation infirmerait l’hy!othèse selon laquelle L’antibiotique de l’abeille
auyait Pour origine la sécrétion des glandes Pharyngiennes. Mais rien ne
prouve que cette sécrétion glandulaire ne subit pas une transformation
importante dès qu’elle parvient à l’extérieur au contact de l’air, ce qui
peut modifier totalement ses propriétés.

5° La production de gelée royale dans la ruche est constante lors de
la présence du jeune couvain dans la ruche et équilibrée par rapport
à son extension.

Il se crée un équilibre entre le développement ou la régression du
couvain et la production de gelée par les abeilles. Le facteur antibiotique
sans doute très intéressant pour les jeunes larves, est toul’otirs présent
malgré son instabilité, à cause du dégorgement toujours renouvelé de
gelée par les ouvrières. Ce principe antibiotique assez faible auquel
S’ajoute l’acidité de la substance royale contribue cependant puissam-



ment à maintenir le jeune couvain à l’abri des épizooties par sa présence
constante. Si la nourriture royale vient à manquer d’une façon naturelle
ou artificielle, nous savons que l’infection par les souches pathogènes
devient alors très facile à réaliser. Ce cas peut se présenter lors d’un déve-
loppement important de la ponte et de l’élevage correspondant à une défi-
cience inopinée des substances azotées dans la colonie. La sécrétion de
la gelée royale est un Phénomène social réglé par l’ensemble de l’essaim et
non pas relevant du seul hasard. Si cet équilibre est rompu pour des
causes diverses, il s’ensuit de graves inconvénients pour la ruche tout

entière, exactement comme nous pouvons le constater dans l’organisme
d’un être supérieur.



CHAPITRE V’I

ACTIONS DIVERSES DUES AUY SUBSTANCES PRÉSEBTES
DANS 1.A COLONIE D’ABEILLES

Nous avons vu, au cours de l’étude de chacun des produits de la
ruche, l’action de certains sur la germination du pollen ou des graines ou
sur le développement des champignons. J’ai voulu reconsidérer dans
ce chapitre ces diverses actions pour en rechercher les rapports entre eux
et vis-à-vis de l’action antibiotique. I,e tableau XX résume l’ensemble
de ces essais que je vais analyser dans les paragraphes suivants. Je signa-
lerai ensuite assez rapidement des travaux ayant trait à la valeur antibio-
tique de Bacillus larvae, agent pathogène du couvain !’!4! niellilica.

10 Valeur antigerminative
des produits de la ruche sur le pollen.

J’ai déjà montré que certains produits de la ruche sont inhibiteurs
de la germination des pollens et des graines.

. 

En ce qui concerne l’inhibition de la germination des pollens stockés
à l’intérieur de la ruche les travaux de MAURIZIO ont montré de manière
très nette l’influence du miel, de la nourriture larvaire, de l’antibiotique de
l’abeille et de la sécrétion des glandes Pharyngiennes. J’ai contrôlé ces
résultats et je les ai complétés. J’ai trouvé que les extraits de propolis
et de gelée royale (prélevée dans les cellules au 3e jour) étaient également
inhibiteurs de la germination pollinique (la Propolis très fortement).
Un extrait de pollens récoltés par les abeilles (et renfermant en plus du
pollen nombre de substances diverses) est faibLement inahibiteuv pour la
germination d’un pollen. D’après ces recherches (voir tableau XX),
c’est la propolis qui serait la substance la plus active, la gelée royale
le miel, l’extrait d’abeille l’étant beaucoup moins. Quant au pollen en
pelotes, son action est très faible, sans doute à cause de la concentration
trop peu importante en sécrétion salivaire ou en nectar. Un extrait de
pollen stocké (même en dehors de la ruche) ayant subi diverses transfor-
mations serait sans doute plus actif. On voit l’im!oytc!nce de cette action
a!ztigerminative sur les grains de pollens, car elle permet à l’abeille de con-
server le pollen à l’intéviezsv âe la yuche sans que celtti-ci en germant Me fasse
éclater les cell-acles. Il est évident que sans ces substances inhibitrices,



voisines ou identiques aux facteurs antibiotiques, le pollen germerait
très bien dans l’atmosphère favorable de la ruche. Or, nous savons

qu’après 5 jours d’emmagasinage, il a perdu ses facultés germinatives.

2° Valeur antigerminative des produits de la ruche
sur les graines et les tubercules.

Les substances inhibitrices de la germination des graines et des

tubercules sont en général des corps voisins du point de vue chimique
de certains antibiotiques (CHOLIARD, z956) . On y trouve principalement des
acides organiques, des aldéhydes, des alcaloïdes, des poisons respiratoires,
des anti-auxines, des toxiques et des lactones non saturées (coumarine).
Le terreau formé par la décomposition des feuilles contient des lactones
non saturées qui empêchent la germination des graines d’autres espèces
végétales. Ces corps n’inhibent pas la plante vivante qui les contient,
car ils se trouvent souvent liés dans des combinaisons hétérosidiques qui
bloquent l’activité inhibitrice. D’autre part, nous avons vu que l’iri-

domyrmécine est un corps à fonction lactone non saturée, que les aldéhydes
sont présents dans le Po!ulus nigya et dans l’antibiotique extrait de
M elasoma populi. Il est établi également que les graines stockées par les
fourmis à l’intérieur de leur nid ne germent pas tant qu’elles ne sont pas
enlevées de ce milieu et qu’il ne se développe que très peu de végétation
sur le dôme des fourmilières. C’est pourquoi il zn’a semblé intéyessant de
voir si les produits de la ruche ne !ossédaieut pas en plus de leur action
antibiotique sur les bactéries et de leur valeur antigerminative sur les
pollens une action inhibitrice sur la germination des graines et des tuber-
cules.

Dans une première expérience, j’ai placé des tubercules de pommes
de terre en état de germer (et après enlèvement de tous les germes)
pendant trois semaines dans une ruche peuplée, les abeilles ayant libre-
ment accès aux tubercules. Un lot de pommes de terre témoins avait été

placé dans une étuve ayant les mêmes conditions de milieu que la ruche
(température, humidité) sau f la présence des a beilles. Au bout de 10 jours
les témoins commencent à germer alors que les pommes de terre dans la
ruche ne présentent aucun germe. Les abeilles ont nettoyé ces pommes de
terre et les ont enduites d’une légère couche de propolis (semble-t-il).
Après 2 jours dans la ruche pas un seul germe ne s’est développé sur les
8 tubercules en expérience, tandis que dans l’étuve 9 tubercules sur 10

ont très bien germé. L’expérience a continué de la manière suivante :
les tubercules sortis de la ruche ont été séparés en deux lots et plantés
dans des pots pour voir si la substance antigerminative conservait ou
non son pouvoir une fois le matériel soustrait à l’action de l’abeille. I,e
premier lot est planté tel quel sans aucun lavage. I,e deuxième lot avant



d’être mis en terre, subit un lavage à l’alcool et un rinçage à l’eau dans le
but d’éliminer soit la propolis, soit l’antibiotique de l’abeille à la surface
des tubercules. Un troisième lot comprenait des pommes de terre iden-
tiques (dégermées), mais n’ayant pas séjourné dans la ruche. Après vingt
jours les trois lots sont déterrés et examinés. Dans le lot n° 2 (tubercules
lavés à l’alcool) et le lot n° 3 (témoin) les pommes de terre so7zt toutes

germées, tandis que le lot n° i n’a germé en aucune f açon. Je puis conclure
que dans la ruche les abeilles ajoutent une substance alcoolo-soluble qui
inhibe la gevmination des pommes de terre, mais qui n’est pas germicide. A
partir de ces résultats j’ai essayé vainement plusieurs fois de reproduire
artificiellement l’inhibition à l’étuve, hors de la présence des abeilles. J’ai
enduit d’extrait d’abeilles et d’extrait de propolis des pommes de terre
qui ont été portées ensuite dans les conditions du milieu de la ruche.
Tous ces essais ont échoué : les pommes de terre traitées ne subissent
aucune inhibition et se développent comme les témoins. Jusqu’à présent je
n’ai pas trouvé d’explication à ces échecs qui d’ailleurs ne cadrent pas
comme nous allons le voir avec les expériences qui ont suivi où j’ai
éprouvé les différents extraits des produits de la ruche sur la germi-
nation du riz.

Il est difficile de placer dans une ruche de petites graines, car les
abeilles qui nettoient sans cesse leur demeure les évacueraient facilement.
J’ai donc opéré d’une autre manière. J’ai testé la valeur des extraits
(en phase aqueuse) d’abeille, de Propolis, de cire, de miel, de gelée royale
et de pollen en pelotes sur la germination de graines de riz placées en boîtes
de Pétri à l’étuve dans les conditions optimum de germination. Deux
méthodes ont été employées, soit le trempage des graines dans les extraits



pendant 24 ou 48 heures avant l’épreuve, soit l’arrosage des graines avec
les extraits pendant l’opération. I,e tableau XX donne les résultats
d’ensemble. On remarque que le miel et la propolis sozzt les Plus inhibiteurs
de la gevminatiovc des graines de viz, aucun grain n’ayant germé 15 jours
après la mise en expérience. L’extrait d’abeille et le pollen retardent la
germination jusqu’au 9e jour (les plantules restent deux fois plus petites
que chez le témoin). La cire donne un résultat un peu différent, la ger-
mination (60 p. 100 des grains seulement) a Lie2! ait bozct de trois jours,
mais la Plantule reste minuscule et Me se développe !as. Avec la gelée royale,
la gevmination a lieu au bout de 3 ’jours également, la Plantule se développe
ensuite mais veste d’mze taille moitié moindre q2ze les témoins. Les témoins

ayant germé normalement au bout de 3 jours, je puis rapprocher de ces
essais l’expérience par laquelle I,!Mey a montré que le venin d’abeille
s’est révélé antigerminatif pour les graines. On peut déduire de cet ensem-
ble de résultats que les substances provenant de la ruche, antigerminatives
pour le pollen et pour les graines, sont en même temps douées d’une action
antibiotique vis-à-vis des souches bactériennes. Dans l’ensemble la Pro-
polis et le miel se sont vévélés les Plus puissaizts i!zhi biteazvs.

30 Valeur antifongique des produits de la ruche.

Nous avons déjà vu que les extraits d’abeilles, les extraits de pollen
récoltés par les abeilles et les extraits de gelée royale n’étaient pas antifon-giques. D’autre part TAUSSO! a montré que /0y!! M’!a!M< !<XS peut seg’!Mgs. D’autre part TAUSSON a montré que /ts/’g!g!MS /!!MS peut se
développer sur de la cire, MORELLINI que la gelée royale n’inhibe pas le
développement des levures et nous savons que le miel fermente facilement
si la teneur en eau est suffisante. Il semble donc a priori que la colonie
d’abeilles soit mal défendue sous ce rapport. Les expériences précédentes
sur la germination des pollens et des graines m’ont permis indirectement
d’éprouver la valeur antifongique de tous les produits de la ruche. Les
résultats sont portés sur le tableau XX. On remarque que seule la Propolis
a une activité antifongique très importante. Pendant plus d’un mois des

plaques de gélose contenant des extraits de propolis et laissées à l’air
libre n’ont pas été envahies par les moisissures. I,a gelée royale a permis
un développement assez faible et sur l’extrait de miel il a fallu 12 jours
pour obtenir quelques colonies de moisissures. Les extraits d’abeilles,
de cire et de pollen en pelotes n’empêchent pas la croissance des champi-
gnons et une flore abondante couvre les boîtes de gélose dès le 3e jour.
Il se développe des moisissures sur les témoins,mais moins que sur les
deux extraits précédents, sans doute parce que les premiers manquent
de substances de croissance. J’ai également éprouvé la valeur antifon-
gique de l’extrait antibiotique de pollen en pelotes de l’abeille ; les résultats
montrent l’inactivité de ces substances vis-à-vis de Pericystis aPis. En



résumé, on peut dire que seule la propolis est intéressante au point de vue
antifongique dans la ruche. En effet, les cadavres (souris ou gros lépidop-
tères) dont les abeilles ne peuvent se débarrasser à cause de leur taille
sont enrobés de propolis. Ces cadavres ne se putréfient pas, mais ils ne
moisissent pas non Plus, bien que dans la ruche il se développe parfois
des moisissures sur les rayons, les larves, les abeilles adultes et le pollen,
en général dans les zones abandonnées par les abeilles. On peut donc voir
là l’utilité d’un facteur antifongique dans la propolis.

4° Action antibiotique de Bacillus larvae.

Il ne m’a pas semblé possible de passer en revue les produits de la
ruche sans signaler que le Bacillus larvae, souche pathogène très s!éci fiq2se
du couvain d’abeilles, possède également des propriétés antibiotiques.
Les différentes personnes chargées du diagnostic ou de l’étude des
maladies du couvain de l’abeille ont remarqué que presque toujours le
Bacillus larvae se trouve en culture pure dans les écailles desséchées au
fond des cellules. HOLST (igq.5) ayant noté lui aussi que les cultures sont
pures dans les cadavres de larves mortes de loque américaine a pensé
que Bacillus larvae devait contenir un facteur antibiotique vis-à-vis des
autres souches bactériennes et en a montré l’action antibiotique sur une
douzaine de souches ; parmi celles-ci : Esclzericlaia coli, Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis, Bacillus alvei. Le principe actif est soluble dans
l’eau, mais insoluble dans les solvants organiques et dans l’alcool. Sa
stabilité est modérée à la chaleur, mais la stérilisation par la chaleur est
toutefois possible. L’extrait est toxique pour la souris par voie intrapé-
ritonéale et non toxique par voie buccale. L’action inhibitrice est variable
suivant les souches ; par exemple, l’extrait agit à la concentration de
1/2000 pour Staphylococcits aureus, et à 1/20 00o pour Esclierichl’a coli.
Ces travaux sont restés inachevés à cause de la mort de HOLST, mais ils
mériteraient d’être repris et complétés. Il est bon de remarquer notamment
l’action inhibitrice sur Bacillus alvei responsable de la loque européenne.
Les observations innombrables faites sur les colonies malades confirment
en effet qas’il est excessivement rare qze’-accte colonie d’abeilles atteio2te de loque
américaine soit également atteüzte par la loque européenne en même temps.



CHAPITRE VII

CONCLUSIONS DE LA DEUXIEME PARTIE

J’ai montré que les différents produits de la ruche possédaient des
propriétés antibiotiques à des degrés variables. Lors de l’étude de chacun
d’eux, j’ai essayé de les comparer aux autres suivant leur origine, leur
utilisation pour l’abeille et leur action sur les bactéries. Cependant, ces
comparaisons étant fragmentaires, j’ai regroupé ici les rapports qui
existent entre tous les produits de la ruche vis-à-vis des souches bacté-
riennes étudiées, et plus spécialement vis-à-vis des souches pathogènes
de la colonie d’abeilles.

10 Comparaison de l’action antibiotique
des divers produits de la ruche et de l’abeille.

Si j’examine les courbes des figures 26 et 27, je puis remarquer tout
d’abord qu’il existe deux séries de substances.

a) Un lot très homogène, dont les courbes sont très groupées ; il s’agit
de la propolis, de la cire, et du nziel.

b) Un lot très disparate plus actif que le précédent comprenant la
gelée royale, le pollen et l’abeille. I,a gelée royale étant la substance la
plus voisine du groupe précédent et le pollen étant la substance dont
l’action antibiotique se différencie le plus de toutes les autres.

Cependant, quelques remarques générales sont valables pour l’en-

semble des substances éprouvées. Les tableaux XXI et XXII résu-
ment l’action de ces substances sur une dizaine de souches bacté-

riennes.

a) L’action antibiotique est faible ou nulle pour les Escheyichia coli
et Pseudomonas Pyocyanea.

b) L’activité antibiotique est plus grande sur Bacilltls alvei que sur
Bacillus larvae.

c) L’action antibiotique est importante sur Salmonella gallinayum
(sauf pour le miel et la propolis) et sur Proteus vulgaris.

d) L’activité antibiotique du pollen est, pour toutes les souches,
plus importante que les autres substances sauf pour les souches

pathogènes de la ruche pour lesquelles l’extrait d’abeille est plus
actif.



e) Les deux extraits qui se ressemblent le plus sont ceux du miel
et de la cire. 

’

f ) Les extraits de bourgeons de Populus ont une action très voisine
de ceux de Propolis. D’autre part, on retrouve dans le ntiel, la cire et la
Propolis un colorant, la chrysine qui provient des bourgeons de peuplier.
Or, l’activz’té antibiotique de ces trois produits de l’abeille est voisine. Il

est possible qu’il y ait diffusion dans le miel d’un autre corps provenant
de la propolis ou de la cire (contenant elle-même de la propolis), puisque
l’antibiotique de la propolis est extractible par l’eau.

g) A ucun rapport dans l’ action antibiotique !a’est visible entre le

Pollen et la gelée royale et, contrairement à toute attente, la gelée royale
qui contient certains principes du pollen Plus conce!ztvés (acide pantothé-



nique par exemple) est moins active que celui-ci. Au contraire, le vieillisse-
ment des deux substances qui n’existe pas pour les autres produits de la
ruche est très marqué pour la gelée royale et le pollen. Ce vieillissement
qui n’affecte pas la valeur antibiotique des extraits de pollen annule
rapidement cette valeur dans les extraits de gelée royale.

h) Les antibiotiques de la cire et de la propolis sont très stables, celui
du miel est photolabile, mais il est thermostable.

i) Enfin, aucun des extraits, même celui de la gelée royale, n’a

de -vessemblaiace vraiment nette avec l’extrait d’Apis mellifica. L’antibio-
tique de l’abeille est différent des autres produits de la ruche et cependant,
à part la propolis qui est d’origine végétale pour la plus grande part, on
peut dire que l’abeille ajoute de ses propres sécrétions salivaires à tous
ces produits nectar, pollen et cire (malaxage de cette substance lors de
la construction). Quant à la gelée royale, c’est une sécrétion des glandes
pharyngiennes et le rapport avec l’antibiotique de l’abeille devrait être
plus net à priori. l,e tableau XXIII essaie de donner une image des
rapports existant entre les différentes substances et l’abeille, mais, s’il

permet de rendre compte de certaines similitudes (cire, miel et propolis)



il marque bien certaines différences d’activité antibiotique (pollen et
gelée royale ou gelée royale et abeille).

2° Valeur antibiotique des divers produits de la ruche et de l’abeille

vis-à-vis de Bacillus alvei et de Bacillus larvae.

L’activité antibactérienne des produits de la ruche vis-à-vis des

souches pathogènes de la colonie d’abeilles a été très peu étudiée, et seuls
quelques travaux fragmentaires déjà cités plus haut ont été effectués,
à savoir, l’action sur B. larvae ou B. alvei des nourritures larvaires

(TOUMANOFF 1929, TARR I(!3q., MATUKA et TOPOI,NIK I(!52, KRASIKOVA

1955) de la propolis (VERGÉ, 1951) et du pollen (travaux plus complets
que les précédents par SMITH, BECK et ANDERSON (I949)!

J’ai entrepris d’éprouver tous les extraits de produits de la ruche et
de l’abeille sur Bacillus larvae et Bacillus alvei. Les résultats ont déjà
été portés à chaque chapitre concernant l’une ou l’autre des substances.
Dans ces conclusions, je veux simplement grouper l’ensemble de ces
résultats sous forme de tableaux et en tirer des règles générales concernant
l’activité antibiotique de la ruche vis-à-vis des souches pathogènes pour
l’abeille.

J’ai éprouvé successivement par la méthode de la dilution :
10 L’extrait alcoolique d’abeilles saines.

20 L’extrait alcoolique d’abeilles dont la colonie était atteinte de
Loque américaine (sur B. larvae seulement).



30 I,’extrait alcoolique de pollen en pelotes récolté par les abeilles.
.!! I,’extrait alcoolique de cire bâtie (très foncée).
5° L’extrait alcoolique de propolis.
60 I,’extrait acétonique de miel de colza.

70 L’extrait éthéré de gelée royale.
Suivant la technique habituelle, les extraits en phase aqueuse furent

ajoutés aux milieux de culture employés pour les témoins. Pour Bacillus

alvei, le milieu de culture est un milieu à 10 p. i o0o de peptone, gélosé
à 25 p. i ooo ; Bacillus larvae, plus difficile à cultiver, a été ensemencé,
sur milieu de Dubos au « tween 80 ».

Si j’interprète les résultats des figures 36 et 37, et des table a.ux XXIV
et XXV, je constate les faits suivants :

10 L’action antibiotique des extraits d’abeilles ou de divers produits
de la ruche est sensiblement parallèle pour Bacillus larvae ou Bacillus
alvei : action très importante des extraits de propolis et de cire sur ces
deux bacilles, tandis que les autres extraits sont beaucoup moins actifs.



20 L’action antibiotique des divers extraits est plus marquée envers
Bacillus alvei qu’envers Bacillus larme dans tous les cas, et très souvent
double ou triple.



30 L’action des divers extraits sur Bacillus alvei consiste en une inhi-
bition à partir d’une certaine concentration et un développement normal
au-dessous de cette concentration. Seul l’extrait de pollen possède en
plus un effet retardateur sur le développement de la souche lorsqu’il est
ajouté au milieu même en quantité inférieure à la dilution limite nécessaire
à l’inhibition.

4! Au contraire, l’action des divers extraits sur Bacillus larvae est
différente. En effet, tous les extraits possèdent une action vetavdatvice
sur le développement du bacille, lorsque ceux-ci sont employés en dessous
de la dilution inhibitrice.

50 I,’extrait d’abeilles provenant de colonies atteintes de la l,oque
américaine contient deux fois plus d’unités antibiotiques sur Bacillus
larvae que l’extrait d’abeilles saines, comme si une sécrétion antibiotique
o de défense)) » se produisait à ce moment.

60 I,’action de la gelée royale est très faible sur Bacillus alvei et
encore plus faible sur Bacillus larvae. Pour Bacillus larvae, il a fallu

30 p. 100 de gelée royale dans un milieu pour obtenir l’inhibition totale
(pH ajusté) et pour Bacillus alvei 10 p. 100 seulement.



- En conclusion, on peut dire que l’intérieur de la ruche paraît
entièrement tapissé de substances antibiotiques qui montrent une

certaine activité vis-à-vis des maladies bactériennes du couvain. Les pro-
visions (pollen et miel), et même dans une plus faible mesure la gelée
royale, participent à cette défense chimique contre les infections. Cepen-
dant l’importance réelle de cette défense reste à déterminer de manière
plus précise.

3° Signification des facteurs antibiotiques
présents dans la colonie d’abeilles.

L/origine des substances présentes dans la ruche est, nous l’avons
vu, très variée. Certains corps sont récoltés sur les végétaux et entreposés
directement, d’autres sont modifiés avant d’être emmagasinés, d’autres
enfin sont des sécrétions de l’insecte lui-même. Certaines substances sont

utilisées à édifier le nid, d’autres servent à la nourriture. A travers cette
diversité nous n’avons pas réellement trouvé de rapports très nets du

point de vue de la valeur antibiotique, comme je l’ai montré ci-dessus.
l,es substances diverses de la ruche ont des effets antibactériens parfois
complémentaires et suivant les besoins, il doit se produire un équilibre.
Ces besoins peuvent être saisonniers et suivre le développement du
couvain ; ils ont peut-être aussi un rapport avec les maladies et avec le
stockage des produits récoltés. L’ « antibiotique » présent partout dans
la ruche permet à celle-ci de conserver ses denrées, de lutter contre les
maladies et d’embaumer avec succès les gros cadavres. Par exemple, la
cire des rayons paraît revêtue tout entière d’une o pellicule » antibiotique,
formée de la propolis dont les abeilles la vernissent. Une certaine asepsie
est maintenue dans la colonie non seulement grâce aux matériaux de
construction (cire et propolis), mais encore grâce aux provisions elles-

mêmes (miel et pollen) et, dans une plus faible mesure, grâce à la gelée
royale constamment dégorgée dans les cellules du couvain.

Je ne puis m’empêcher de comparer cette défense chimique contre
les infections à celle que l’on rencontre à l’intérieur d’un organisme
vivant.





TROISIÈME PARTIE

LES SUBSTANCES ANTIBIOTIQUES
CHEZ DIVERS INSECTES.

Généralités.

Nous savons que de nombreux insectes possèdent des substances
antibactériennes, antifongiques et même insecticides vis-à-vis des autres
espèces. Ces notions ne sont solidement établies que depuis quelques années
grâce aux recherches de PAVAN et de KOIDSUMI dont nous avons ana-

lysé les principaux travaux. Après avoir obtenu des résultats positifs
sur l’abeille, j’ai éprouvé également la valeur antibactérienne de quelques
insectes afin de savoir si la présence d’antibiotique était un phénomène
général ou réservé seulement aux insectes sociaux et à certains groupes
d’animaux privilégiés. Les premiers essais ont consisté à plonger les
animaux entiers, sans précautions spéciales d’asepsie, dans des milieux
de culture synthétiques appropriés et stérilisés. Les milieux sont exa-
minés ensuite 12 heures ou 24 heures après cet ensemencement pour
voir s’il existe un développement microbien. Les premières épreuves ont
porté sur Musca domestica, CaLliphoya vomitovia, Chyyso!a perla, Droso-
phila melanogaster et Fovficula auyiculavia. J’ai obtenu un développement
bactérien intense dans tous les cas. Des répétitions nombreuses ont donné
les mêmes résultats. Ces premières expériences ont été reprises d’une
manière plus complète, comme nous le verrons plus loin. Mais avant
d’exposer mes recherches personnelles, il est utile, je pense, de montrer
que le sujet n’est pas neuf et que de nombreuses observations et travaux
existent là-dessus dans la littérature. Cependant, je passe rapidement
sur toutes les observations sujettes à caution concernant notamment
l’utilisation d’insectes comme médicaments, que nous pouvons trouver
dans l’ancienne pharmacopée.

Tout d’abord le célèbre médecin AMBROisE PARÉ avait remarqué
vers z579 l’effet bénéfique de certaines larves de diptères pour la guérison
des plaies. Le chirurgien LARREY (i8o3) médecin des armées napoléonien-
nes avait précisé l’action des larves de diptères myasogènes sur les plaies
lors des campagnes d’Egypte et de Syrie. Des essais systématiques sur
l’homme furent réalisés pendant la guerre 1914-1918, par Ba!R (ig3z). Ces
traitements furent réalisés au moyen de larves de Phaenicia seyicata



(Meigen) et également de Phovmia regina (Meig.) et de Lucilia caesar (I,.).
Les résultats obtenus déclenchent alors une foule de travaux sur ce sujet.
Mais il faut attendre 1934 pour que MAURICE réussisse à montrer qu’un
extrait aqueux de larve de Ph. sericata est aussi actif que la présence des
larves elles-mêmes. Enfin, GwaTxrrr et FAILLIS (1938) montrent que l’eau
de lavage des larves de Calliphora possède des propriétés antibactériennes.
BBSIGER (renseignement oral, non publié, 1957) m’a signalé qu’il avait
remarqué lors de travaux sur DrosoPhila melanogaster que les larves
possédaient des propriétés antibiotiques. Nous avons déjà vu l’action
antibactérienne des extraits de larves de Melasoma po!uli 1,. (Pava!,
i953) due à l’aldéhyde salicylique ainsi que l’action bactéricide du sang
d’Agri’otl*s !voyaubana (mis en évidence par PAILLOT) et du sang d’insectes
divers (GLASER 1918), mais sans que cette action soit constante. Plus

proches de nous et plus importants, sont les travaux de PAVA,-; sur divers
insectes et principalement sur Ividomyvmex pruinosus /tM!M!7M, que j’ai
analysés dans la première partie de cette thèse. De même, des substances
antibiotiques ont été signalées chez les fourmis par RAIGNIER (1947)
et S’I’UXIPER (i95o). RAIGNIER signale des faits se rapportant à la valeur
fongostatique des nids de Foymica rufa et pense que le pH j oue un grand
rôle dans les fourmilières. STUnzr!R, de son côté, trouve que le carton des
nids (non abandonnés) de Lasius fuliginosus contient des substances
antibiotiques. Cependant, il semble que ces facteurs seraient plutôt
antifongiques, puisqu’ils inhibent le développement des moisissures.

D’autre part, PAVAN avait déjà trouvé que Lasius recèle une substance
antibiotique principalement dans la tête et l’abdomen. Je pense que ces
quelques exemples suffisent à montrer la présence de ces facteurs anti-
biotiques ou antifongiques chez les insectes, aussi bien chez les larves,
que chez les adultes et aussi bien chez les insectes sociaux que les autres

sans distinction de famille ou de groupe.
Je reviendrai maintenant à quelques notions générales concernant

l’infection chez les insectes.

D’après PaWt,oT, les insectes adultes sont moins atteints par les

épizooties que les larves ou les chenilles. Il en est de même chez les abeilles.
Peut-être l’histolyse des tissus lors des métamorphoses facilite-t-elle le
passage des bactéries ou des champignons dans le sang. Chez l’insecte
adulte, les blessures externes du tégument favorisent également l’infection
en laissant pénétrer dans la cavité générale les éléments microbiens (VAGO,
I959)! D’après de nombreux auteurs, les insectes s’infectent davantage par
le tégument que par le tube digestif. I,es maladies bactériennes des insectes
sont plus souvent des septicémies que d’autres affections. J’ai vu chez
l’abeille que l’âge de l’insecte adulte avait une grande importance pour
la production de l’antibiotique ; il existerait une véritable maturation
du tégument. BmTIN et VELU ont montré également l’influence de l’âge



des insectes sur les infections microbiennes. lueurs travaux ont été réalisés

sur Schistocerca pevegvina avec Coccobacillus acridiorum. Enfin la connais-
sance approfondie des constituants de la cuticule des insectes, dont j’ai
déjà exposé dans la première partie ce qui nous intéresse ici, aide à la

compréhension des mécanismes de défense biochimique vis-à-vis des

microbes pathogènes. C’est la présence d’acides gras libres dans la cuticule
qui permet, dans une certaine mesure, par leur valeur antifongique ou
antibiotique, la lutte contre les infections microbiennes. Nous avons vu que
l’abeille blessée, même légèrement, meurt très rapidement. On peut sup-
poser que sa cuticule lui sert de manteau protecteur contre les invasions
bactériennes. Les insectes très sensibles aux mutilations (comme certains
lépidoptères ou coléoptères) sont peut-être comme Apis naelli f ica et

possèdent à la surface de leur corps une substance antibiotique protec-
trice. Au contaire les frelons et les guêPes hyménoptères, peu sensibles aux
blessures et aux mutilations utilisent sans doute un moyen de défense
différent.



CHAPITRE PREMIER

LES ANTIBIOTIQUES CHEZ LES INSECTES SOCIAUX

10 Les antibiotiques chez les Trigones et les Mélipones.

Grâce à l’obligeance de VIRGILIO de PoRTUGaI, ARAUJO qui avait
expédié au Laboratoire une colonie de Trigona bocandei vivante pour
étudier son acclimatation en Europe, j’ai pu éprouver la valeur anti-
biotique de ces insectes, ainsi que celle de leurs produits.

Avec l’extrait alcoolique à chaud et l’insecte lui-même, nous avons
obtenu sur Bacillus subtilis, une action deux fois moindre qu’avec l’extrait
d’abeille. J’ai essayé l’antibiotique de trigone sur cinq souches bacté-
riennes. La figure 38 montre les résultats obtenus. Si l’on prend la valeur
10 comme unité arbitraire pour Bacillus subtilis, on constate que l’activité
est identique pour Proteus vulgavis et Salmonella gallinayum, tandis qu’elle



est moitié moindre sur Escherichia coli Bordet et Pseudomonas pyocyaiiea.
Ces résultats ne montrent pas de concordance avec ceux obtenus chez

Apis melli f ica, les extraits alcooliques d’abeilles étant très actifs sur les
Proteus et les Salmonella.

J’ai éprouvé également des extraits de cire, de propolis et de pollen
stocké. J’ai pratiqué l’extraction par l’acétone bouillant (pendant i heure
à reflux) de la cire de trigones. Cette cire foncée provenait des « pots o
ou grosses cellules à miel et à pollen et je l’ai soigneusement récoltée et

lavée auparavant. I,’extrait repris par l’eau est acide, comme celui de
l’extrait de rayons de l’abeille et son odeur, très voisine. Cet extrait
thermostable comme celui de la cire d’Apis a été essayé seulement sur
Bacillus subtitis à cause de la petite quantité de matière première en
ma possession, mais il est très peu actif ; 1&dquo;ai trouvé que t’unité Subtilis
était voisine de zq. tandis que l’extrait acétonique de la cire d’abeille est

10 fois Plus acti en moyenne. Il ne s’agit malheureusement que d’un
essai isolé tout à fait insuffisant.

J’ai cherché également quelle pouvait être la valeur antibiotique



de la « propolis » récoltée par les trigones. La colonie que nous possédions
à Bures-sur-Yvette, récoltait d’énormes quantités de résine noirâtre pour
calfeutrer les moindres interstices.

Cette « propolis » ou « cérumen » d’ailleurs voisine de la résine de

pin (odeur, consistance) provenait sans doute de la pinède située à une
centaine de mètres. J’ai prélevé de cette propolis et également de la pro-
polis dans les colonies d’A!is mellifica voisines. I,’extraction alcoolique
des deux matières m’a donné des extraits qui, repris en milieu aqueux, ont
été essayés sur deux souches bactériennes, Bacillus subtilis et Proteus

vulgaris. La figure 39 nous donne le résultat de l’expérience. Nous pou-
vons constater que l’activité antibiotique de la propolis d’abeille est plus
importante (plus du double) que celle de la résine de Tyigona bocandei.
D’autre part, on remarque que cette résine a la même action sur

Bacillus subtilis que sur Pyoteus vulgaris que la propolis récoltée par

Apis mellifica.

I,’étude de la valeur antibiotique du pollen stocké par Tvigona 6ocaM-
dei a également été entreprise et j’ai tenté de comparer sa valeur avec le
pollen stocké par Apis mellifica. I,a figure 40 montre l’action des deux
extraits sur Bacillus subtilis et Proteus vulgaris. Il faut remarquer que,
dans l’un ou l’autre cas, l’activité sur Proteus vulgaris est plus grande :
cette bactérie est en effet très sensible à l’action des substances antibio-

tiques extraites du pollen. Il est impossible de dire si la différence entre
ces deux substances est due à la valeur antibiotique du pollen lui-même,



à la valeur antibiotique des sécrétions ajoutées par ces apides, ou encore,
à l’action de fermentations diverses dans les cellules à pollen. I,e pollen
stocké par l’abeille était du pollen de Castanea mclgczvis presque pur,
tandis que le pollen de la colonie de l’rigona a révélé à l’analyse pollinique
la présence exclusive de pollen exotique (Angola). D’autre part, le pollen
de 1B1 eliPonula stocké dans de grosses cellules semblait à un degré de
fermentation supérieur à celui de l’Apis znellifica. La présence de mycé-
lium indiquait également la possibilité de transformation par des champi-

gnons. On doit noter la différence d’activité entre la valeur antibiotique
des deux extraits. I,es trigones étant morts pendant l’hiver, il ne m’a pas
été possible de faire de nouveaux prélèvements et de savoir si un pollen
européen récolté et stocké par ces insectes aurait des propriétés antibio-
tiques différentes. En tout cas les trigones récoltaient très facilement des
pollens divers dès leur établissement au laboratoire de Bures.

En résumé, les substances antibiotiques de la colonie de Trigona
bocandei, si l’on excepte le pollen, sont en général moins actives que celles
présentes chez APis mellifica, deux fois moins dans l’épreuve sur Bacillus



subtilis (voir figure 4i). Il résulte de ces essais que le nid de Trigona
boca!zdei comme celui de l’abeille, renferme des antibiotiques et que l’in-
secte lui-même n’est pas dépourvu d’un tel moyen de protection.

Je n’ai pas obtenu de résultats positifs avec l’extrait alcoolique
de Melipoitula quadri f asciata que m’avait expédié du Brésil NOGUEIRA
NETO. Cependant, je ne puis conclure à l’inactivité antibiotique de ces
insectes, car l’échantillon était vraiment trop restreint pour me permettre
des essais suffisants.

2° Les antibiotiques chez les bourdons.

Les Bombus laoytorum et teyyestris ont été extraits par l’alcool à chaud.

La substance obtenue est active sur Bacillus subtilis (U = 6,02) et sur
Proteus vulgaris. Comme chez l’abeille, l’extrait est plus inhibiteur sur
Pyoteus que sur subtilis. Les constituants du nid et le pollen stocké n’ont
pas été essayés. L’antibiotique présent chez les bourdons a été éprouvé



sur d’autres souches (voir tableau XXVI), mais il n’est actif, en dehors
des deux bactéries déjà citées, que sur Salmonella Pulloruin n° 3og.
Dans tous les autres cas, il n’y a pas d’inhibition. I,’activité sur Bacillus
subtilis est voisine de celle de l’extrait de trigones.

30 Les antibiotiques chez les guêpes et les frelons.

La substance extraite de Vespa germanica ne s’est pas révélée inhibitrice
du dévelo!!ement de Bacillus subtilis.

Au contyaiye, l’extyait alcoolique de Vespa cyabyo s’est révélé d’une
activité voisine de celle des trigones et des bourdons (U = 7,74 sur Bacillus

subtilis). Cette substance s’est montrée très active sur Pyoteus vulgaris
(U = y,3) et légèrement inhibitrice vis-à-vis de Escherichia coli Bordet
(U = 5,a).

Il est curieux de constater que des insectes aussi voisins et de moeurs
aussi semblables possèdent des moyens très différents de lutte envers les
microorganismes. Cependant nous avions vu que ces deux hyménoptères,
l’un comme l’autre, étaient peu sensibles aux mutilations. Que ces insectes
diffèrent de l’abeille en ce qui concerne la présence de substances antibio-
tiques, cela semble normal puisque leur nutrition et leur cycle de dévelop-
pement est totalement différent. Les bourdons et principalement les

mélipones, au contraire, s’en rapprochaient beaucoup plus. Pnvarr

qui a essayé l’action des extraits de Vespa cyabYO avait montré que l’ou-
vrière était plus ou moins active sur Escherichia coli et que la larve était
inactive sur cette souche.

40 Les antibiotiques chez Formica rufa.

Je n’ai pas fait d’études très poussées sur les fourmis, ces insectes
ayant fait l’objet des recherches de PAVAN. En ce qui concerne Formica
ri<fa a Pavarr a éprouvé séparément l’abdomen, le thorax et la tête. Il

trouve que seul l’abdomen possède des propriétés antibiotiques vis-à-vis
de Escherichia coli et Proteus vulgaris. De même l’ensemble de ses tra-
vaux sur Iridomyrmex lui a fait supposer que la substance active était
produite par des glandes anales. Je n’ai pas cherché à savoir la provenance
de cette substance chez la fourmi rousse. J’ai simplement éprouvé des
extraits alcooliques de l’insecte adulte entier sur quelques souches :
l’extrait est très actif sur Bacillus subtilis souche Caron (U = 54,64), sur
Salmonella g’a!’Ma!M!M, E. Coli Bordet, Pseudomonas !yocyanea et prin-
cipalement sur Proteus vulgaris (voir figure 38 et le tableau XXVI). Je
dois préciser que j’ai trouvé des différences allant du simple au double
entre des insectes capturés fin mars et ceux capturés vers le 15 mai,
ces derniers contenant plus d’antibiotique. D’autre part, l’extrait de



nymphes n’est jamais actif. Ces résultats concordent avec ceux de PAVAN
sur Iridomyrmex, cet auteur ayant montré que seuls les adultes sont
antibiotiques à l’exclusion des larves, des nymphes et des ouvrières

naissantes. Les fourmis doivent être sorties du nid et pigmentées pour que
la substance antibactérienne apparaisse et enfin, la quantité d’iridomyr-
mécine est variable suivant le stade physiologique, la date du prélèvement
et l’emplacement des nids (P.wAN). Cependant, je n’ai jamais trouvé
d’action avec l’extrait de Formica yufa sur les Eschevichia cnli n° 10,

13, 16, du tableau I. En résumé, les colonies de fourmis sont également
défendues contre les infections par des substances antibiotiques dont le
comportement est similaire de celles extraites chez Apis mellilt’ca.

50 Les substances antibiotiques chez les termites.

Ayant trouvé des substances antibiotiques dans la plupart des socié-
tés d’insectes, j’ai pensé que les termites devraient posséder les mêmes
substances. I,a difficulté de s’en procurer en quantité suffisante pour les
épreuves a limité mes recherches. J’ai essayé les ouvriers de deux espèces
de termites, le Reticulitermes lucifugus du Sud-Ouest français et une autre
espèce africaine non déterminée. Ces isoptères ont été soumis à une extrac-
tion alcoolique à chaud suivant les méthodes habituelles. L’extrait de
Retieuliteymes Luci f ugus est très actif sur Bacillus subtilis (U = 46,72)
c’est-à-dire d’une valeur antibiotique voisine de celle des fourmis. Par
contre l’extrait de termites d’origine africaine (indéterminés) s’est révélé
totalement inactif même avec 1/40 d’extrait sec dans le milieu de culture.

Le facteur antibiotique thermostable trouvé chez Reticulitermes luci f ugus
s’est montré en outre actif sur Pseudomo!2as pyocyanea, Escherichia coli
Bordet, Salmonella gallinarum n° 38 et Salmonella pullorum n° 309 et

complètement inactif sur la plupart des Eschevichia coli (voir tableau
XXVI) ; PAVAN a éprouvé également la valeur antibiotique des termites ;
il a montré l’inactivité de l’extrait de soldats et d’ouvrières de Calotevmes

f lavicollis P. sur une douzaine de souches bactériennes dont Eschevichia
coli. On ne peut rien déduire de ces essais très fragmentaires. Les termites
mériteraient à cet égard une étude très approfondie étant donné leur
importance et leur diversité. Il faudrait bien également éprouver les maté-
riaux de leur nid et leurs provisions.



CHAPITRE II

LES ANTIBIOTIQUES CHEZ LES AUTRES INSECTES

Après avoir montré la présence des principes antibiotiques chez
divers insectes sociaux appartenant à des familles diverses, j’ai étudié
également quelques insectes à caractère non social de différents groupes :
apides solitaires, homoptères vivants groupés, lépidoptères, coléoptères,
diptères, dyctyoptères, dermaptères et planipennes.

10 La substance antibiotique chez un apide solitaire

(Xylocopa violacea Latr.).

Un extrait alcoolique des xylocopes a été essayé sur Bacillus sub-

tilis souche Caron. Cet extrait est très actif, il correspond à U = 23,8
et son action est plus importante que chez les trigones, guêpes, bourdons
et abeilles. Ce facteur antibiotique des xylocopes doit être très stable
à la température du laboratoire, car des insectes prélevés dans une collec-
tion entomologique où ils étaient conservés depuis plusieurs années se
sont révélés d’une activité inhibitrice semblable à celle des animaux

récemment tués. I,a quantité limitée de sujets que j’ai pu me procurer
ne m’a pas permis d’étudier l’action de la substance sur d’autres souches
bactériennes. PavaN a déterminé également la valeur antibiotique de
cet apide solitaire sur une dizaine de bactéries. Il a séparé les extraits de
tête, de thorax et d’abdomen de mâles. Ses résultats sont négatifs (notam-
ment sur Escherichia coli), mais l’explication est peut-être facile à trouver :
chez l’abeille, nous avons vit que les extraits de mâles !ze son.t jamais anti-
bactériens.

2° La valeur antibiotique des extraits d’ Homoptères.

Le Pyrrhocoris apterus est un homoptère que l’on rencontre vivant
en colonies assez importantes au pied de certains arbres tels que les

tilleuls ou les marronniers. Bien que nous n’ayons pas affaire à des insectes
sociaux, il était intéressant de savoir si un groupement important d’indi-
vidus de tous âges en un point donné, possédait un moyen de défense bio-
chimique envers les infections microbiennes. J’ai à cet effet extrait par
l’alcool à chaud une dizaine de grammes de ces insectes (de tous les âges).
Cet extrait repris en milieu aqueux et éprouvé sur Bacillus subtilis et



Proteus vulgaris n’a jamais donné de yéultats positils, même avec des
concentrations très fortes d’extrait (1/25 environ). Ces insectes quoique
vivant en colonies assez importantes, ne possèdent pas de substances anti-

biotiques pour lutter éventuellement contre une épizootie.

30 Les substances antibiotiques chez les lépidoptères.

L’épreuve a été réalisée au moyen d’un extrait alcoolique à chaud
de Avctia caja L. capturés grâce à un piège lumineux. La substance
extraite de ces lépidoptères est très antibiotique vis-à-vis de Bacillus
subtilis (U = 30, 12) et encore plus (U = 60,24) vis-à-vis de Proteus vul-
gayis. Au contraire, une conservation au réfrigérateur pendant trois mois
est suffisante pour détruire presque la totalité de ce principe antibio-
tique. Cependant il est encore possible de montrer une action inhibitrice
partielle sur Salmonella gallinarum n° 47, Esclzeviclzia coli Bordet. Mais je
n’ai jamais pu trouver d’action antibiotique sur Pseudomonas !yocyanea.
On peut dire qu’il existe chez Arclia caja un principe antibiotique ther-
mostable (il résiste z5 minutes à 1200), mais que ce facteur se dégrade en
fonction du temps. Il est inutile de rappeler à nouveau les travaux de
KoiDsumI sur les antifongiques présents chez les chenilles de lépidoptères,
je les ai suffisamment analysés dans la première partie de cette thèse.
Pavarr en revanche, n’a pas trouvé d’action antibiotique chez Cossus
eossus 1,., Thaumeto!oea !yoc!!t!a: Sch. et Sitotvoga ceyealella Oliv. vis-à-
vis d’une dizaine de souches bactériennes.

40 Les substances antibiotiques chez les coléoptères.

L’extrait alcoolique à chaud a porté sur un lot de Cerambycidae,
principalement Cerambyx cerdo et Cerambyx sco!o!Y. La liqueur évaporée
et reprise par l’eau s’est montrée antibiotique vis-à-vis de Bacillus

subtilis (U = 20) et de Proteus vulgaris (U = q.o). Ce facteur antibactérien
est thermostable. Pev!rr qui a éprouvé des extraits d’une douzaine de
coléoptères a trouvé actifs seulement les extraits du genre Brachinus et
de Paederus fusciPes Curt. Ce dernier Staphylinide est antibiotique vis-à-
vis de Mycobacteyium phlei. Des extraits de Bvachinus sont actifs sur une
dizaine de bactéries diverses. Au contraire Pwal.r n’a pas obtenu de

résultats positifs avec les coléoptères vésicants tels que Lytta vesicatoria
I!. et Meloe cicatricosus lch. I,a répartition de la présence de facteurs anti-
biotiques semble également chez les coléoptères être très variable. La
présence de principes antibactériens n’est pas attachée à tel groupe uu
genre et en l’état actuel de la question il est difficile de se faire une opinion
sur l’ensemble. J’en terminerai avec les coléoptères en rappelant la grande
activité antibactérienne et insecticide trouvée par PAVAN (1953) chez la
larve de M elasoma populi.



5° Les substances antibiotiques chez les diptères.

Nous avons vu dans les généralités de cette troisième partie quelle
était l’importance des substances antibiotiques chez les larves de diptères
et principalement les diptères myasogènes. Cependant, si l’accord est fait
sur la présence de substances antibactériennes chez les larves de ces

derniers, nous allons voir que leur répartition n’est pas générale. PAVAN
a montré que les extraits de larves de Sarcophaga sp. étaient inactifs sur
8 souches bactériennes éprouvées. Nous savons que Maisca domestica est
parfois naturellement immune vis-à-vis d’un champignon pathogène
Em!usa muscae (PAILLOT 1933). D’après mes premières expériences, je
savais que des mouches adultes plongées dans un milieu nutritif ne don-
naient pas lieu à culture de microorganismes dans tous les cas. L’essai
avec Drosofifiila melanogaster adulte m’avait donné les mêmes indica-

tions. C’est alors que j’ai patiqué l’extraction alcoolique à chaud sur
un échantillon de Musca domestica. Cet extrait en milieu aqueux s’est

révélé totalement inactif sur Bacillus subtilis. Sur Proteus vulgaris, je n’ai
pas obtenu une inhibition totale, mais simplement une action retayda-
tyice sur le développement (2q. heures de retard par rapport aux témoins).
La mouche domestique possède-t-elle un principe antibiotique sur la

cuticule? Les expériences n’ont pas tranché la question, cependant si
une telle substance existe, elle est peut-être très labile ou spécifique de
certaines bactéries. L’expérience qui consiste à mutiler les insectes (par
ablation des pattes et des antennes) a montré une très grande résistance
des animaux dont la survie est semblable à celle des témoins. 

’

60 Les substances antibiotiques chez les Dictyoptères.

L’extraction alcoolique à chaud a été effectuée sur Blatella germanica.
L’extrait obtenu est évaporé et repris par l’eau. L’épreuve de cette sub-
stance sur Bacillus subtilis se révèle négative, cependant à une certaine
concentration on obtient un retard de 24 Izeacves dans le développement de
La bactérie par rapport au témoin. L’inhibition complète n’a pas été obser-
vée. Les essais sur plusieurs autres souches ont été négatifs et seules

quelques Salmonella ont réagi à l’addition de cet extrait dans le milieu
de culture (voir tableau XXVI).

70 Autres insectes recélant un antibiotique.

Nous avons vu dans les généralités que si l’on plonge dans un milieu
les deux insectes suivants, il ne s’y développe aucun microorganisme.
- Clzyyso!a Perla (Planipenne).
- F orficula auriculavia (Dermaptère).
Je n’ai pas pratiqué l’extraction de ces deux insectes pour mesurer leur va-

leur antibiotique car je ne possédais pas assez d’exemplaires de ces animaux.



COBCI.USI01T DE LA TROISIÈME PARTIE

10 Interprétation des résultats obtenus chez les insectes divers.

1/examen des résultats concernant la valeur antibactérienne d’extraits
des divers insectes ne m’a pas permis de dégager des règles générales. Les fi-
gures 38, 42 et le tableau XXVI fournissent une vue d’ensemble de ces essais.

a) Tout d’abord, il !z’est pas possible de trouver des correspondances
valables entre deux insectes même voa’si!zs ; par exemple, nous avons montré
la différence existant entre deux animaux du même genre tels que Vespa
germanica et Vespa cyabro. De même, chez les isoptères, certains termites
recèlent une substance antibiotique très active et les autres, pas du tout.
Chez les diptères, il y a également de grandes différences. En revanche
il existe des rapports entre des insectes éloignés comme Reticulitermes
luci f ugus et Formica yu f a. Citons encore l’inactivité des extraits de cer-
tains insectes sociaux comme Vespa geymanica, les termites afyicaizas et
un homoptère vivant en groupe comme Pyrrhocoris apterus. Mais l’extrait
d’un apide isolé comme Xyloco!a possède la même action que celle des
Apides ouVespidessociauxtels que Trigona, Bombus, et Ves!acyabro. Seule
l’action des antibiotiques de la colonie d’Apis niellifica est comparable à
celle de la colonie de Trigona bocandei sur Bacillus su btilis (voir figure 41) ;
malgré cela cette activité n’est pas la même sur d’autres souches bactériennes
(figure 38) . Cet ensemble de résultats montre une grande irrégularité dans la pré-
sence et l’action de substances anti biotiques chez les insectes. Cependant, d’après
l’ensemble des travaux actuels, on peut supposer qu’un grand nombre d’in-
sectes, dans les ordres les plus divers sont dotés de substances antibiotiques.

b) Nous avons vu que différents auteurs ont montré que les larves
s’infectent davantage que les insectes adultes (PAILLOT 1933) et que la

présence d’antibiotiques chez certains apparaissait lorsque l’adulte atteint
une certaine maturation physiologique (PAVAN 1052). J’ai trouvé chez
Apis mellifica des mécanismes semblables, mais ceci n’est pas du tout
général chez les insectes. En effet, nous savons que les larves de diptères
myasogènes et les drosophiles possèdent des propriétés antibiotiques,
et j’ai montré dans ce qui précède que les adultes de mouches domestiques
et de drosophiles ne contenaient pas de principe antibiotique. Je ne puis
donc pas faire entrer en jeu d’une manière générale, les facteurs ayant trait
au stade ou à l’âge des izasectes dans la production de telles substances.

c) De même je supposais que les insectes sensibles à des mutilations
possédaient à la surface de leur corps des substances antibiotiques et que
les autres possédaient un mécanisme de défense antibactérienne très diffé-
rent. I,es expériences préliminaires n’ont pas confirmé cette hypothèse
et les insectes sensibles aux blessures ne recèlent pas f oycément plus de facteur
antibactérien que les autves. En effet, les frelons et les guêpes sont peu
sensibles aux mutilations et j’ai déjà montré ci-dessus que le premier



possédait un antibiotique tandis que le second en était dépourvu. Cepen-
dant, d’une manière générale, les auteurs admettent que la présence
d’insectes prédateurs favorise les épidémies chez les insectes, ces prédateurs
favorisant la pénétration des microorganismes pathogènes dans le sang par
les blessures qu’ils occasionnent. La barrière cuticulaire est de toute évi-
dence d’une utilité primordiale chez les insectes, du point de vue microbien.

d) Tous les essais portant sur les antibiotiques ou antifongiques chez
les insectes, sauf les exceptions concernant Iridomyrmex et Bombyx mort,
ne sont pas encore assez précis pour en tirer des conclusions intéressantes.
PAVAN lui-même a passé en revue un grand nombre d’insectes mais il

ne fait état d’aucune mesure d’activité antibiotique par rapport au poids
du matériel d’origine. Il s’ensuit que nous sommes encore à la période de
défrichage et que tous ces essais devraient être repris en tenant compte
du poids d’insectes, du solvant employé pour l’extraction, du stade et
de l’âge, du sexe, de la saison de prélèvement ; et de la sensibilité des
souches bactériennes choisies, autant de facteurs qui font varier dans
de grandes limites la valeur des résultats.

Si l’on veut tirer quelques conclusions de cet ensemble préliminaire
on peut dire que :
- La majorité des insectes sociaux possèdent une substance anti-

biotique, ainsi que les matériaux de leurs nids.
- Les apides sociaux et au moins un apide solitaire possèdent une

substance antibiotique.
- Les lépidoptères, les coléoptères et les hyménoptères semblent possé-

der des facteurs antibiotiques plus actifs que ceux des autres insectes.
- L’action sur les souches de Pvoteus est toujours importante sur

tous les insectes essayés ; tandis que l’activité antibiotique vis-à-vis des
Eschevichia coli est toujours faible ou nulle.

20 Comparaison de l’action antibiotique
entre les divers insectes et l’abeille.

J’ai recherché les similitudes et les divergences entre Apis mellifica
et les autres insectes. Le tableau XXVI et les figures 38 et 42 résument
les résultats. Les comparaisons sont extrêmement difficiles et demandent
beaucoup de prudence.

Tout d’abord aucun extrait d’insectes (même chez les apides) ne
s’est révélé actif sur les Escherichia coli, tandis que le facteur antibactérien
de l’abeille inhibe cette souche. Au contraire, les extraits de frelons, de
fourmis, de bourdons, de lépidoptères et de coléoptères sont très actifs suv
Pvoteus comme celui de L’abeiLle. Seuls les extraits de trigones sont peu
actifs sur Pvoteus (U proteus = U subtilis). Il est assez curieux de cons-
tater que Vespa cvabvo exerce une action très voisine de celle de APis



mellifica. Cependant, si ces deux hyménoptères se ressemblent par leur
caractère social, ils diffèrent par beaucoup de points, ne serait-ce que par
leur régime alimentaire. On peut dire, d’autre part, que Trigona bocazzdei
apide voisin de l’abeille diffère de celle-ci au point de vue de l’activité anti-

biotique. Les extraits de nombreux insectes n’ont pas été essayés sur toutes
les souches, ce qui nous gêne beaucoup pour l’interprétation des résultats.
La comparaison avec Formica rula est difficile, car suivant la saison la

valeur antibiotique de l’extrait varie. Cependant, l’activité inhibitrice est
touj ours plus grande pour Proteies vulgaris que pour Bacillus su btilis comme
chez l’abeille. De même chez Bmnbus, je retrouve ce même phénomène.

Il serait intéressant d’étudier la valeur antibiotique des matériaux
et des provisions des nids d’insectes sociaux et, par exemple, le pollen
stocké par les Bombus, pour voir si ces matériaux sont antibiotiques,
comme dans la colonie d’abeilles. D’autre part, nous avons vu des ressem-
blances quant à l’influence de l’âge, du stade, et de la maturation physio-



logique entre l’abeille et les fourmis. Au contraire, l’abeille diffère de cer-
tains insectes par l’absence de substances bactéricides dans son sang,
et l’absence de substances antifongiques dans son corps. Mais l’abeille
est moins sujette aux maladies à champignons que certains insectes

et dans la ruche, la propolis joue le rôle d’antifongique.

3° Signification et utilisation possible
des substances antibiotiques chez les insectes.

I,a lutte biochimique que mènent les êtres vivants contre les microbes

pathogènes est renforcée par la présence de principes antibiotiques chez
les insectes. Il semble de plus en plus que ce mode de défense de l’individu
soit beaucoup plus répandu qu’il ne le paraissait il y a quelques années.
D’HEREUE (1911) par exemple avait déjà remarqué que dans la nature
20 à 25 p. 100 des criquets résistent à Coccobacillus acridiorttm et pré-
sentent une immunité naturelle lors des grandes épizooties. Ces phéno-
mènes de résistance sont très fréquents et un certain pourcentage
d’entre eux paraît dû à l’immunité biochimique. D’autre part, les prin-
cipes antibiotiques extraits des insectes sont plus ou moins spécifiques.
METALNiKOV (1927) a montré par exemple la grande virulence à faibles
doses de certains bacilles sur Galleria mellonellâ (E. coli, B. sttbtilis,
B. proteus) tandis que ce lépidoptère résiste très bien au bacille de Koch.
On peut supposer également que certains insectes possèdent des facteurs
inhibiteurs très sélectifs, lorsque l’on considère leur écologie. C’est le cas,
par exemple, des coprophages dont les boulettes stercoraires se con-

servent très bien et des nécrophages qui ne sont jamais atteints par les
infections microbiennes. Il est probable également que les insectes vecteurs
des bactéries pathogènes et très spécialisés sont résistants à ces mêmes bac-
téries ; qui sait si cette résistance n’est pas due à une substance spécifique?

La connaissance de l’origine et du mécanisme d’action de ces prin-
cipes antibactériens pourrait aider dans une large mesure l’entomologie
appliquée. L’étude de l’apparition de l’inhibiteur en fonction du stade
ou de l’âge d’un insecte permettrait dans la lutte biologique d’appliquer
avec plus de chances de réussite tel ou tel agent pathogène à tel ou tel
moment. De même la protection des insectes utiles tels que l’abeille, et le
ver à soie pourrait se pratiquer d’une manière plus rationnelle et se rédui-
rait peut-être simplement à une question d’alimentation.

Enfin, ces antibiotiques extraits des insectes ont peut-être un intérêt
thérapeutique pour l’homme et les animaux supérieurs. On a montré par
exemple l’action inhibitrice ivc vityo d’extrait de Paederus f usci!es et de
Braci,tiiius sur Jtlycobacterium Phlei. D’autres extraits de divers insectes
se sont révélés actifs in vitvo sur B. anthracis, S. paratypiii, S. typJai.
Citons encore l’utilisation effective des larves myasogènes dans la sté-
rilisation et le nettoyage des plaies.



CONCLUSIONS GÉNÉRAI,ES

A. - Importance de la défense biochimique.

La présence des substances antibiotiques chez l’abeille et chez les
insectes confirme une fois de plus l’existence d’une défense biochimique
des êtres vivants vis-à-vis des infections microbiennes. Nous avons vu

que Gi<ASER avait pressenti, il y a déjà plus de quarante ans l’importance
d’un tel moyen de lutte antimicrobien chez les insectes. Cependant, dans
ce domaine c’est PAILLOT qui a montré par de multiples exemples et
établi d’une manière irréfutable que la phagocytose n’était pas le moyen
unique de protection chez l’insecte contre les microbes pathogènes. Actuel-
lement, depuis quelques années, les études concernant la défense biochi-
mique chez les animaux ont pris une grande importance. La théorie des
réactions cellulaires d’immunité, chère à M!TCHrrtxo!! et longtemps
considérée comme la seule valable, ainsi que celle des réactions humorales
se trouvent maintenant complétées par d’autres notions dont l’impor-
tance va grandissant chaque jour. Les travaux de NuTirri, Bioom, puis
HmSCH et DuBos sur les mammifères et l’homme sont parmi les plus
représentatifs et ouvrent une voie nouvelle à la médecine. Dans un do-
maine plus modeste, les zoologistes ont apporté leur contribution à cette
théorie toute neuve. Je rappellerai simplement ici les noms de PAVAN
et de KorDSU!m. J’ai montré, de mon côté, l’existence d’un tel mode
de défense chez l’abeille et chez quelques insectes. L’étude de telles sub-
stances chez Apis melli f ica avait à mon avis un intérêt certain. En effet,
il s’agit là d’une société d’insectes où la lutte contre les épizooties a une

importance considérable à cause des facteurs multiples qui favorisent les
infections (population dense d’individus, température et hygrométrie
constante, etc.). J’ai donc précisé, en ce qui me concerne, que l’abeille em-

prunte largement les moyens de défense qui lui sont nécessaires aux sub-
stances antibiotiques présentes dans la ruche. Ces recherches confirment
dans une certaine mesure et dans un domaine nouveau l’importance
de cette résistance biochimique pour de nombreux êtres vivants.

B. - La présence de substances antibiotiques dans la colonie d’abeilles
confirme les réactions d’équilibre constant qui règlent cette

société d’insectes.

Nous savons que, dans la ruche, il existe tout un système de régula-
tions entre diverses activités de la colonie et que rien ne s’y fait indi-
viduellement. L’on peut dire également d’après les recherches que j’ai
effectuées que la sécrétion ou la récolte de substances antibiotiques
dans la ruche semblent réglées de la même façon. Il existe un équilibre
dans la ruche qui contrebalance l’influence de facteurs divers tels que



la nutrition, la saison, le développement du couvain, l’apparition d’une
maladie, etc. Le dégorgement continuel de la gelée royale aux larves
en fournit un bon exemple. De même l’échantillon moyen de pollen
récolté par les abeilles montre une valeur antibiotique toujours à peu
près semblable pour une période donnée. Nous avons vu également
l’interaction qui existe entre la reine et les ouvrières sur la production
de leurs antibiotiques respectifs. Je rappellerai à nouveau les rapports
existant entre l’âge de l’ouvrière, le développement des glandes pharyn-
giennes et sa production d’antibiotique et de même chez la reine le déve-
loppement des glandes mandibulaires et de l’action antibiotique en fonc-
tion de l’âge. Enfin, avant d’en terminer avec cette question, il est très

important de rappeler que seule la propolis est antifongique, mais qu’elle
est présente partout dans la colonie et que d’autre part les champignons
pathogènes sont plus rares chez l’abeille que chez d’autres insectes. La
Production ou la récolte d’aittibiotï’que et d’antifongique dans la colonie

d’A!is mellifica est bien le résultat d’un ensemble de réactions équilibvées,
au même titre que les autres activités de cet insecte.

C. - Importance des antibiotiques des insectes en agronomie.

Une connaissance plus approfondie de la sécrétion de substances anti-
biotiques chez les insectes pourrait rendre de grands services en agronomie.

10 Dans la défense des insectes utiles contre les épizooties, notamment
chez Bombyx mori et Apis ncellifica. Chez l’abeille, il est certain que
l’ensemble des substances antibiotiques que j’ai étudiées agissent dans
une certaine mesure sur les souches pathogènes. Une étude plus poussée
de l’alimentation des larves par exemple permet peut-être d’envisager
la lutte contre certaines maladies sous un jour nouveau. La propolis
dont l’action antifongique est très intense pourrait également expliquer
l’absence ou le développement des infections fongiques. D’un autre côté,
la conservation du pollen dans les ruches, grâce à un facteur antigermi-
natif puissant, est d’une grande importance en apiculture.

2° Dans la lutte biologique contre les insectes nuisibles et principa-
lement lors de l’emploi de bactéries pathogènes, il serait d’un intérêt

capital d’envisager chaque insecte à part afin de savoir à quel stade
ou à quelle époque il serait le plus vulnérable. Cette étude du mécanisme
des défenses biochimiques chez l’insecte donnerait certainement des
résultats intéressants. Déjà P AILLOT en z9z4 disait que cc l’immunologie
comparée » des insectes favoriserait la réussite dans les essais de lutte

biologique microbienne en agronomie. Je pense que la présence assez
fréquente de substance antibiotique chez les insectes justifie maintenant
des études dans ce sens pour améliorer les résultats obtenus dans la

lutte biologique microbienne en entomologie agricole.



D. - Importance des antibiotiques
présents chez les insectes en thérapeutique.

Nous avons vu que de nombreux auteurs se sont intéressés à l’uti-

lisation possible des extraits d’insectes ou de leurs produits contre les
bactéries pathogènes. Parmi les insectes les plus étudiés à ce point de
vue citons Inidomyymex humilis, les larves de diptères myasogènes, Paede-
rus iiiscl’pes, JI elasoma poyali et les produits de l’abeille tels que le miel,
la propolis, la gelée royale, le pollen. Les extraits d’abeilles entrent à peine
dans le cycle des essais in vivo. Le pollen en revanche, a déjà donné des
résultats en rapport avec les essais in vitro. Les souches bactériennes

pathogènes éprouvées in vitro avec les extraits d’insectes sont princi-
palement le &<:c!/e <M!/cM/eM!, le &ac!7! !’!’/!!!Me, les .EM!o!c!e-palement le bacille tubeyczileux, le bacille diphtérique, les Entérobacté-

riacées, les Proteus. Les antibiotiques extraits des insectes ou leurs pro-
duits que j’ai essayés sont en général très actifs sur Bacillus Pyoteus. Les
produits de l’abeille se révèlent intéressants, non toxiques, et actifs

sur de nombreuses souches. L’abeille nous offre une grande facilité de
récolte et d’extraction de tous ses produits et l’animal lui-même est
facile à obtenir en grande quantité, tandis que certains autres insectes
poseraient des problèmes complexes d’élevage. L’apiculture moderne
permettrait le cas échéant de fournir le matériel brut voulu à la médecine
sans adaptation préalable. Mais cette étude de la valeur thérapeutique
des produits de la ruche dépasse le cadre de mon travail et j’espère
que d’autres chercheurs voudront bien s’y intéresser. De toute manière,
l’homme dispose encore de bien peu d’antibiotiques d’origine animale
et je pense que, dans cette voie, il est possible d’en découvrir qui
soient intéressants pour la thérapeutique.

1·J. - Confirmation des travaux antérieurs.

Cette étude m’a permis de confirmer les travaux ou les suggestions
de différents auteurs. Tout d’abord, PAVAN avait vu justeendressant
un inventaire des antibiotiques d’origine animale et en étudiant plus
spécialement les insectes. Les recherches de WHITE gardent également
toute leur valeur depuis 50 ans et représentent un travail de base impor-
tant. Enfin, j’ai pu vérifier scientifiquement la valeur d’un certain nom-
bre d’utilisations empiriques des produits de la ruche, tels que la valeur
antigerminative de certains d’entre eux pour les grains de végétaux
supérieurs. L’examen des fractions actives nous ramène très souvent à
des groupements chimiques qui « inhibent la vie » (inhibiteurs de germi-
nation des pollens et des graines, antibiotiques ou antifongiques) que
l’on retrouve aussi bien chez les végétaux que chez les animaux.



RÉSUMÉ

i. - Le corps de l’abeille adulte renferme une substance antibio-

tique hydrosoluble et alcoolosoluble. Cet extrait n’est pas toxique pour
la souris. La substance est thermostable et l’extrait est stable s’il est
conservé à o°C.

2. - I,’antibiotique de l’abeille est répandu à la surface de la cuti-
cule. I,a tête recèle plus d’antibiotique que le thorax et le thorax plus
que l’abdomen. Le venin a une action peu importante et le sang a une
action nulle.

3. - Chez l’ouvrière les glandes pharyngiennes sont douées de pou-
voir antibiotique, tandis que les glandes mandibulaires sont sans action
sur les bactéries.

4. - L’extrait de mâles est toujours inactif. L’extrait de reines est
actif, mais différent de celui de l’ouvrière. Son activité varie en fonction
de l’âge et de la présence des ouvrières. Le contact des ouvrières favorise
la production d’antibiotiques chez la reine. I,a sécrétion des glandes
mandibulaires de la reine est antibiotique, mais celle des glandes pha-
ryngiennes ne l’est pas.

5. - L’antibiotique chez les ouvrières est plus abondant si celles-ci
sont privées de reine. La sécrétion dépend également de l’âge et de l’état
physiologique des glandes pharyngiennes, de la saison, du régime ali-
mentaire (protéique), de la race, de l’origine géographique et de l’état
pathologique de la colonie d’abeilles.

6. - Les larves, les nymphes et les insectes naissants ne possèdent
pas de facteur antibiotique, quelle que soit leur caste.
- L’antibiotique de l’abeille se trouve dans la fraction des

acides gras.
8. -- L’antibiotique de l’abeille est actif sur 30 souches bactériennes

étudiées. Son activité est très intéressante vis-à-vis des Salmonella, de
Proteus vulgaris et Bacillus alvei.

9. - La substance antibiotique extraite de l’abeille n’est pas

antifongique. Par contre elle inhibe très fortement la germination des
pollens. De même, cet extrait inhibe partiellement la germination des
graines.

10. - La propolis possède une substance antibiotique, hydrosoluble
et alcoolosoluble, thermostable et stable au vieillissement. L’origine de
cette substance provient de la résine récoltée sur les bourgeons de peu-
plier qui fournit un extrait dont l’action est similaire. Cette substance n’a
pas d’action inhibitrice vis-à-vis des Escherichia coli et de Pseudomonas

pyocyanea, elle est au contraire très active sur Pvoteus vulgaris et Bacillus
alvei. La propolis possède en outre des propriétés antigerminatives puis-
santes vis-à-vis des grains de pollen et des graines de végétaux supérieurs.



L’extrait de propolis est d’autre part le seul antifongique puissant de la
ruche.

11. &mdash; ha cire possède une substance antibiotique hydrosoluble,
mais principalement soluble dans l’acétone et thermostable. Son activité
est nulle sur les Eschevichia coli et le Pseudomonas !yocyanea et impor-
tante sur Proteus vulgaris, Salmonella gallinarum et Bacillus alvei.

L’extrait de cire ne possède pas de facteur antifongique, mais inhibe par-
tiellement la germination des graines.

z2. - Le pollen récolté par les abeilles contient un facteur antibio-
tique très actif. Ce facteur alcoolosoluble et hydrosoluble provient de
la plante et de l’abeille. La valeur antibiotique du pollen augmente en
fonction du temps et de la température au cours de sa conservation.
Certains pollens sont inactifs sur les bactéries, mais un échantillon moyen
de la récolte est toujours antibiotique. L’action est principalement nette
sur les Salmonella, Proteus vulgavis, E. Coli Bordet, E. Coli B., Bacillus
alvei et Bacillus larvae. De plus il est actif sur les 30 souches du tableau I.

L’extrait de pollen a une faible action sur la germination du pollen et

inhibe partiellement la germination des graines. Sa valeur antifongique
est nulle.

13. - Le miel contient une substance antibiotique thermostable
et photolabile, extractible par l’acétone. Cette substance provient en
grande partie de l’abeille. L’activité de cet antibiotique est faible par

rapport aux autres produits de la ruche ; les souches les plus sensibles sont
Pvoteus vulgaris et Bacillus alvei. Aucune action sur Eschevichia coli et
Pseudomonas !yocyavcea. L’extrait de miel n’a pas de pouvoir antifongique.
En revanche c’est un inhibiteur puissant de la germination des pollens
et des graines.

14. - La gelée royale possède un facteur antibiotique, soluble dans
l’eau, l’alcool et l’éther. Cette substance est très instable et cependant
résiste à i2oo c. pendant 20 minutes. C’est la fraction acide de la gelée qui
est active. Le pouvoir antibiotique est faible vis-à-vis des autres produits
de la ruche, nul sur quelques souches de Eschevichia coli et Pseudomovcas
Pyocyanca, faible sur Bacillus larvae, plus actif sur E. Coli B, et

Pvoteus vulgaris. I,a gelée royale n’est pas antifongique, mais elle inhibe
partiellement la germination des graines et des pollens.

15. - Aucun des produits de la ruche ne possède une substance
antibiotique ayant des rapports étroits avec l’antibiotique extrait du
corps de l’abeille.
16. - Toutes les substances antibiotiques extraites des colonies

d’abeilles sont actives (plus ou moins) sur les souches pathogènes du
couvain.

17. - Des substances antibiotiques se rencontrent chez d’autres
insectes sociaux, mais ce n’est pas une règle générale. Chez Meliponula



bocandei, on trouve des actions voisines de celles trouvées chez A Pis
mellifica (pour les insectes et leurs produits).
18. - Un apide solitaire, Xylocopa violacea, possède également une

substance antibiotique.
IQ. - I,a recherche de substances antibiotiques chez des insectes

divers a montré l’existence ou l’absence de celles-ci dans divers ordres,
sans qu’il soit possible d’en donner une explication.

SUMMARY

i. The body of the adult bee contains an antibiotic substance, soluble
in water and in alcohol. This extract is non-toxic to mice. The substance is
thermostable and the extract is stable if it is stored at o°C.

2. The antibiotic of the bee is distributed in the surface of the cuticle.
The head contains more antibiotic than the thorax, and the thorax more than
the abdomen. The venom has a slight action and the blood none.

3. In the worker the pharyngeal glands have an antibiotic activity,
but the mandibular glands are without action on bacteria.

4. The extract from drones is always inactive. The extract from queens
is active, but different from that of the worker. Its activity depends on the
queen’s age and on the presence of workers. The contact with workers favours
the production of antibiotics in the queen. The mandibular glands of the queen
are antibiotic, but the pharyngeal glands are not.

5. The antibiotic in the workers is more abundant if they are queenless.
The secretion depends both on age and on the physiological condition of the
pharyngeal glands, on the seasonal diet (protein), on the race and geographical
origin of the bees, and on the pathological condition of the colony.

6. I,arvae, pupa, and newly emerged insects do not possess the antibiotic
factor, whatever their caste.

7. The antibiotic of the bee is in the fatty acid fraction of the extracts.
8. The antibiotic of the bee is active against 30 strains of bacteria studied.

Its activity against Salmonella, Proteacs v2rlgaris and Bacillus alvei is especially
interesting.

9. The antibiotic substance extracted from the bee is not fungicidal.
On the other hand it strongly inhibits the germination of pollen. This extract
also partially inhibits the germination of seeds.

10. Propolis contains an antibiotic substance, soluble in water and in

alcohol, thermostable and stable to ageing. This substance originates in the resin
collected from poplar buds, which give an extract with a similar action. This
substance has no inhibitory action against Esc7aerichica coli and Pseudomonas
pyocyanea ; it is however very active against Proteus vulgaris and Bacillus alvei.
In addition propolis has powerful antigerminative properties against pollen
grains and seeds of higher plants. The propolis extract is the only potent
fungicide obtainable from the hive.

m. Wax contains an antibiotic substance soluble in water, very soluble
in acetone, and thermostable. It has no effect on Escherichia coli and Pseudo-
monas Pyocyanea but a strong effect on Proteus vulgaris, Salmonella gallinarum
and Bacillus alvei. The extract of wax does not contain the fungicidal factor,
but it partially inhibits the germination of seeds.



12. The pollen collected by bees contains a very active antibiotic factor.
This factor, which is alcohol- and water-soluble, comes from the plant and from
the bee. The antibiotic value of pollen increases as a function of time and of
temperature during its storage. Certain pollens are inactive against bacteria,
but an average sample of the harvest is always antibiotic. The effect is parti-
cularly clear on SaLmoa2eLLa, Proteus vulgaris, E. coli Bordet, E. coli B., Bacillus
alvei and Bacillus larvae. Furthermore it is active against the 30 strains listed
in Table i. The extract of pollen has a weak action on the germination of
pollen, and partially inhibits the germination of seeds. It has no fungicidal
value.

13. Honey contains an antibiotic substance which is thermostable, photo-
labile, and which can be extracted by acetone. The greater part of this substance
comes from the bee. The activity of this antibiotic is weak in comparison with
other hive products, the most sensitive strains being Proteus vulgaris and
Bacillus alvei. It has no action on Escherichia coli and Pseudomonas pyocyanea.
The extract of honey has no fungicidal activity. On the other hand it is a

powerful inhibitor of the germination of pollens and of seeds.
y. Royal jelly contains an antibiotic factor, soluble in water, alcohol and

ether. This substance is very unstable, but will stand being heated at 1200 C.
for !.:o minutes. It is the acid fraction of the jelly which is active. The antibiotic
activity is weak in comparison with that of the other hive products, nil towards
some strains of Eschevichia coli and Pseudomonas !yocy!Mea, weak towards
Bacillus larvae, greater towards E. coli’ B., and Proteus vulgaris. Royal jelly is
not fungicidal, but it partially inhibits the germination of seeds and of pollens.

15. None of the hive products contain an antibiotic substance which is
identical with that extracted from the body of the bee.
16. All the antibiotic substances extracted from colonies are active (to

a greater or lesser degree) against strains which are pathogenic to brood.
y. Antibiotic substances occur in other social insects, but it is not a

general rule. Similar effects to those with Apis mellifica are found in the bee
Meliponula bocandei and its products.

z8. The solitary bee !l ylocopa violacea also contains an antibiotic substance.
i9. The investigation of antibiotic substances in various insects has demons-

trated their presence or absence in different orders, but it has not been possible
to give an explanation of the phenomenon.

ZUSAMMENFASSUNG

i. Der Körper der erwachsenen Biene enthält eine wasser- und alkohollös-
liche Substanz, deren Extrakt für Mäuse ungiftig ist. Die Substanz ist thermo-
stabil ; der Extrakt ist nur bei Aufbewahrung bei o°C stabil.

2. Das Antibiotikum der Biene ist auf der Cuticula-Oberfläche verteilt.
Der Kopf enthält mehr des Antibiotikums als der Thorax, und disser mehr als
das Abdomen. Das Bienengift hat eine geringe antibiotische Wirkung, im Bienen-
blut fehlt sie ganz.

3. Bei der Bienenarbeiterin besitzen die I’harynidrüsen eine stark anti-
biotische Wirkung, die Mandibulardrüsen sind wirkungslos gegenüber Bakterien.

4. Der Extrakt aus Drohnen ist stets inaktiv. Der Extrakt aus Königinnen
ist aktiv, jedoch verschieden von demjenigen aus Arbeiterinnen. Seine Aktivi-
tät ist abhängig vom Alter und der Anwesenheit von Arbeiterinnen. Der
Kontakt mit Arbeiterinnen begünstigt die Produktion von Antibiotika bei



der Königin. Das Sekret der illandibulardrüsen der Königin ist antibiotisch
wirksam, dasjenige der Pharynxdrüsen ist unwirksam.

5. Das Antibiotikum der Arbeiterinnen ist reichlicher, wenn sie ohne
Königin gehalten werden. Die Sekretion hängt ebenfalls ab vom Alter der
Bienen, dem physiologischen Zustand der Pharynxdrüsen, der Jahreszeit,
der Ernährungsweise (Eiweisstoffe), der Rasse, der geographischen Herkunft
und dem pathologischen Zustand des Volkes.

6. Larven, Nvmphen und schlüpfende Insekten aller Kasten besitzen
keinen antibiotischen Stoff.

7. Das Antibiotikum der&beta;iene ist in der Fraktion der Fettsäuren enthalten.
8. Das Antibiotikum der Biene ist aktiv gegenüber den 30 untersuchten

Bakterienstämmen. Besonders stark ist die Wirkung auf Salmonella, Pyote2ts
vulgaris und Bacillus a17!ei.

9. Der aus Bienen extrahierte antibiotische Stoff ist wirksam gegenüber
Pilzen, dagegen hemmt er sehr stark die Pollenkeimung und teilweise auch
diejenige von Samen.

io. Das Propolis enthält eine antibiotische Substanz, die wasser- und
alkohollöslich, thermo- und altersstabil ist. Diese Substanz stammt von dem
auf Pappelknospen gesammelten Harz, das einen Extrakt von ähnlicher

Wirkung liefert. Gegenüber Escherichia coli und Pseudomonas !)yocyt!MM ist
diese Substanz unwirksam ; stark wirksam ist sie jedoch gegenüber Pyoteus
vulgayis und Bacillus alvei. Das Propolis besitzt ausserdem eine stark keimungs-
hemmende Wirkung gegenüber Pollenkörnern und Samen höherer Pflanzen.
Der Propolisextrakt ist anderseits der einzige wirksame pilzhemmende Stoff
des Bienenvolkes.

11. Das Bienenwachs enthält einen antibiotischen Stoff, der wasserlöslich,
hauptsächlich aber azetonlöslich und thermostabil ist. Dieser übt keine Wirkung
auf Escherichia coli und Pseudomonas Pyocyanea aus, ist dagegen stark wirksam
gegenüber Pyoteets vulgaris, Salmonella gallinarum und Bacillus alvei. Der
Wachsextrakt besitzt keinen pilzhemmenden Stoff, verhindert aber teilweise
die Samenkeimung.

12. Der von Bienen gesammelte Pollen enthält einen stark wirksamen
antibiotischen Stoff, der alkohol- und wasserlöslich ist und von der Pflanze
und der Biene stammt. Die antibiotische Wirkung des Pollens steigert sich im
Verlaufe der Lagerung in Abhängigkeit von Zeit und Temperatur. Einige
Pollenarten bleiben gegenüber Bakterien unwirksam, eine Durchschnittsprobe
der Ernte ist jedoch stets wirksam. Die Wirkung ist besonders deutlich auf :
SaLmonella, Proteus vulgaris, E. coli Bordet, E. coli B., Bacillus alvei und Bacillus
larvae. Ausserdem ist Pollen gegenüber den 30 in Tabelle I erwähnten Stämmen
wirksam. Pollenextrakt wirkt schwach hemmend auf die Pollenkeimung und
hemmt teilweise die Samenkeimung ; dagegen besitzt er keine pilzhemmende
Wirkung.

13. Honig enthält eine thermostabile, photolabile, azetonlösliche, anti-
biotische Substanz, die zur Hauptsache von der Biene stammt. Ihre Wirkung
ist im Vergleich zu den andern Produkten des Bienenvolkes schwach ; die
dafür empfindlichsten Stämme sind Proteus vulgaris und Bacillus alvei. Eine
Wirkung auf Escheyichia coli und Pseudomonas pyocyanea fehlt. Der Honig-
extrakt besitzt keine pilzhemmende Wirkung ; er hemmt dagegen die Pollen-
und Samenkeimung sehr stark.
i4. Weiselfuttersaft enthält einen wasser-, alkohol- und ätherlöslichen anti-

biotischen Stoff. Dieser ist sehr unstabil, erträgt jedoch eine Temperatur von



i2o°C während 20 Minuten. !’Virksam ist die saure Fraktion des Weiselfutter-
saftes. Seine antibiotische Wirkung ist schwach im Vergleich zu andern Pro-
dukten des Bienenvolkes, fehlt gegenüber einigen Stämmen von Escherichia
coli und Pseudomonas !yocyanea, ist schwach gegenüber Bacillus larvae und
stärker gegenüber E. coli B. und Proteus vulgaris. Der Weiselfuttersaft wirkt
nicht pilzhemmend, hemmt jedoch teilweise die Samen- und Pollenkeimung.

15. Keines der Bienenprodukte besitzt einen antibiotischen Stoff, der in
engem Zusammenhang zu dem aus dem &beta;ienenkörper extrahierten Antibio-
tikum steht.
16. Alle aus &beta;ienenvölkern extrahierten antibiotischen Stoffe sind mehr

oder weniger wirksam gegenüber pathogenen Stämmen der Bienenbrut.
y. Antibiotische Substanzen finden sich auch bei andern sozialen Insekten,

doch ist dies keineswegs eine allgemeine Regel. Bei Meli!o!2ula bocandei sind
ähnliche Wirkungen festzustellen wie bei A!is Jnellifica (Insekten und ihre

Produkte).
18. Eine solitäre Apide, Yylocopa violacea. besitzt ebenfalls eine antibio-

tische Substanz.

y. Die Untersuchung verschiedener Insekten auf das Vorhandensein
antibiotischer Stoffe zeigte, dass solche Stoffe in verschiedenen Klassen vor-
kommen oder fehlen, ohne dass es möglich wäre, eine Erklärung dafür zu geben.
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