—————————————————————————ﬂ

q République Algérienne Democratique et Populaire abesed
E Ministére de ’Enseignement Supérieur et de la Recherche @

Scientifique

-Université Echahid Chiekh Laarbi Tébessi —Tébessa- Sl i
UNNERTE F TEBESCA Faculté des Sciences Exactes et des Sciences de la Nature et de la Vie -

Département de Biologie Appliquée

MEMOIRE
Présenté en vue de ’obtention du diplome de Master
Domaine : Sciences de la nature et de la vie
Filiere : Sciences biologiques
Option : Microbiologie appliquée a la santé et a I'environnement

Théme

Appréciation de ’activité antibactérienne d’une variété de propolis sur

Présentée par :

Melle. BOUTARFA Amal Melle. FERHI Nada Melle. FERHI Chourouk

Soutenu le : 08/06/2024

Devant le jury

Méchai Abdelbasset  Professeur  Université de Tébessa Président

Ferhi Salma M.C.A Université de Tébessa Examinatrice

Djabri Belgacem Professeur  Université de Tébessa Rapporteur

Bouguerra Nadia M.A.B Université de Tébessa Co-Encadreur

Année universitaire : 2024/2025

i
i
I
I
I
I
i
i
I
‘ des staphylococcus aureus isolés de la pathologie infectieuse
I
I
I
I
I
I
i
I
I
I
I
I
I

S —







IQMJ; A7, $ils ¢
/'A‘ i ﬁ I ":_'_3.' e
FooiiFrdror A

A Gk WG

4 Z |
rCiet )i
Q:/‘,V'-J Ur"‘

g e .«I:’
Lﬂ.&b/,f,ﬁb“..}‘."

i
& ok LT




(Remerciements

On tient avant tout a remercier le bon Dieu le tout puissant qui nous a donné la force, la
santé et la patience afin
d’accomplir ce modeste travail.

Nous adressons également nos remerciements a notre encadreur Pr DJABR] Belgacem
(Professeur au Département de Biologie appliquée, Université de Tébessa)

Nous remercions sincérement Dr BOUGUERRA NADIA pour ses précieux conseils et
son aide dans la réalisation de ce travail. Merci a sa disponibilité, sa patience, son soutien
morale ses conseils pertinents qui ont été pour nous un solide repére et réconfort dans tous

les moments.

Nous tenons a remercier Pr MECHAI Abdelbasset (Professeur au Département de
Biologie appliquée, Université de Tébessa) d avoir fait [honneur d accepter d étre
Président du Jury.

Nos vifs remerciements vont a Dr. FERHI Salma (Maitre de conférences A au
Département de Biologie appliquée, Université de Tébessa) pour avoir accepté d examiner
ce modeste travail.

Nous adressons aussi tous nos remerciements a Or. BOUKOUCHA MOURAD, (‘Maitre
de conférences A au Département de Biologie appliquée, Université de Tébessa) pour
votre disponibilité, votre patience et votre engagement dans [‘accompagnement de ce
travail et tout au long de notre parcours Votre expertise et vos conseils avisés ont été

essentiels d sa réussite

Nos remerciements les plus sincéres a tous nos enseignants du
département de biologie de [université de Tébessa pour leurs compétences et expertises.

Merci spécial pour nos collégues et amis et toutes les microbiologistes, et les techniciennes
du laboratoire pour leur aide continuel au cours de la réalisation pratique de ce travail.

Nous souhaitons adresser nos remerciements les plus sincéres aux
personnes qui nous ont apporté leur aide et qui ont contribué a
[élaboration de ce travail.



oo

Je remercie Allah Tout-Puissant en premier et en dernier, grice d qui j'ai
accompli ce travail,
Je voudrais consacrer ce travail :

A ma chére mére et @ mon cher pére, vous avez toujours été ma source
d'inspiration et je suis vos traces. Merci beaucoup pour tout ce que vous
mavez apporté.

A mes seeurs et fréres qui ont été mon lien inépuisable tout au long de
ce parcours académique, je demande a Dieu de perpétuer votre présence
d mes cotés.

Aux bonbons de la famille, Tassneem, Farah, Nessma, Waseem, que

} Drieu les protége.

A mes amis, camarades de lutte Amal et chuorouk qui ont été a mes
cOtés pendant ces années d'études. Votre amitié et vos encouragements
constants m'ont aidé a surmonter les défis et a rester sur la bonne voie.

Je te remercie pour ces moments précieux.

A tous mes amis rencontrés au cours de mon parcours universitaire

Un grand merci au Dr Boukoucha-bouguerra Nadia pour le soutien et
les encouragements

Enfin je voudrais remercier tous mes amis et tous ceux que j'aime et qui
m'aime, toute ma famille.

Nada. F



oo

Ni le réve n'était proche ni le chemin facile, mais je [ai fait et je [ai réalise.
Louange a Dieu, amour, remerciement et gratitude.

A mon pur ange, ma force aprés Dieu, mon premier et éternel soutien, je te
dédie ma réussite, j'ai atteint cette réussite Pére, que Dieu ait pitié de toi,
J'aurais aimé que tu sois a mes cotés. Mais tu n'as pas quitté mon ceur. Tu es
toujours vivant dans le ceeur de ta fille. Je ne t'oublie pas.

A ceux.qui ont cru en mes capacités, je remercie Dieu de t'avoir choisi comme
mére, mon meilleur soutien et compensation. Sans vos sacrifices, je n'‘aurais pas

} obtenu ce succes.
A ma grand-mére, que Dieu te protége.
A Chama, Chahed, Chiheb , que Dieu te garde comme un coté inébranlable
pour mot.
A mes chers amis Amal et Nada, je n'oublierai jamais votre soutien et les
monuments que nous avons passés ensemble, je vous souhaite du succes.
A mes cousins et cousines et tous mes amis, A ceux que jaime et qui m'aime, A
tout ce qui ont de [estime pour mot.
A Dr Boukoucha-bouguerra Nadia tous nos remerciements et appréciations
pour vos efforts et vos précieux_ conseils.
En fin, a toute personne qui m'a aidé de prés ou de loin.

Merci a tous.

Chourouk, F



slaaY)

Alsdl g esdl wle Glisol g Us o TS all sasl
(... Cpalad) G b 2l o ah1383 J4T3)
Ul B« W ool Ll o8 cilos loll g Alsdl Jasas 08 @l g puns caols diio 9 Lisi 320

owd i iz doall &l aghllé 38 S iz 88,1 9 gz lei Qs g 33 diic wle a8l Agll
sl Gini g 2l 138 alai] wle gy b ¢ Ll s xesll ) g e, 3] sasll

Dol g gus 500 Sl L JS
alseall ae, s g el el IS ciloss will dadsell gwits ol
Jilio Yy wilboelg 393> U gines o « LA Jomly ol s oS3 Wl
9 0 99 Jo 3l gacls « @ 520ll g alall L= 9 2S BlsJl ol inle o |
ol 15l sicl 55,38 dll a2 3o 9 g9 9 Shas

o« Loy sl o) il ¢ Loy b Lo incinl g « Loloil co @il alil Jos oo ol
wol 1 iz o125 9 0088 s « Slolbsall WU 08 o) cilS il denill 5 ¢9in)l il

Joosll wiznis w3l w8 b 2,51 S5l abell Js )l ol wols deas ol Bl 50, ol
(656>) @295 - S 59 9 gud 9 08§, wils gebs I

9 @l lesl5 bl o hgao celiall gib oe 215l 5 wins vie ca IS sl o ol
(0s) : sl o s 9 Sase 4 dll s o ol wpdsly Ll

(il 8,85) 1 slisl guld ol 9 culill et Wl (ins g agasll @) ciols o ]
U Glall @l giadl 8 WIS o ol 6,31 U o sglasll g s ¥ sgbs)l L, ol
9 « SN 1 | oo

om0l A5 1 ol G, .. el 3 9358 Sxey w9 5 gl wle gl o ol
Sym.wb‘clnyﬁ.ab.cl;).us)ug

o lygn gl amaill o sli, Mg g loiwd el 1S (b 5,890) 6,551 @ 0l isliaal ol
NS

Dl giall 138 88 320 9l 8 o gl 3 willael go IS Wl sl
Jol 8,1, 2l



Résume

La résistance du Staphylococcus aureus aux antibiotiques conventionnelles constitue
un probléeme mondial de santé publique. Par conséquent des stratégies antimicrobiennes
alternatives sont devenu obligatoire. Dans ce sens, cette présente étude a eu pour but
d’étudier I’activité antibactérienne des extraits méthanolique et acétonique de deux propolis
collectés a partir de deux régions : Bir Mokkadem wilaya de Tébessa et Chelghoum laid,
wilaya de Mila vis-a-vis des Staphylococcus aureus isolées a partir de la pathologie
infectieuse. Le rendement d'extraction par macération de propolis type 1 et type 2 affiche
des valeurs de (36%) et (32%) pour les extraits méthanolique des deux propolis
respectivement, qui ont été meilleur que les deux rendements des deux extraits acétonique
type 1 et type 2 avec lesquels nous avons enregistré (23,60%) et (11,5%) respectivement.

L'activité antibactérienne des différents extraits a été évaluee par la méthode des puits
sur milieu gelosé. Une série de concentration : (10 mg/100 pL), (5 mg/100 pL), (2,5 mg/100
ML), (1,25 mg/100 pL) a été testée sur les differents isolats. Les résultats obtenus sont révélés
une bonne ; trés bonne et excellentes activités des extraits avec des intervalles de diamétre
(>10 ;> 15 mm) ; (>15 ;>20 mm) et (>20 mm) respectivement vis-a-Vis tous les isolats de
Staphylococcus aureus testés. En revanche, 1’activité antibactérienne de 1’extrait acétonique
était meilleure que celle du méthanolique absolu. L'étude comparative de lactivité
antibactérienne des différents extraits avec les antibiotiques testés a permis de bonne ; tres
bonne et excellente activité par rapport a tous les profils de résistance aux antibiotiques.

Les extraits méthanolique et acétonique des deux types de propolis peuvent étre des
sources de substances biologiques inhibitrices prometteuses contre les Staphylococcus

aureus avec ces différents profils de résistance aux antibiotiques.

Mots clés : Propolis, extraits méthanolique, extrait acétonique, rendement, activité

antibactériens, profil de résistance aux antibiotiques, étude comparative.



Abstract

Resistance of Staphylococcus aureus to conventional antibiotics constitutes a global
public health problem. Therefore, alternative antimicrobial strategies have become
mandatory. In this sense, this present study aimed to study the antibacterial activity of the
methanolic and acetonic extracts of two propolis collected from two regions: Bir Mokkadem
county of Tebessa and Chelghoum laid, county of Mila against Staphylococcus aureus
isolated from infectious pathology. The extraction yield by maceration of propolis type 1
and type 2 were (36%) and (32%) for the methanolic extracts of the two propolis
respectively, which were better than the two yields of the two acetonic extracts type 1 and
type 2 which we recorded (23.60%) and (11.5%) respectively.

The antibacterial activity of the different extracts was evaluated by the well method
on agar medium. A series of concentrations: (10 mg/100 uL), (5 mg/100 pL), (2.5 mg/100
ML), (1.25 mg/100 pL) was tested on the different isolates. The results obtained were found
to be good; very good and excellent extraction activities with diameter intervals were (>10;
> 15 mm); (>15; > 20 mm) and (>20 mm) respectively against all Staphylococcus aureus
isolates tested. On the other hand, the antibacterial activity of the acetonic extract was better
than the absolute methanolic. The comparative study of the antibacterial activity of the
different extracts with the antibiotics tested provided good results; very good and excellent
activity against all antibiotic resistance profiles.

The methanolic and acetonic extracts of the two types of propolis can be sources of
promising inhibitory biological substances against Staphylococcus aureus with these

different antibiotic resistance profiles.

Key words: Propolis, methanolic extracts, acetonic extract, yield, antibacterial activity,

antibiotic resistance profile, comparative study.



uaidla

ANy Adle dale dnia WS Ll 4 gall Colaliaall 4adll 4 stiall ) Sl A glia JSE
LLaal) Al 5o ) Al Ao all odn Cang o mall 13gu s dual 1) il s pSeall sabiaal) Alad) ciliasil i) Canaal
At Y5 paa i r(fiilaie (g Lagran i Sall (e Y st s siliall Graliiuall L il sl
8l (MR J pana el Dovaall Gial ) (ge Ay jaall Ao B A siiall i pSal) il Ala Y 5 0 ol
Oe dumdl il g Mgl e pSall gl ualiivadl (32%) 5 (36%) a2 555 1 g5 sl
sl e (11.5%) 5 (23.60%) 42 Ul (20 S ¢ 5l 5 J ¥ g il G gisn) paliiie I geana

Oe Aludes HUEA) 3 il dan g e co gl 48y oy Aaliaall Cilialiivall U i€l slal) Jaliil) apds a3
100 / pale 1.25) (silsSae 100 / pade 2.5) «(SilsS30 100 / pale ) ¢(sil5S3e 100 / pale 10) 2SI
Jual 53 5 Jlina g 2 B B2 S Lgile Jpaanll &5 3l gl of g 385 Adbiaall @Y el e (Uil Saa
A siall Sl Y e pea aa il e (ke 20 <) 5 (pe 20 < 415 <) (me 15 < 410 <) Akl
S gilall e Jaadl (5] Galiiual LSl sliaall Blaall IS Al dali (e Lo lial a3 ) dpadl
i Calaef 5 el 4y gall Colalimall e ddlidall cilialiiuall Ly €l laall oLl 45 jaall dul a3l
4 sl Clabiaall A glaall QAT apen 2 Jlies s a2 Lalis 5
2 daely ddafie danglgn A gal Huan ulsrs ) e sl A Y5 Al slhall cilaliiuall ¢S5 Gl S
A sl Claliaal) da sliad dabinall JISEY) o2 a4 A1 A siial) ol 5Sal)



Table des matieres

Remerciement
Dédicace

uadla

Abstract

Résumé

Liste des figures
Liste des tableaux

Liste des abréviations

Table des matiéres
I. Introduction

SYNTHESE_BIBLIOGRAPHIQUE

Chapitre | : Staphylocoques et Pathologies Infectieuses

IO o 11 (0 T 1= TR SPS 6
2. ClAaSSITICALION ...ttt ettt ettt b e e snbeentee s 6
B HADITAL ... et 7
4. Caracteres DACtErIOIOGIGUES ........vvieiiiee ettt e e e e e e eaee e 8
4.1. Morphologie et caracteres CUItUIAUX ..........cccuveeiieeeiiiieeciiiee s 8
4.2. Caracteres DIOChIMIQUES ........coiiiieiie e snee e 9
5. Facteurs de virulence et physiopathologie ...........ccccoveiiiiiiiic e, 9
5.1. StaphYIOCOCCUS AUIBUS .......vvveeiieeeieeeeciteeesitee e st e e e tee e s tte e st a et a e e snaeeesnaeeesnreeeanes 9
5.1.1. Expression des déterminants de la virulence chez S. aureus......................... 10
5.1.2. Facteurs de surface Cellulaire...........cccoiviiiiiiiii i 10
5.1.3. Facteurs SECTeter (EXOTOXINES) ...vciivrieiireeiieeesieeestee e s site e e srteeesae e e sreeesnaeeas 10
5.1.4. SUPEIANTIGEINES .....vvveeiiiieeiiee e ettt e et e e e st e e ste e e st e e st e e s te e e e snte e e ssaeeesnraeesnreeeas 10
5.1.5. Toxines cytolytiques (formant des POres) ........cccevvveeivieeiiiee e 11

5.2. Staphylococcus epidermidiS..........ccuveiiieeiiiiie e 11
5.3. Staphylococcus SAPrOPRYLICUS ........vveiieiiecciie et 12
6. Pathologie infectieuse liées a StaphyloCOCCUS aUreUS...........ccccovvveiiieeeiiie e 12
6.1. Infections suppuratives et Profondes .........c.eveeeiiiereeiiiiii e 12
6.2. Infections superficielles cUtaNEo-MUQUEUSES .........ccuvveeiueeeiiiiee e 13

6.3. Infections du traCtus reSPIratoire ..........ceevivvereeiiiiiie e e 13



6.4, INTECLIONS UFTNAITES ...ttt e s 13

6.5. Infections a S. aureus du systéme nerveux central............ccccceevviieiiie e e, 13
6.6. Infections a S. aureus du systéme cardiovasculaire..............ccccovvvveeiieeeiiieec i, 13
6.7. Toxi-infections alimentaires @ S. QUIEUS.........ccveirueerieeree e 14
7. Résistance auX antiDIOtIGUES.........coviiiriieiieie e 14
7.1. Développement de la résistance des Staphylococcus aux antibiotiques............... 14
7.2. Meécanismes de résistance des staphylocoques aux antibiotiques...............c....... 14
7.2.1. Mécanismes de résistance aux bétalactamings ..........cccccoeevvevirevieeiee s, 14
7.2.2. Mécanismes de résistance aux tétraCyClines...........ccovvveverieiiieninneene e 15

7.2.3. Mécanismes de résistance aux macrolides-lincosamides-streptogramines .... 15

7.2.4. Mécanismes de résistance aux aminoSideS ..........cevvververerierieeiieeneenieeeeens 15
7.2.5. Mécanismes de résistance aux fluoroquinolones............cccccevviiiiiiinnnnne, 16
7.2.6. Mécanismes de résistance aux quiNOIONES ...........ccccovvveiieiiiiiiienieeee s, 16

Chapitre 11 : Propolis et molécules bioactives

IO 1 1o o (1T (o] o ISP TRSTR 18
2. Les sources des MOIEcules DIOACTIVES .........c.coeiiiiiiiiiieice s 18
2.1. Les molécules bioactives d’origine vegetale............covvvviiiiiiiiieiniiiiiiiiiiiieeeeens 19
2.2. Les molécules bioactives d’origine miCrobienne ...........c.cvvvvvvieeeeiiiiiiiiiriiieeeennnns 19
2.3. Les molécules bioactives d’origine animale ...............oocvvvviiiieienniiiiiiiiiiiiieeeenns 19
TR - I o] 0] oo 11 PP URR USRI 20
TR0 I 151 o] o [U PSPPSRI 20
BL2.  DATINITION L.ttt 21
3.3. Origine de ProPOliS .......veeivieeiiiie ettt 21
3.3.1. OrigiNe INLEIME ...c.vvii ettt e e e e e sba e e arne e 21
3.3.2. OFigINE BXEEIME......vie et e it ettt ettt e e e e e st e e e e e et e e st e e e st e e e anaeeesntaeearneeas 22
3.3.3. la propolis d’origine alZErienne ............ceeiriuirieeiiiiiiee e 22

3.4. Composition de propolis algeriennes..........ceeeivieeiiieeiiiee e 22
3.5. Les méthodes de récolte de propolis..........cceeeiieeiiiiiciie e 23
3.5.1.Parlabeille.........oooiiiii 23
3.5.2. Par Phomme..............cccoiiii 23

3.6. Propriétés physico-chimiques de la propolis...........ccceeovvveiiiciiic e 24
3.7. Utilisation de PropoliS.........coiuiiriiiiiiiie st 25

8. TOXICHLE e e e 26



3.0, CONSEIVALION. ...ttt e e et et e et e e 27

PARTIE_.EXPERIMENTALE
1. Materiel et MEethOUES. .......c..viiiiie e 30
1. Cadre et Objectifs de IELUE..........coviiiie e 30
2. MIALETIEL ...t e e ns 30
2.1. Présentation de 12 propolis ..........coeeiieiiiiiiiiie e 30
2.2. RECOIte de 12 ProPOIiS .....cocveeiieeiiie e 31
2.2.1. REQION A 12 TECOME ... s 32
2.3. 1S01atS DACLEIIENS .....eivveeiie ettt et e et 33
2.4, SOIVANTS ... .ottt et et et et e e e e rae e e aeeeareee s 33
2.5, MIHEUX 0B CUIUIE.....oiiiee et e e e e nneee e 34
2.6, APPATEIHTAGES . ... eeieie it 34
2.7. Verreries et petits consSomMMmAabIES .........coovoiiiiiiiiie 35
2.8. Disques d’antibiotiques antistaphiloCOCCIQUE .........ovvevriirririiiiiiiie e 36
TR 1Y/ 1= 1 0 o OO SSTRRSTI 36
3.1. Extraction des substances bioactives a partir de la propolis ............cccceevvvveiiinnns 36
3.1.1. Protocole d’eXtraction ...........cooiuiiriiiiieiiiiiiiiiiei et 36
3.1.1.1. Extraction méthanolique abSolu ...........c.cocveiiie i 37
3.1.1.2. EXIraction aCltONIQUE........uuveiireeeiieeeiie e s cie e e see e e site e srae e e snaee e sneaeeseeeeas 37
3.2. Calcul du rendement de I’eXtraction...........uueevieeeriiiiiiiiiiiiee e 37
3.3. CoNnservation des SOUCKES ........c.coiiiiiiiiiiie e 37
3.4. Evaluation de I’activité antimicrobienne des différents extraits ..................cuvuee. 38

3.4.1. Recupération des souches conservées et préparation de la suspension

0 T =] =] o o PR PR PP 38
3.4.2. Préparation des solutions meres et différentes dilutions d'extraits ............... 38
3.5. Activité antibactérienne de I'extrait par méthode des puits ............ccccveevivveernnnenn 38
3.6. Lecture et interprétation des réSURAtS .............ccovveiiiieeiiiec e 39

3.7. Etude de la sensibilité des souches bactériennes des Staphylocoques aux
ANEIDIOTIGUES ...t e e e et e et e et e et e e e araa e e snaeaeabee e 40

3.8. Lecture et interprétation des résultats de I’antibiogramme des différents souches
ST .ttt 41

I11. Résultats
1. Extraction des substances bioactives du propolis par différents solvants................... 43

1.2. Rendement de I’extraction par les deux SOIVants ...........ccccceeviiiireiniiiiinieniiiineenns 43



2. Récupération des SOUCheS DaCtEIIENNES.........cuiiieiieiiee e, 44
3. Activité antibactérienne des différents extraitS..........cocevvveiieiiieiiie e 44
3.1. Activité antibactérienne observé avec le propolis type 1 (extrait méthanolique... 44
3.2. Activité antibactérienne observé avec la propolis type 2 (extrait méthanolique) . 46
3.3. Activité antibactérienne observé avec la propolis type 1 (extrait acétonique....... 47

3.4. Activité antibactérienne observé avec la propolis type 2 (extrait acétonique)...... 48

4. L’activité antibactérienne observée avec les Antibiotiques (Antibiogramme) ........... 50
5. Etude comparative de I’activité des extraits et des antibiotiques ...........cccccovcveveennnne. 51
5. Résultats de la détermination des profils de sensibilités aux antibiotiques................ 52
6. Validation dES TESES ......ooveiiieiice e 52

IV. Discussion

V. Conclusion et Perspectives
V1. Références Bibliographique
VI1I. Annexes



LISTE DES FIGURES

N° Tab Intitulés des figures Pages
01 Frise chronologique des principaux événements liés a 1’histoire de S. | 06
Aureus.
02 Staphylococcus aureus visualisé en microscopie électronique. 08
03 Staphylococcus aureus en grappes de raisin. 09
04 Les facteurs de virulences chez Staphylococcus aureus. 11
05 Propolis 21
06 Source végétale de la propolis. 22
07 Les abeilles réduisent I’entrée de la ruche par la propolis 23
08 Reécolte de la propolis par raclage 24
09 La nitruration des abeilles. 29
10 La composition chimique 30
11 Différents échantillons de propolis récoltés, suivant les régions 32
12 Les solvants. 33
13 Milieux de culture. 34
14 | Evaporateur rotatif. 35
15 Les disques des antibiotiques. 36
16 Différentes étapes de conservation des souches bactérienne collectées. 37
17 Différentes étapes de récupération des souches bactérienne conservées | 38
18 La préparation des solution meres et déférents dilution des extraits 38
19 Différentes étapes de préparation des suspension bactérien 39
20 L’application des différents extraits a différentes dilutions dans les 39
puits
21 L’application des disques des antibiotiques antistaphilococcique 40
22 Aspect macroscopique des extraits. 43
23 Les souches des Staphylococcus aureus utilisees. 44




24 Activité antibactérienne de 1’extrait méthanolique absolu de type 1 de | 45
propolis.

25 Zones d’inhibition de I’extrait méthanolique absolu de propolis type 1 | 45
sur quelques souches testées.

26 Activité antibactérienne de I’extrait méthanolique absolu de propolis | 46
type 2.

27 Zones d’inhibition de I’extrait méthanolique absolu de propolis type 2 | 47
sur quelques souches testées.

28 Activité antibactérienne de 1’extrait acétonique de propolis type 1. 48

29 Zones d’inhibition de ’extrait acétonique de propolis type 1 sur | 48
quelques souches testées.

30 Activité antibactérienne de 1’extrait acétonique de propolis type 2. 49

31 Zones d’inhibition de ’extrait acétonique de propolis type 1 sur | 50
quelques souches testées.

32 Activité antibactérienne des antibiotiques anti staphylococcique vis-a- | 51
vis des souches testées.

33 Antibiogramme antistaphylococcique de quelque souche 51

34 Résultats de validation des tests. 52




LISTE DES TABLEAUX

N° Tab Intitulés des tableaux Page

01 Taxonomie des Staphylocoques. 07

02 La composition de quelque propolis algérienne de déférents régions. 23

03 Différent propriétés physico-chimiques de la propolis 25

04 Présentation de matiéres premiére. 31

05 Isolats des S. aureus collectés a partir des différentes localisations infectieuses 32

06 Table d’interprétation des diametres des zones d’inhibition. 39

07 Type d‘inhibition en fonction des diametres de la zone d‘inhibition. 40

08 Rendement de I’extraction effectuée avec differents solvants 43

09 Caracteres organoleptiques de différents Extraits (méthanolique absolu et | 43
acetonique absolu).

10 Catégories des zones d’inhibition de I’activité antibactérienne observe avec la | 45
propolis type 1 de I’extrait méthanolique.

11 Catégories des zones d’inhibition de I’activité antibactérienne observe avec la | 4g
propolis type 2 de I’extrait méthanolique.

12 Catégories des zones d’inhibition de I’activité¢ antibactérienne observé avec| 47
propolis type 1 de I’extrait acétonique.

13 Catégories des zones d’inhibition de I’activité¢ antibactérienne observé avec| 49
propolis type 2 de I’extrait acétonique.

14 Diamétres des zones d’inhibition enregistres avec les antibiotiques testes sur| g
souches de staphylococcus aureus.

15 Profils de sensibilité des souches bactérienne aux antibiotiques et aux extri g

bioactifs.




LISTE DES ABREVIATIONS

S. aureus Staphylococcus aureus.

S. Epidermidis Staphylococcus epidermidis.

S. Saprophyticus Staphylococcus Saprophyticus.

SARM Staphylococcus aureus méticilline résistante.
SASM Staphylococcus aureus méticilline sensible.
ANTB Antibiotique.

MO Micro-onde.

NRPS Non Ribosomal Peptides Synthétase.

HDA Acide hydroxy-décénoique .

SOS Save Our Souls.

SOD Superoxyde dismutase.

GPx Glutathion peroxydase.

CAT Catalase.

SARS Syndrome respiratoire aigu sévere.

MRJP Major royal jelly proteins.

AGPI Acides gras polyinsaturés.

P1 Propolis type 2 région de Bir mokkadem.
P2 Propolis type 1 région de chelghoum elaid.




"ntroduction



INTRODUCTION

I. INTRODUCTION

Les Staphylocoques est un groupe de bactéries impliquée dans la pathologie
infectieuse ces derniers sont la deuxiéme cause de mortalité humaine dans le monde
(Cosgrove et al., 2003; Kopp et al., 2004 ; Koppet Armstrong, 2004). L’espéce
Staphylococcus aureus chef de fil du genre Staphylococcus est un pathogéne humain qui
peut déclencher diverses maladies infectieuses, telles que les infections de la peau et des
tissus mous, endocardite, ostéomyélite, bactériémie et pneumonie mortelle (Lowy, 1998 ;
Humphreys, 2012). L’espéce Staphylococcus aureus a été découverte pour la premiére fois
en 1880 a Aberdeen, en Ecosse, par un chirurgien Alexander Ogstonchez un patient souffrant
de plaies ulcérées. Staphylococcus aureus appartient au genre Staphylococus, Firmicutes ; a
coloration de Gram positif, peut produire un pigment jaune doré et decompose le mannitol
(Tayeb-Fligelman et al., 2017).

Au cours des derniéres decennies, la résistance de S. aureus aux antibiotiques a
progressivement augmenté avec une parution d’une résistance a la méthicilline
(SARM) dont les mecanismes sont tres complexes et qui confere la résistance a de
nombreuses classes dantibiotiques; pénicillines; macrolides, fuoroquinolones,
aminoglycosides, tétracyclines et lincosamides (Mediavilla et al., 2012 ; Lakhundi &
Zhang, 2018). Le SARM est devenu le plus fréquemment identifié dans de nombreuses
régions du monde, y compris I’Europe, les Etats-Unis, Afrique du Nord, Moyen-Orient et
Asie de I'Est; ce qui entraine souvent I'échec du traitement antibiotique avec augmentation
de la morbidité et de la mortalité (Algammal et al., 2020). La situation alarmante de la
résistance aux antimicrobiens a été reconnue par I'Organisation mondiale de la santé, qui a
qualifié la résistance aux antibiotiques comme I'une des trois menaces de santé publique les

plus importantes du 21e siécle (Who, 2014).

Ainsi, pour vaincre la résistance microbienne, la recherche mondiale a déployé de
nombreux efforts pour proposer de nouvelles molécules antimicrobiennes alternatives aux
antibiotiques actuels afin de développer de nouveaux traitements. Les origines naturelles ont
été pendant de nombreuses années, la meilleure source de nouvelles molécules
antimicrobiennes (Souza et al, 2016). Les métabolites primaires et secondaires synthétisés
par les animaux, les micro-organismes ainsi que les végétaux, ont influencé le

développement de traitements pour plusieurs maladies et problémes de santé, y compris les
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maladies infectieuses, les processus inflammatoires et le cancer (Dejani et al, 2021,
Omokhefe, 2022).

Dans ce sens et pour contribuer dans la lutte contre les maladies infectieuses causées

par Staphylococcus avec son chef de fil Staphylococcus aureus, notre travail a eu pour

objectifs d’évaluer I’activité antibactérienne des extraits bioactifs alcooliques et acétonique

de deux propolis sur une gamme de Staphylococcus aureus collectés a partir de différentes

pathologies infectieuses. Ce qui a incité a mener une étude portant principalement sur:

X/
°

Evaluation du rendement d’extraction aprés macération avec les différents solvants

alcooliques et acétonique et évaporation par Rotavap.

Appréciation de I’activité antibactérienne des extraits de la propolis par méthode de

diffusion sur gelose.

Etude de [Iactivité antibactérienne des différentes molécules conventionnelles
synthétiques (ATBSs) sur les mémes souches bactériennes et détermination de profile de

sensibilité aux antibiotiques.

Etude comparative de ’activité antibactérienne des extraits de propolis par rapport a

celles des anti-Staphylococciques conventionnelles.

Notre travail a été organisé comme suivant :

R/
L X4

Dans la premiére partie de ce mémoire, nous avons présenté une synthése

bibliographique en deux chapitres.

Le premier chapitre, englobe une généralité sur les Staphylocoques et leur pathologie et
quelgues notions importantes sur les antibiotiques anti-staphylococciques et leur

antibiorésistances.
Le second chapitre, représente les sources des molécules bioactives d’origine végétale.

La deuxiéme partie est la partie expérimentale qui comporte les tests et les protocoles
utilisés pour atteindre les objectifs de notre travail ; les résultats obtenus suivi d’une

discussion et enfin une conclusion et perspectives des travaux
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STAPHYLOCOQUES ET PATHOLOGIES INFECTIEUSES

1. Historique

En 1883, le nom de «staphylocoque» (staphyle, mot grec signifiant grappe de
raisin) a été proposé par Ogston, pour un groupe de microcoques causant une
inflammation accompagnée d'une suppuration. Ogston a été le premier auteur a
différencier deux types de coques pyogenes: un premier groupe arrangé en groupe ou
amas appelé « Staphylococcus » et un second groupe organisé en chainette nommeé «
streptococcus de Billroth ». En 1884, une description formelle du genre staphylococcus a
éte fournie par Rosenbach. Celui-ci a divisé le genre « staphylococcus » en deux
especes, Staphylococcu aureus (staphylocoque  doré) et Staphylococcus albus
(staphylocoque blanc). En 1885, Zopf a placé les staphylocoques et les microcoques
dans le genre Micrococcus. Puis, en 1886, le genre staphylococcus a été separé du genre
Micrococcus par Flugge. Celui-ci a différencié les deux genres principalement sur la
base de leur action sur la gélatine et la relation a leurs hotes. Les staphylocoques
liguéfiaient la gélatine et étaient parasitaires et/ou pathogenes, tandis que les
microcoques étaient variables dans leur action sur la gélatine et étaient saprophytes ,le
genre staphylococcus se composait de trois espéces: l'espéce a coagulase positive
staphylococcus aureus et les especes a coagulase négative staphylococcus epidermidis
et staphylococcus saprophyticus ; cependant une étude plus poussée des propriétés
chimiotaxonomiques et genotypiques des staphylocoques a conduit a la description de
plusieurs nouvelles especes de staphylocoques. Actuellement 42 especes et plusieurs sous-

especes sont reconnues dans le genre staphylococcus (Sistek, 2010).

1881 - 1884 1934
Découverte de Le test coagulase facilite
\-.".’,".’?L"ﬂ[n\'.'.’»\ Areus ['dentification de S aureus
1991 1961 1947
Utilisation de la technique PFGE Appanition des  Apparition des souches
pour le génotypage de S aureus souches de SARM - résistantes 3 la pénicilline
1994 2000 2001 2002
[dentification Developpementdu  Sequencage du  Apparition des souches
des MSCRAMM génotypage par MLST génome entier resistantes a la vancomycine

Figure 01. Frise chronologique des principaux événements liés a I’histoire de S. aureus
(Morgene, 2018)

2. Classification
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Le genre Staphylococcus regroupe 35 espéces. En pratique médicale courante, les
espéces les plus fréquentes (infection ou colonisation) sont Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermitis, Staphylococcus capitis, Staphylococcus haemolyticus,
Staphylococcus hominis, Staphylococcus saprophyticus et Staphylococcus warneri (Bes &
Brun, 2002).

Tableau 01. Classifications des Staphylocoques (Mir, 2022)

Régne Bactéries
Phylum Firmicutes
Classe Bacilli
Ordre Bacilalles
Famille Staphylococcaceae
Genre Staphylococcus

3. Habitat

L’homme constitue un réservoir de plusieurs especes de staphylocoques, dont
Staphylococcus aureus. La bactérie colonise la peau, le tube digestif et la région périnéale
des nouveau-nés puis reste en portage chronique chez 20 % des individus sains et en portage

intermittent chez 30 a 50 % d’entre eux (Wertheimer et al., 2005).

La localisation préférentielle de Staphylococcus aureus est le rhinopharynx (fosses
nasales et gorge), mais il est également présent dans le tube digestif et le périnée en plus
faible quantité. 1l dissémine par intermittence a partir des sites de portage vers les zones
humides comme les aisselles. 11 est également capable de disséminer par aérosol sur la peau
a partir du rhinopharynx. Sa capacité a résister a la dessiccation explique que cette bactérie
puisse étre retrouvée sur les vétements et dans les squames présentes dans les poussiéres
environnementales, permettant non seulement une transmission directe manuportée, mais

également une transmission indirecte par les objets et les poussiéres (Perez, 2013).
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Figure 02. Staphylococcus aureus visualisé en microscopie électronique (Kenanian, 2018)

4. Caracteéres bactériologiques
4.1. Morphologie et caracteres culturaux

Staphylococcus aureus est une bactérie qui se présente sous forme de Cocci a gram
positif, avec une disposition en paires, tétrades ou grappes lors de 1’observation de colonies

par microscope (Figure 3) (Baptist, 2022).

S. aureus est une bactérie peu exigeante capable de croitre dans des conditions
hostiles (milieu hypersalé ou peu nutritif). Le milieu de Chapman est un milieu sélectif
classiquement utilisé pour isoler S. aureus grace a une teneur elevé en sel (7,5 % de NacCl).
Sur gélose ordinaire, S. aureus présente une bonne croissance en 18 a 24 h a 37 °C et tolere
une culture entre 10 et 45 °C (Morgene, 2018). Les colonies obtenues sont lisses, rondes, a
bords réguliers, de diametre entre 1 et 3 mm, bombées, opaques et de couleur plus ou moins
dorée selon les souches . lorsque les colonies de S. aureus apparaissent luisantes, lisses et

translucides, souvent avec un pigment doré (Bagnoli, 2018).
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Figure 03. Staphylococcus aureus en grappe du raisin (Sistek, 2010).

4.2. Caractéres biochimiques

Il est généralement capsulé et n’est jamais sporulé, ses caractéres biochimiques sont
les suivants : catalase positive, oxydase négative, mannitol positif et coagulase positive en
opposition avec la plupart des autres staphylocoques. C’est une bactérie aéro-anérobie

facultative, non exigeante (Baptiste, 2022).

Les tests d'identification biochimiques typiques comprennent la catalase positive
(toutes les especes de Staphylococcus pathogenes), la coagulase positive (pour distinguer
Staphylococcus aureus des autres especes de Staphylococcus), la sensibilité a la novobiocine
(pour distinguer de Staphylococcus saprophyticus), et fermentation du mannitol positive

(pour distinguer de Staphylococcus epidermidis) (Liu, 2023).

5. Facteurs de virulence et physiopathologie

La virulence bactérienne est liée a la synthese de macromolécules interférant avec
des fonctions physiologiques de I'organisme infecté, aux niveaux moléculaires, cellulaire et
tissulaire. D'importants progres ont été faits dans la compréhension du mécanisme d'action

de nombreux facteurs de pathogénicité (Foulongne et al., 2002).

5.1. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus est un pathogene humain opportuniste de premier plan, réputé
pour sa capacité a échapper au systeme immunitaire et a provoquer diverses infections
(Pollitt et al., 2018).
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5.1.1. Expression des déterminants de la virulence chez S. aureus

Le biofilm permet aux bactéries d’étre protégées de divers 13 éléments tels la
dessiccation, la phagocytose et le systéme immunitaire. Le biofilm peut aussi augmenter la
tolérance de la bactérie envers les antibiotiques. Cette tolérance est principalement causée
par une baisse de la pénétration de 1’antibiotique dans le biofilm et par des changements
physiologiques survenant dans la bactérie, rendant celle-ci moins sensible aux antibiotiques.
Cette capacité a produire du biofilm peut permettre a S. aureus de provoquer diverses

infections reliées a des implants, des prothéses et des cathéters (Bernier, 2016).

5.1.2. Facteurs de surface cellulaire

Il en existe une vingtaine et la plus connue est la protéine A (codée par le géne spA)
qui est la protéine de surface jouant un role important chez S. aureus, un autre facteur de
virulence est la capsule, qui est codée par de nombreux pathogénes et la quasi-totalité des
isolats de S. aureus. Elle est composée d’exopolysaccharides qui recouvrent la surface
cellulaire et les molécules comme les antigénes. La capsule empéche ainsi I’opsonisation par

les neutrophiles (Kénanian, 2018).

5.1.3. Facteurs sécréter (exotoxines)

Parmi les multiples facteurs de virulence, les staphylocoques sécrétent plusieurs
exotoxines directement associées a des symptdmes particuliers de la maladie. 1l sagit
notamment de la toxine 1 du syndrome de choc toxique (TSST-1), des entérotoxines et des
toxines exfoliatives (ET). Ces derniers sont particulierement intéressants car seuls

responsables du syndrome cutané échaudé staphylococcique (Bukowski et al., 2010).

5.1.4. Superantigenes

S. aureus produit de nombreuses toxines superantigéniques, une classe de toxines
sécretees qui activent les lymphocytes T sans qu'il soit nécessaire d'avoir un antigéne sur une
cellule présentatrice d'antigéne. L'activation des lymphocytes T par des toxines
superantigéniques est réalisée en réticulant le récepteur des lymphocytes T avec le complexe
majeur d'histocompatibilité (CMH) de classe I, Ces toxines comprennent la toxine du
syndrome de choc toxique (TSST), les toxines exfoliatives impliquées dans le syndrome
cutané échaudé staphylococcique et les entérotoxines staphylococciques (SE). Le syndrome

de choc toxique (SCT) est une maladie aigué grave (Deleo et al.,2009).
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Figure 04. Les facteurs de virulences chez Staphylococcus aureus (Kénanian, 2018)

5.1.5. Toxines cytolytiques (formant des pores)

La virulence intrinséque de S. aureus est determinée par la libération de toxines. La
colonisation muco-cutanée préalable est le facteur primordial initiateur de la plupart des
infections staphylococciques communautaires. Une combinaison de facteurs liés aux
bactéries et a I’hote est impliquée dans la colonisation cutanée. Parmi les déterminants
bactériens, il y a ceux facilitant ’adhésion a la surface de 1’hote et ceux impliqués dans
I’adaptation physiologique et métabolique permettant leur évasion des défenses

immunitaires de I’héte (Franchimont & Pierard, 2012).

5.2. Staphylococcus epidermidis

S. epidermidis est I'espéce de staphylocoque la plus fréquemment récupérée, Cette
bactérie colonise la surface du corps, ou elle est particulierement répandue dans les zones
humides, telles que les aisselles, les zones inguinales et périnéales, les narines antérieures,
la conjonctive et la toile des orteils (Becker et al., 2014). L’utilisation généralisée de
dispositifs médicaux a demeure dans la médecine moderne leur donne la possibilité de
provoqguer des infections. Les isolats pathogénes peuvent provenir de nombreux milieux
génétiques différents. De nombreuses souches résistantes aux antibiotiques se sont

propagées a I’échelle mondiale. S. epidermidis possede un répertoire plus restreint de

11
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protéines de surface ancrées dans la paroi cellulaire (CWA) que Staphylococcus aureus.
Néanmoins, ces protéines CWA favorisent l'adhésion aux composants de la matrice
extracellulaire, notamment le collagéne, le fibrinogéne et la fibronectine, et contribuent a la
formation de biofilm. Le domaine A de la protéine Aap associée a l'accumulation peut
favoriser l'adhésion a un biomatériau inconditionné mais doit étre éliminé par protéolyse
pour permettre a I'accumulation de se dérouler par des interactions homophiles dépendantes
de Zn 2+ (Foster, 2020).

5.3. Staphylococcus Saprophyticus

La capacité de S. saprophyticus a provoquer une infection peut étre attribuée a des
facteurs de virulence, tels que 1’uréase, les protéines de surface et la protéine D-sérine-
désaminase (DsdA). L'uréase a été le premier facteur de virulence décrit chez S.
saprophyticus, par rapport a d'autres especes de Staphylococcus a coagulase négative,
manque de nombreuses protéines d'adhésion et autres facteurs de virulence qui peuvent

expliquer les différences au niveau clinique (Silva et al., 2020).

6. Pathologie infectieuse liées a Staphylococcus aureus

Les infections a staphylocoques peuvent étre localisées et de propagation directe,
atteignant alors essentiellement le revétement cutané, ou disséminées par voie sanguine,
prenant alors un caractére septicité responsables d'un polymorphisme symptomatique
extréme (Cart-Lamy, 1988).

6.1. Infections suppuratives et profondes

Le pouvoir invasif de S. aureus implique I’invasion, la prolifération bactérienne, et
enfin la destruction des tissus de 1’hote, entrainant une réponse inflammatoire locale et
parfois systémique. Les infections suppuratives sont principalement des infections
cutanéomuqueuses se traduisant par 1’apparition de furoncles, d’abces, de folliculites ou
encore dépannais. Toutefois, elles peuvent se compliquer ou entrainer des infections plus
profondes est elles que les endocardites, les pneumopathies, ainsi que les infections
ostéoarticulaires(IOA) associées dans un certain nombre de cas a des bactériémies. De plus,
S. aureus est I’'un des principaux agents responsables d’infections nosocomiales sur matériel
de type cathéters et de prothéses valvulaires, articulaires et endovasculaires (Trouillet,
2011).

12
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6.2. Infections superficielles cutanéo-muqueuses

Les infections suppuratives de la peau sont les infections a S. aureus le plus
fréquemment rencontrées. Il s’agit le plus souvent d’auto infestation a partir de la flore
endogéne, Parmi ces infections, on distingue : la folliculite (infection limitée au follicule
pileux) ayant 1’aspect d’une pustule jaunatre avec une étroite zone marginale rouge. Le
furoncle, infection nécrotique profonde du follicule pileux, douloureux, souvent
accompagné de fievre. L anthrax (groupe de furoncles), 1ésion nécrotique accompagnée de
malaise général et de fieévre. Le panaris, abces péri-unguéal douloureux avec inflammation
périphérique siégeant sur la phalange distale. S. aureus est également a ’origine d’infections
des muqueuses conjonctivite purulente, otite, laryngite, phlegmon de ’amygdale et sinusite

(Durand, 2009).

6.3. Infections du tractus respiratoire

Les infections respiratoires a S. aureus représentent un sujet d’actualité,
principalement du fait de la meilleure connaissance de la physiopathologie des pneumonies
nécrosantes, qui restent heureusement rares, mais sont particulierement séveres et associées
a la production de toxine staphylococcique. Staphylococcus aureus constitue également une

des principales étiologies des pneumopathies nosocomiales (Valour et al., 2013).

6.4. Infections urinaires

L'infection urinaire a S. aureus pourrait étre un signe alarmant d'infections plus
invasives telles que la bactériémie a S. aureus, bien que I'évaluation clinique et la recherche
de la source de S. aureus soient cruciales pour un traitement efficace et la prévention d'autres

complications (Alshomrani et al., 2023).

6.5. Infections a S. aureus du systéme nerveux central

Les méningites a Staphylococcus aureus sont rares. Elles sont classiquement a S.
aureus méticilline résistante (SARM) apres un acte neurochirurgical. Les S. aureus a
méticilline sensible (SASM) sont parfois en cause lors de méningites communautaires. Peu

de cas sont rapportés, malgré une pathologie souvent grave (Pinet et al., 2009).

6.6. Infections a S. aureus du systeme cardiovasculaire

Les endocardites elles sont observées chez les patients porteurs de valves cardiaques

artificielles et chez les toxicomanes (bactériémies souvent accompagnées d’une endocardite
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du cceur droit) (Fauchére & Avril, 2002), L’endocardite a S. aureus se caractérise par une
apparition rapide, une forte fiévre, une atteinte fréquente des valvules cardiaques normales
et I'absence de stigmates physiques de la maladie lors de sa présentation initiale (Lowy,
1998).

6.7. Toxi-infections alimentaires a S. aureus

Les infections toxiniques staphylococciques sont majoritairement dues a la
production d’exotoxines spécifiques appelées superantigenes. Ces infections sont
caractérisées par 1’apparition rapide d’une forte fievre, un choc septique et une défaillance
multi-organe. Les superantigenes contournent les mécanismes normaux de la réponse
inflammatoire et favorisent une hyperstimulation des cellules immunitaires, notamment les
lymphocytes T. On observe alors I’apparition d’une réponse inflammatoire exacerbée et non

contrdlée qui a un effet néfaste pour I’hote (Dyon-Tafani, 2019).

7. Résistance aux antibiotiques

La résistance aux antimicrobiens est fréquente et peut résulter d’une modification
enzymatique, d’une altération de la cible ou d’un efflux. Des combinaisons de ces
mécanismes peuvent conduire a un phénotype de multirésistance aux médicaments. La
contribution de chacun de ces mécanismes de resistance peut étre déterminée par des moyens

moléculaires et microbiologiques (De Marco et al., 2007).

7.1. Développement de la résistance des Staphylococcus aux antibiotiques

Staphylococcus aureus est un pathogéne redoutable qui a su développer des
résistances a chaque nouvel antibiotique introduit depuis un demi-siécle. La plasticité de son
génome lui confeére la capacité de s’adapter a toutes les conditions environnementales, et
notamment d’acquérir des génes de résistance aux antibiotiques et de développer des
mécanismes de régulation pour s’adapter a des concentrations croissantes d’antibiotiques

(Dumitrescu et al., 2010).
7.2. Mécanismes de résistance des staphylocoques aux antibiotiques

7.2.1. Mécanismes de résistance aux bétalactamines

A) Les pénicillines sont une famille d’antibiotiques appartenant a la classe des
bétalactamines. La pénicilline G est la premiére pénicilline a avoir été utilisée pour le

traitement des infections humaines en 1940. Seulement quelques années apres sa premiere
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utilisation, des souches de 11 S. aureus résistants a la pénicilline G ont été identifiées. Ces
souches sont rapidement disséminées dans les hdpitaux et au niveau communautaire tout au

long des années 1950 et au début des années 1960 (Barber & Rozwadowska, 1948).

B) La méticilline Il s’agit d’une résistance acquise par modification de la cible principale
de nombreuses Blactamines, Cette résistance est a considérer comme croisée pour I’ensemble
des PB-lactamines mais son expression peut étre hétérogéne au sein d’une méme souche

(Alioua, 2015).

C) La vancomycine dont la premiére utilisation a été rapportée en 1958. Cet antibiotique
inhibe la synthése de la paroi cellulaire des bactéries a Gram positif non pas en bloquant les
enzymes assurant la synthése du peptidoglycane comme le font les bétalactamines mais en
se liant de fagon stable au précurseur du peptidoglycane, protéine majeure de la paroi (Dyon-
Tafani, 2019).

7.2.2. Mécanismes de résistance aux tétracyclines

Les tétracyclines inhibent la synthése protéique des bactéries en se liant a l'unité du
ribosome. A hautes doses, les tétracyclines sont bactéricides. Ces molécules auraient une
bonne activité contre le SARM seraient encore sensibles aux tétracyclines. La doxycycline
est celle qui est le plus communément utilisée parmi les tétracyclines, parce quelle a le
meilleur profil pharmacologique et d'innocuité. Cet antibiotique a une distribution élevée
dans les tissus corporels, une bonne absorption gastro-intestinale et ne s'accumule pas en

situation d'insuffisance rénale (Tremblay, 2008).

7.2.3. Mécanismes de résistance aux macrolides-lincosamides-streptogramines (MLS)

Les macrolides, lincosamides et streptogramines (MLS) appartiennent au méme
groupe du fait d’'un mode d’action proche (inhibition de la synthése protéique par fixation
sur I’ARN 23S de la sous-unité 50S du ribosome bactérien) et d’une résistance fréquemment

croisée entre ces antibiotique (Daurel & Leclercq, 2008).

7.2.4. Mécanismes de résistance aux aminosides

Le principal mécanisme de résistances des Staphylococcus aureus aux aminosides
étant une inactivation enzymatique codée par des genes plasmidiques. De cette résistance

découle trois phénotypes :

Phénotype K : résistance de haut niveau a la kanamycine et a I’amikacine
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Phénotype KT : résistance de haut niveau a la kanamycine, I’amikacine et a la tobramycine

Phénotype KTG : résistance de haut niveau a la kanamycine, I’amikacine, tobramycine et

a la gentamicine (Quincampoix & Mainardi, 2001).

7.2.5. Mécanismes de résistance aux fluoroquinolones

La résistance est affectée par des modifications des enzymes cibles bactériennes
ADN gyrase et topoisomérase 1V, qui réduisent la liaison du médicament, et par I'action de
pompes membranaires bactériennes natives qui éliminent le médicament de la cellule
(Hooper, 2002).

7.2.6. Mécanismes de résistance aux quinolones

Les fluoroquinolones constituent la 2 eéme génération de quinolones et ont la
particularit¢ de posséder un fluor dans leur structure moléculaire. La lére quinolone,
découverte en 1962, est ’acide nalidixique. Ces premiéres quinolones présentaient peu
d’intérét car elles avaient quelques défauts d’un point de vue pharmacocinétique et
antibactérien (spectre étroit). L’apparition des quinolones de 2eme génération, en 1985, a

totalement comblé les lacunes des premiéres quinolones (Alioua, 2015).

16



hapitre |1

Propolis et molécules bioactives




PROPOLIS ET MOLECULES BIOACTIVES

1. Introduction

Depuis longtemps et jusqu’a nos jours ’homme continue a chercher dans la nature
les moyens de lutter contre la faim, la douleur et les maladies. De ce fait et depuis fort
longtemps, la flore terrestre, marine ainsi que les animaux ont attiré 1’attention de plusieurs
chercheurs a travers dans I’espoir de découvrir des molécules originales douées d’activités
biologiques et/ou thérapeutiques. Cet objectif a donné le coup d’envoi a de nombreuses
études effectuées par des équipes de recherches qui deviennent de plus en plus nombreuses
dans le monde. Au cours des derniéres décennies, les recherches scientifiques les plus
modernes n'ont fait que confirmer le bien-fondé des vertus thérapeutiques de la plupart des
plantes médicinales utilisées de facon empirique depuis des millénaires. Ce savoir
traditionnel transmis de génération en genération est devenu aujourd’hui une mine
d'informations extrémement precieuses pour tous les chercheurs de lindustrie surtout
pharmaceutique. A coté des médicaments fabriqués uniquement par synthése chimique,
d'autres sont obtenus par traitement chimique de substances naturelles, végétales le plus
souvent ou animales, mais aussi des remedes purement naturels qui proviennent presque

exclusivement de plantes (Jelassi & Jannet, 2018).

Les composes bioactifs pourraient étre définis comme des produits phytochimigues,
qui peuvent étre extraits d’aliments ou de sous-produits alimentaires, et capables de réguler
les fonctions métaboliques conduisant a des effets bénéfiques (Grigoras, 2012). Un grand
nombre de composeés bioactifs peuvent étre obtenus a partir de sous-produits de l'aquaculture
(Mathieu, 2006). Le collagéne, la chitine, les enzymes, Ila gélatine, les
glycosaminoglycanes, les acides gras polyinsaturés (AGPI), les minéraux, les protéines et
les peptides ainsi que les vitamines comptent parmi les composés les plus précieux (Cheng
et al., 2013). Plusieurs bénéfices nutritionnels sont attribués a ces composés qui, avec leurs
activités biologiques, pourraient avoir un effet bénéfique sur la santé humaine (Létisse &
Comeau, 2008).

2. Les sources des molécules bioactives

En tant que composes chimiques interférant avec le vivant, les molécules bioactives

représentent des enjeux majeurs pour la santé et ’environnement isolées a partir d’extrai
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naturels de divers organismes vivants (plantes, bactéries, champignons, organismes marins,
etc.) (Barette et al., 2015).

2.1. Les molécules bioactives d’origine végétale

Le régne végétal est 1'une des sources les plus riches de composés bioactifs ayant un
potentiel pharmaceutique. Une particularité des plantes supérieures est leur capacité a
produire un grand nombre de métabolites secondaires d’une grande diversité chimique
(Bergonzi et al., 2022). Les plantes sont également enrichies d’une grande variété de
protéines, peptides, sucres et nucléosides, qui sont souvent impliqués dans les fonctions
physiologiques primaires des plantes et/ou dans les mécanismes de lutte contre les agents
pathogénes (Reference). Ces composés se trouvent largement dans les fruits, les graines, les
fleurs et les feuilles, d’ou ils peuvent étre extraits et purifiés par différentes techniques.
Depuis des décennies, une multitude de bioactives ont été découvertes dans des molécules
isolées de plantes, et elles constituent toujours 1'une des principales sources de nouveaux
composés bioactifs. Nombreux composés d’origine végétale ont été utilisés dans le passé en

raison de leurs propriétés antimicrobiennes. (Shaheen et al., 2021).

Les plantes sont également une source importante de peptides antioxydants. Dans ce
volume, Trois publications ont étudié les propriéetes antioxydantes et anti-ROS des molécules
d'origine vegétale les plantes sont probablement la source la plus connue de molécules aux

propriétés thérapeutiques anticancéreuses demontrées (Cotabarren et al., 2021).

2.2. Les molécules bioactives d’origine microbienne

Les molécules bioactives sont des substances antibactériennes naturelles d’origine
biologique élaborées par les bactéries. Ces molécules bioactives sont variées et diversifiées
car on distingue les bactériocines, les peptides NRPS (Non Ribosomal Peptides Synthétase),
les antibiotiques et autres. Les molécules bioactives different les unes des autres sur leur
mode de synthése et leur spectre d’activité. Ainsi, les bactériocines sont produites par voies
ribosomales ou plasmidiques, les peptides NRPS sont codés par des genes non ribosomaux

tandis que les antibiotiques sont obtenus par actions enzymatiques (Taale, 2016).

2.3. Les molécules bioactives d’origine animale
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La nature est un réservoir inépuisable de molécule et d'inspiration pour les chimistes,
les biochimistes et I’industrie pharmaceutique. On a plusieurs sources animales de molécule
bioactive (les amphibiens, les reptiles, les insectes, les arachnides). Trés prometteur pour la
découverte de molécules aux propretés biologiques intéressantes. C’est ’'une des principales
sources de peptides thérapeutiques. Ces cocktails complexes de centaines, voire de milliers
de molécules ont été¢ maitrisés par la nature au cours de millions d’années d’évolution. Les
toxines provenant des venins sont de plus en plus importantes pour [I’industrie
pharmaceutique ainsi que pour I’industrie agricole. En fait, les toxines peptidiques sont
d’excellents filtres pour les insecticides biologiques qui ne sont pas tres résiduels et peuvent
cibler spécifiquement certains types d’insectes nuisibles et n’ont aucune toxicité pour les
invertébrés. Les toxines (comme les serpents amphibiens, les scolopendres, les araignées,
les scorpions et les cones) ont déja montré leur potentiel pour découvrir des molécules
importantes avec de nombreuses applications dans les domaines pharmaceutique et agricole
(Touchard, 2015) .

3. La propolis
3.1. Historique

Les premicres traces de la propolis remontent a ’Egypte antique. Des recherches
poussees ont permis aux egyptologues de découvrir les traces de propolis. Cette substance
est utilisée par les grands prétres de ’ancienne Egypte pour les embaumants des momies (De
Almeida & Menezes, 2002).

Au IIéme siécle, c’est au tour de médecin Galien d’en faire mention dans ses traités.
Au Xleme siecle, le philosophe et médecin Iranien Abu Ali Iben Sina connu sous le nom
d’Avicenne, note a son propos « la propolis a la qualité de faire éliminer les pointes de

fleches et les épines, nettoie facilement et amollit fortement » (Debuyser, 1984).

La propolis fut trés certainement utilisée par les grecs anciens puisque Aristote la
signale comme un remeéde utilisé a la fois en externe et en interne : aux affections de la peau,

plaies et sur les enflures, les abces, les ulcéres, les furoncles (Golder, 2014).

Les égyptiens, les grecs, les romains, les mayas utilisaient les produits issus de la
ruche a des fins préventives, curatives et alimentaires, La propolis était utilisée par 'Homme
comme médicament traditionnel depuis 300 ans (Trusheva et al.,2007; Seidel et al.,
2008;Veiga et al., 2017).
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3.2. Définition

La propolis est généralement connue sous le nom de « colle d’abeille », qui est un
nom générique qui fait référence a la substance résineuse accumulée par les abeilles a partir
de différents types de plantes (Pasupuleti et al., 2017) , Le mot propolis est d’origine grec
et signifie a I’entrée de la ville (Przybylek & Karpinski, 2019) , est une substance produit
par les abeilles a partir de la résine récoltée sur les arbres et les arbustes, qui se combinent
avec la cire d’abeille et les sécrétions des glandes salivaires de 1’abeille riches en enzymes.
Il peut étre jaune, brun ou presque noir, selon le plantes a partir desquelles la substance
résineuse est recueillie. L’odeur de la propolis est intense et aromatique (Sawicka et al.,

2012).

Figure 05. Propolis (www.istockphoto.com/fr/).

3.3. Origine de la propolis

Marcucci (1995) a noté que les composes de la résine de propolis (propolis brute et
non transformée) proviennent de trois sources : I’exsudat végétal collecté par les abeilles,
les substances sécrétées par le métabolisme des abeilles et les matériaux introduits lors de

I’élaboration de la propolis (Burdock, 1998), La propolis a deux origines :

3.3.1. Origine interne de la propolis

D’apres les chercheurs allemands ; la propolis serait résidu résineux, provenant de la
premiere phase de la digestion du pollen dans un petit organe de I’abeille, situé entre le jabot
et ’intestin moyen. Il faut toutefois noter que la propolis différe, tant du point de vue

qualitatif que quantitatif des résines végétales, dont elle est issue ; la matiere résineuse brute
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est additionnée de cire, de secrétions salivaires, de pollen et de divers impuretés, donnant

naissance a une substance tout a fait originale (Moussaoui & Lahouel, 2019).

3.3.2. Origine externe de la propolis

Collectée par les abeilles de différentes plantes, elle est utilisée a des fins moins
importantes telles que I’embaument de prédateurs. Les abeilles récoltent une résine présente
sur les bourgeons, jeunes rameaux, blessures de certains arbres et arbustes prévue pour les
protéger contre les attaques des micro-organismes. En mélangeant cette résine a de la cire et
a des enzymes sécrétées par leur systeme glandulaire, elles obtiennent une sorte de glu que

I’on nomme : propolis.

Il est vrai qu’elle peut avoir la premicre origine mais il est bien connu de tous les
praticiens que les ruches situées dans les bois ou les forets proposent beaucoup plus que

celles situées en plaine (Caillas, 1974).

3.3.3. Origine algérienne de la propolis

Selon la flore botanique disponible en Algérie, on peut déduire que notre propolis
est d’origine soit du pin (Pinus sp) qui occupe les zones semi arides, le chéne (chéne liege
et chéne zeen) qu’on trouve au nord-est du pays, chataignier, Cypres (Cupressus sp),

casuarina, et le peuplier (Populus sp) (Ferhoum, 2010).

Figure 06. Source végétale de la propolis (Ferhoum, 2010)

3.4. Composition de propolis algériennes

L'Algérie est caractérisée par sa diversité florale : Méditerranéenne, Saharienne et une flore
Paleo Tropicale, ce qui a donné a la pharmacopée traditionnelle une richesse inestimable
(Berreghioua, 2016).
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Tableau 02. La composition de quelque propolis algérienne de déférents régions (Moudir,
2004)

Composés Tlemcen Guelma M’sila Tizi-Ouzou
Pinocembrin 6.9 6.9 9.5 0.2
Pinobanksin 3.9 3.0 3.5 0.6
Chrysin 7.5 6.9 1.9 0.4
Galangin 8.5 6.9 1.9 0.4
Pentenyl cafféate 4.7 2.1 1.8 03
Benzyl cafféate 4.9 1.4 1.2 1.2
Acide diterpenique 2.0 8.6 20.11 9.1

3.5. Les méthodes de récolte de la propolis
3.5.1. Par ’abeille

La récolte de la propolis est faite par un nombre restreint d’abeilles ouvrieres
butineuses (qui sont dans la derniere partie de leurs existences). Ces ouvrieres sont trés
spécialisées dans cette activité puisqu’elles ne semblent pratiquement effectuer aucun autre
travail au sein de la colonie (la récolte du nectar par exemple) et cela méme si la demande
s’en fait sentir. Leur travail se limite au colmatage de ’intérieur de la ruche (Eaissat et al .,

2022).

Figure 07. Les abeilles réduisent I’entrée de la ruche par la propolis (Boureghda, 2019)

3.5.2. Par ’homme
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Classiquement, on décrit deux méthodes de récolte de la propolis. L’une consiste a
racler la propolis directement sur la ruche la ou la fantaisie des abeilles leur a dicté de la
déposer. On appelle la propolis obtenue propolis de raclage. Cette méthode est fastidieuse,
aussi n’est-elle pas préférée chez les apiculteurs qui font le commerce de leur
propolis. L’autre méthode consiste a installer une grille dans la ruche. Les abeilles vont
propoliser pour boucher les trous de cette grille. 11 suffit alors de la secouer a une température
inférieure a 15°c : la propolis est alors dure et cassante, elle va se détacher de la grille (Potier,
1989).

La deuxieme technique se base sur 1’utilisation de différents dispositifs comme les
grilles moulées en matiére plastique ou en métal, les grilles sont posées au-dessus des ruches
comme couvercles, les abeilles s’empressent d’obturer ces trous de propolis (Ferhoum,

2010).

Figure 08. Récolte de la propolis par raclage (www.shutterstock.Com/698257180).

3.6. Propriétés physico-chimiques de la propolis

La propolis est une substance trés complexe et riche en composées, Les propriétés
physicochimiques de la propolis peuvent varier selon la flore, les conditions saisonniéres
d'une région geographique déterminée, I'heure et la date de récolte et la technique employée
(Debab, 2019).
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Tableau 03. Different propriétés physico-chimiques de la propolis (El housseini, 2013).

Propriétés physiques

Propriétés chimiques

a) Consistance
= A 15°C, elle est dure et friable.

a) Solubilite

La propolis est insoluble dans I’eau,

= A 30°C, elle est molle et malléable. [ particllement soluble dans I’acétone,
= Entre 30 et 60°C, elle devient | I’alcool, 'ammoniaque, le benzéne, le
collante chloroforme, etc.
b) Couleur b) Point de fusion

Tres variable, allant du jaune clair au brun
trés foncé, presque noir, en passant par toute

la gamme des bruns.

Son point de fusion se situe autour de
70°C.

Chauffée au bain-marie, elle se divise en
deux parties une partie visqueuse qui
tombe au fond du récipient et une partie

liquide appelée cire de propolis

c) Saveur et odeur

Elle est souvent &cre et parfois amere et

son odeur variable selon son origine
botanique : en général ardme agréable et

douceatre, mélange.

c) Densité
La densite de la propolis est de 1,2 (soit

supérieure celle de I’eau).

3.7. Utilisation de propolis

« Par |'abeille

La propolis est utilisée par les abeilles comme :

e Un scellant pour réparer et entretenir les rayons de leurs ruches (Gunduz et al.,

2005).

e Les abeilles vont propoliser et le produit résultant est utilisé comme une couche

antiseptique mince et uniforme qui tapisse toute la ruche (parois, alvéoles, cadres...)

et recouvert tous ce qui en contact avec 1’abeille (Ghisalberti, 1979) .

e Protege des attaques des micro-organismes. Elle a également un effet répulsif sur

les insectes (Potier, 1989).
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e Un peu en arriére du trou de vol, les abeilles édifient, avec la propolis, de véritables
fortifications destinées a dissuader les gros animaux indésirables (souris,
grenouilles) d’entrer dans la ruche ( Ouadjir, 2021).

«* Par ’homme

La propolis est largement utilisée dans plusieurs domaines tels que :

a) Cosmétique

La propolis et ses extraits ont été largement utilisés dans la dermatologie et la cosmétique.
Ses effets sur la régénération et la rénovation des tissus ont été bien étudiés (Moujanni et
al., 2017).

b) La médecine

La propolis est utilisée dans divers traitements tel que :

» Le soutien et I’'amélioration du systéme immunitaire (Krell, 1996).

» Les problémes cardio-vasculaires.

» Appareil respiratoire (pour diverses infections).

+ Soins dentaires.

» Lesulcéres.

* Les infections des muqueuses et les lésions.

» Le cancer (Ito et al., 2001).

» Le diabete (Fuliang et al., 2005).

La propolis a été utilisée par voie topique pour guérir les infections fongiques, les aphtes
et les plaies et a également été utilisée pendant des siecles comme remede contre le rhume,
parmi de nombreuses autres maladies (Paska, 2014).

c) Technologie industrielle

La propolis est utilisée dans I’industrie sous forme de dentifrices, de pastilles, des
bains de bouche, des shampooings, des lotions pour la peau, des créemes, des gels, de poudre,
de savon, de sirops contre la toux (Wagh, 2013; Khurshid et al., 2017) ainsi que des
bonbons, de chewing-gums, de chocolat et des gateaux (Ferreira et al., 2017).la propolis
fait partie des compléments nutritionnels, des aliments sains (djoudi & Sahi, 2019) .
3.8. Toxicite

A mesure que l'utilisation de la propolis augmente, ses effets secondaires sont
observés plus fréquemment (Marcucci, 1994).
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La toxicité de la propolis est trés faible. Chez le rat, la DL50 d’un extrait concentré
de propolis a été évaluée a 15 g/kg. Une saisine de I’ Afssa (2007-SA-0231) rapporte que la
dose la plus élevée sans effets indésirables (NAOEL) est de 1 400 mg/kg chez I’animal et
qu’une supplémentation de 1,95 g/j pendant 30 jours n’a pas entrainé d’effets indé-sirables
chez ’homme. Il peut exister cependant descas d’allergies de contact (dermatose, eczéma)

avec un allergene bien identifié : le 3,3-dimethylallyl caffeate (Cardinault et al., 2012).

Les études en rapport avec la toxicité de la propolis sont rares. Certaines études
montrent que cette résine n’est pas toxique pour les hommes et les animaux, si elle est
consommeée en quantités raisonnables. L’administration orale de 200 a 1220 mg/kg/J
d’extrait éthanolique de propolis (EEP) pendant 7-10 jours n’entraine aucun effet nocif de
plus, ’extrait alcoolique de propolis incorporé dans 1’eau potable (rat et souris) et utilisé aux
doses 1875 et 2470 et 4000 mg/kg/J pendant 30, 60 et 90 jours respectivement, ne montre
aucun effet toxique (Segueni, 2011).

3.9. Conservation

Avant extraction, la propolis est généralement conservée au congélateur (-18° C)
avant d’étre pulvérisée ou simplement conservée a température ambiante a I’obscurité. Apres
extraction, les échantillons sont conserveés secs, soit a température ambiante et a l'abri de la
lumiere, soit au réfrigérateur (4° C) ou soit encore au congelateur (-20° C). Les extraits sont

parfois conservés a 1’état liquide, aprés traitement, en attendant d’étre analysés (Boisard,
2014).
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Il. MATERIEL ET METHODES
1. Cadre et objectifs de I'étude

Notre etude s'est déroulée en une période de trois mois (Février, Mars et Avril
2024). Au niveau du laboratoire de microbiologie de l'université Echahid Elchikh

Larabi Tebessi, Faculté des Sciences Exactes et de la Nature et de Vie.

Notre étude a eu pour objectifs de :

v' Evaluaer le rendement d’extraction de la propolis par macération avec les
différents solvants (methanolique et acétonique).

v Etude de lactivité antibactérienne des extraits methanolique et acetonique de
propolis type 1 et type 2 sur les Staphylococcus aureus par méthode de diffusion
sur gélose en utilisant la technique des puits.

v Etude de Pactivité antibactérienne des différentes molécules conventionnelles
synthétiques (ATBS) sur les mémes souches bactériennes et détermination de
profile de sensibilité aux antibiotiques.

v' Etude comparative de I’activité antibactérienne des extraits bioactifs par rapport
aux antibiotiques.

2. Matériel

2.1. Présentation de la propolis

Les abeilles collectent les résines des bourgeons, des exsudats et d'autres parties
des plantes, les mélangent avec leurs propres enzymes salivaires et de la cire d'abeille
qui crée de la propolis. Les différents continents, régions et especes végeétales utilisées
pour produire la propolis rendent sa composition différente les unes des autres, Méme
si a une composition chimique différente, elle a des activités similaires telles
gu'antibactérienne, antifongique, antivirale, antiparasitaire, anti-inflammatoire,

antiproliférative et antioxydante (Przybylek & Karpinski, 2019).

Figure 09. La nitrurion des abeilles (photo personnelle, 2024).
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La propolis est le troisieme composant le plus important des produits apicoles.
Il est composé principalement de résine (50%), de cire (30%), d'huiles essentielles
(10%), de pollen (5%) et dautres composés organiques (5%). Les composés
phénoliques, les esters, les flavonoides, les terpenes, les béta-stéroides, les aldéhydes
aromatiques et les alcools sont les composés organiques importants présents dans la
propolis. Douze flavonoides différents, a savoir la pinocembrine, l'acacétine, la
chrysine, la rutine, la lutéoline, le kaempférol, I'apigénine, la myricétine, la catéchine,
la naringénine, la galangine et la quercétine ; deux acides phénoliques, I'acide caféique
et I'acide cinnamique ; et un dérivé du stilbene appelé resvératrol ont été détectés dans
des extraits de propolis par électrophorése par zone capillaire. La propolis contient
également des vitamines importantes, telles que les vitamines B1, B2, B6, C et E et des
minéraux utiles tels que le magnésium (Mg), le calcium (Ca), le potassium (K), le
sodium (Na), le cuivre (Cu), zinc (Zn), manganése (Mn) et fer (Fe). Quelques enzymes,
telles que la déshydrogénase succinique, la glucose-6-phosphatase, l'adénosine
triphosphatase et la phosphatase acide, sont également présentes dans la propolis
(Pasupuleti et al., 2017).

other organic
substances; 5%

pollens; 5%

plant resins; 50%

Figure 10. La composition chimique de la propolis (Przybylek & Karpinski, 2019)

2.2. Récolte de la propolis

La propolis est récoltée durant tout I'été jusqu'a a la fin de l'automne, par les
abeilles butineuses. Elles trouvent cette substance sur les arbres a résine, au niveau des
bourgeons ou de I'écorce de certains arbres (peuplier, boulot, hétre, écorce des pins,

sapin). L’abeille attrape la résine avec ses pattes avant et apres remodelage elle place
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la propolis au niveau de ses pattes arriére afin de faciliter le transport jusqu'a la ruche.
C'est un travail long et fastidieux au cours duquel l'abeille réalise une boule de propolis.
Une fois rapportée a la ruche, les abeilles ouvriéres vont étirer cette pelote pour en faire
un fil. Elles vont y ajouter de la cire et des secrétions salivaires pour obtenir la propolis.
L'abeille se sert de la propolis pour renforcer leur habitat, en enduisant de cette
substance l'intérieur et I'extérieur de I'habitacle mais également pour colmater les zones
de fragilité afin d'éviter I'apparition de moisissures dues a I'numidité (Alexandre,
2015).

2.2.1. Région de la récolte

La propolis a été achetée a partir de deux agriculteurs de deux régions Bir-
Mokkadem (Wilaya de Tébessa) et Chelghoum laid (Wilaya de Mila) sous forme séche
(Tableau 4).

Tableau 04. Présentation de matieres premiére

Abréviation de I’échantillon P1 P2
Willaya MILA TEBESSA
Commune Chelghoum Elaid Bir Mokkadem
Couleur Marron foncé Marron claire
Poids 659

Propolis récoltée
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Tunis
Chelghoum Laid >3 S5
-

o

Figure 11. Les deux regions de la recolte (Chelghoum Laid et Bir Mokkadem)
(google earth).
2.3. Isolats bactériens

Pour évaluer Il'activité antibactérienne de deux types d'extraits de la propolis,
des isolats bactériens de Staphylococcus aureus collectés a partir de la pathologie

infectieuse humaine ont été utilisés pour tester nos extraits ainsi que nos antibiotiques.

Tableau 05. Isolats des S. aureus collectés a partir des différentes localisations
infectieuses

Ordre Souche Origine
01 S. aureus Infection cutanée
02 S. aureus Infection cutanée
03 S. aureus Infection cutanée
04 S. aureus Infection cutanée
05 S. aureus Infection réspiratoire

2.4. Solvants

Différents solvants ont été utilisés pour réaliser les extractions par macération
ainsi que les différentes dilutions des extraits pour I’étude de I’activité antibactérienne.

e Meéthanol absolu (95-97 %)

e Acétone absolu (100 %)

e Diméthylsulfoxyde (DMSO)
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Figure 12. A : Diméthylsulfoxyde (DMSO) ; B : Méthanol absolu (95-97 %),
Acétone absolu (100 %) (photo personnelle, 2024)

2.5. Milieux de culture

e Gélose nutritive : Milieu riche pour conserver les souches.
e Milieu Chapman : Milieu sélectif pour Staphylococcus sp.
e Milieu Muller Hinton : Milieu pour étude de la sensibilité des bactéries aux

antibiotiques et aux extraits de plantes.

Figure. 13. Milieux de culture A : Chapman ; B : Muller Hinton ; C : Gélose nutritif
(photo personnelle, 2024)

2.6. Appareillages

e Evaporateur rotatif (Rota- vap).

e FEtuve Bactériologique : incubation des cultures bactériennes.

e Balance de précision : mesure des poids.

e Agitateur magnétique : préparation des milieux de culture.

e Autoclave : autoclavage des milieux de culture lors de la préparation.

e Stérilisateur : pour stérilisation les matériaux (métalliques ou en ver).
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» Evaporateur rotatif (Rota- vap)

C’est un appareil permet d'éliminer rapidement un solvant volatil par évaporation.
Le principe est basé sur l'abaissement du point d'ébullition avec la diminution de la
pression, Il est constitué notamment :

1 : Ballon (1) : dans lequel on place le mélange contenant le solvant a évaporer

2 : Bain-marie avec contrdle de température

3 : Réfrigerant en forme de serpentin : permettant aux vapeurs de solvant de se

liquefier

4 : Ballon (2) : permettant de récupeérer le solvant liquide (apres liquéfaction des

vapeurs)

5: Moteur : permettant de mettre en rotation le ballon contenant le mélange a

évaporer, afin d’obtenir une évaporation plus régulicre. Il est relié a un systéme

permettant d’abaisser la pression au sein du dispositif (une pompe par exemple).

Le ballon (1) contient le mélange dont on veut évaporer le solvant. Le solvant

s’évapore et les vapeurs ainsi formées sont condensées par le réfrigérant dans un

récipient différent du ballon (1) : le ballon de récupération (2).

Figure 14. Evaporateur rotatif (Photo personnelle, 2024).

2.7. Verreries et petits consommables

o Ecouvillons bactériologiques
o Pipettes pasteur stériles
o Disques d'antibiotiques
o Boites de pétri en plastiques
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Papiers Whatman

Tubes & essai stériles

Flacons stériles

Béchers

Tubes Eppendorf

Emboue de différents calibres

2.8. Disques d’antibiotiques antistaphilococcique

Différentes molécules des antibiotiques commercialisés sous forme de disques

chargés ont été utilisées pour étudier la sensibilité de nos isolats vis-a-vis de ces

molécules.

e Rifampicine RD 30ug

e Erythromycine E15ug

e Acide Fusidique FC10ug
e Spiramycine SP 100ug

e Cefoxitine FOX30ug

Figure 15. Les disques des antibiotiques (Photo personnelle, 2024).

3. Méthodes

3.1. Extraction des substances bioactives a partir de la propolis

3.1.1. Protocole d’extraction

Le protocole utilisé pour réaliser I’extraction (méthanoique absolu et acétonique), a été

réalisé en trois phases clé : Macération, Filtration et Evaporation (Peixoto et al., 2021).
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3.1.1.1. Extraction méthanolique absolu

10 grammes de chaque échantillon de propolis ont été mélanger dans 100 ml de
méthanol absolu puis agiter pendant 20 minutes a température ambiante et macéres
pendant 72 heures, ensuite filtrés sur papier Whatman, respectivement. Le filtrat obtenu

est alors évaporé a 45 °C pendant 30 minutes.

3.1.1.2. Extraction acétonique

10 grammes de chaque échantillon de propolis ont été mélanger dans 100 ml
d’acétone absolu puis agiter pendant 20 minutes a température ambiante et macérés
pendant 72 heure, ensuite filtrés sur papier Whatman, respectivement. La phase obtenue

est alors évaporée a 45 °C pendant 30 minutes.

3.2. Calcul du rendement de ’extraction

Le rendement représente la masse de I'extrait mesure aprés évaporation du

solvant et est exprimé en pourcentage de la masse initiale utilisée pour I'extraction. Le

taux d'extraction est calculé selon la formule suivante : | R (%) =M/M0x100 R

MO= Masse du matériel a traiter.
M = Masse de I’extrait.
R = Rendement (%).

3.3. Conservation des souches

On a conserve les souches bactériennes préalablement identifiées dans des tubes

de conservation de gélose en utilisant une pigdre centrale en profondeur.

Figure 16. Différentes étapes de conservation des souches bactérienne collectées
(photo personnelle, 2024).
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3.4. Evaluation de I’activité antimicrobienne des différents extraits

3.4.1. Récupération des souches conservées et préparation de la suspension
bactérienne

Pour évaluer Tlactivité antimicrobienne des extraits des deux propolis
(acétonique et méthanolique), les souches conservées ont été réisolées sur milieu de
type Chapman pour obtenir des cultures jeunes et pures, striées a l'aide d'une pipette
pasteur, puis incubées a 37°C. Pendent 24 heures. Préparer une suspension bactérienne

et ajuster a une densité optique de 0,5 McFarlane, équivalente a 1 a 2x10"8 CFU/ml.

Figure 17. Différentes étapes de récupération des souches bactérienne conservées
(Photo personnelle, 2024)

3.4.2. Préparation des solutions meres et différentes dilutions d'extraits

Pour nos tests, des solutions meres ont été préparées a une concentration de (100
mg/ml) en mélangeant 100 mg de chaque extrait dans 1 ml de DMSO. Des dilutions en
série ont été realisées a partir de solutions meres (1/2, 1/4, 1/8 et 1/16), dilutions finales

correspondantes : 50, 25, 12.5 et 6.25 mg/ml

Figure 18. Préparation des solutions meres et différentes dilutions des extraits
(Photo personnelle, 2024).

3.5. Activité antibactérienne de I'extrait par méthode des puits
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Répartition d'une suspension bactérienne en stries serrées sur une surface
brillante Mueller-Hinton par écouvillonnage de haut en bas. Répétez I'opération deux
fois en tournant la boite de 60° pour traverser les rayures, et n'oubliez pas de faire
pivoter I'écouvillon lui-méme pour terminer l'inoculation en passant I'écouvillon a

travers la périphérie de la gélose.

Figure 19. Différentes étapes de préparation des suspensions bactérienne ; A :
Préparation de la suspension, B : Suspension bactérienne, C : Ecouvillonnage (Photo
personnelle, 2024).

Des puits ont été ensuite créés pour recevoir 100 ul de différents extraits a
différentes dilutions (1/2, 1/4, 1/8 et 1/16) avec des concentrations finales de 50, 25,
12.5 et 6,25mg/ml, laisser la bofte a température ambiante pendant 15 minutes, puis
incuber a 37°C pendant 24 heures. Le controle négatif (DMSO) et le contrdle positif

étaient représentes par des antibiotiques (Figure 20).

Figure 20. L’application des différents extraits a différentes dilutions dans les puits
(Photo personnelle, 2024).
3.6. Lecture et interprétation des résultats
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La lecture a été effectué par la mesure du diamétre de la zone d‘inhibition autour
de chaque puit, en mm :
e Halos clairs autour du puit : présence d‘une activité inhibitrice des extraits.
e Absence d‘halos clairs autour du puit : pas d‘effet inhibiteur des extraits (Ait
chaouche, 2018).

Tableau 06. Type d‘inhibition en fonction des diamétres de la zone d‘inhibition (Ait
chaouche, 2018).

Type d’inhibition Zone d’inhibition
Non inhibitrice Diameétre < 10 mm
Légerement inhibitrice 10 mm < diamétre < 16 mm
Modérément inhibitrice 16 mm < diamétre < 28 mm
Fortement inhibitrice Diamétre > 28 mm

3.7. Etude de la sensibilité des souches bactériennes des Staphylocoques aux
antibiotiques

Le profil de sensibilité aux antibiotiques des souches bactériennes était étudié
par la méthode de diffusion de disque selon le comité de standardisation de
I’antibiogramme (CLSI, 2018), utilisant une gamme de disques chargés d’antibiotiques
commercialisée pour évaluer leur action antibactérienne par rapport aux extraits de
notre propolis. Des suspensions bactériennes ont été préparées et ajustée a une densité
optique de 0,5 McFarlane qui correspond a 1 a 2x10"8 UFC/ml. La répartition de la
suspension bactérienne sur la surface de la glose Mueller-Hinton par écouvillonnage de
haut en bas en stries serrées. Opération répétée deux fois en tournant la boite de pétri a
60° de fagon a croiser les stries sans oublier de faire pivoter 1’écouvillon sur lui-méme,
finir ’ensemencement en passant I’écouvillon sur la périphérie de la gélose. Les disques
d’antibiotiques antistaphylococcique sont déposées sur cette surface ensemencée ; les

boites sont incubes a 1’étuve a 37 pendant 24 h.
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Figure 21. Application des disques d’antibiotiques antistaphilococcique (Photo
personnelle, 2024)

3.8. Lecture et interprétation des résultats de I’antibiogramme des différents
souches testés

Apres la mesure des diameétres des zones d’inhibition, nos résultats ont été

interpréter en utilisant la table réaliser par le comité CLSI, (2018) (Tableau 07).

Tableau 07. Table d’interprétation des diamétres des zones d’inhibition enregistrer
avec différents antibiotiques.

Diametres des zones d’inhibition

ATBs S I R
Rifampicine >15 13-14 <12
Erythromycine >23 14-22 <13
Acide Fusidique >21 16-20 <15
Spiramycine >21 15-20 <14
Cefoxitine >22 17-20 <21
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I1l. RESULTATS
1. Extraction des substances bioactives de la propolis par différents solvants

Grace a I'utilisation des deux types de solvants (méthanol et acétone) et I'utilisation
de l’appareil de I'évaporateur rotatif, nous avons pu obtenir nos extraits avec des

performances et des propriétés organoleptiques variées (Figure 22 ; Tableau 08).

Figure 22. Aspect macroscopique des extraits préparées (photo personnelle, 2024)

Tableau 08. Caracteéristiques organoleptiques de differents extraits (methanolique et
acetonique).

Extrait Couleur Odeur
Méthanolique absolu | Marron claire Forte et agréable
Aceétonigue absolu Marron foncé Forte et agréable

1.2. Rendement de I’extraction par les deux solvants

Le calcul du rendement a permis de déduire que le rendement de I’extraction
méthanolique avec les deux types de propolis avec lesquelles on a enregistré (36%) et (32%)
a ¢té le meilleur, que le rendement de I’extrait acétonique pour le type 1 et 2 avec (11.52%)
et (23.6%) respectivement (Tableau 09).

Tableau 09. Rendement de ’extraction effectuée avec différents solvants

Type de I’extrait de propolis Rendement de I’extrait (%)
L’extrait Acétonique de propolis Type 1 11.25

L’extrait Méthanolique de propolis Type 1 36

L’extrait Acétonique de propolis Type 2 23.60

L’extrait Méthanolique de propolis Type 2 32

43



Résultats

2. Récupération des souches bactériennes

Apres incubation de notre souche bactérienne a 37° pendant 24h, on a obtenu des
colonies isolées (figure 23) avec lesquels on a préparées des suspensions meres de

différentes souches afin d’effectuer des antibiogrammes et des aromatogrammes.

Figure 23. Souches des Staphylococcus aureus utilisées (photo personnelle, 2024).

3. Activité antibactérienne des différents extraits

3.1. Activité antibactérienne observé avec le propolis type 1 (extrait méthanolique)

La mesure de la zone d’inhibition des différentes dilutions de 1’extrait méthanolique
absolu a permis de conclure que la meilleure activité antibactérienne a été enregistrée avec
la solution mere ou les diametres ont dépassés les 20mm mais pour deux souches de
Staphylococcus aureus. Le diamétre d’inhibition le plus enregistré est celui entre 15mm et
20mm avec la solution mere surtout, suivi des dilutions 1/2, 1/4 et 1/8. Ce diamétre

correspond a une trés bonne activité antibactérienne (Tableau 10 ; Figure 24, 25).
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Tableau 10. Catégories des zones d’inhibition de I’activité antibactérienne observé avec
I’extrait méthanolique de propolis typel.

Catégories Extrait méthanolique absolu de propolis type 1 avec
des zones différentes dilutions
d’inhibition

Souches testées 05 catégories
Staphylococcus aureus

Suspension | Dilution Dilution | Dilution | Dilution
mere 1/2 1/4 1/8 1/16
<6mm 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
>6mm et <10mm 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
>10mm et < 15mm 0/5 2/5 4/5 5/5 5/5
>15mm et < 20mm 5/5 5/5 4/5 2/5 1/5
20> 2/5 0/5 0/5 0/5 0/5

propolis type 1 méthanolique
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Figure 24. Activité antibactérienne de 1’extrait méthanolique absolu de propolis type 1
(photo personnelle, 2024).

Figure 25. Zones d’inhibition de 1’extrait méthanolique absolu de propolis type 1 sur quelques
souches testées (photo personnelle, 2024).
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3.2. Activité antibactérienne observé avec la propolis type 2 (extrait méthanolique)

La mesure de la zone d’inhibition des différentes dilutions de I’extrait méthanolique
absolu a permis de conclure que la meilleure activité antibactérienne a été enregistrée avec
la solution mére ou les diametres ont dépassés les 17mm mais pour trois souches de S.
aureus. Le diamétre d’inhibition le plus enregistré est celui entre 15mm et 19mm avec la
solution mére surtout, suivi des dilutions 1/2 et 1/4 et 1/8. Ce diametre correspond a une
bonne activité antibactérienne (Tableau 11 ; Figure 26, 27).

Tableau 11. Catégories des zones d’inhibition de I’activité antibactérienne observé avec la
propolis type 2 de I’extrait méthanolique.

Catégories Extrait methanolique absolu de type 2 de propolis avec
différentes dilutions
des zones - —
Souches testées 05 catégories
d’inhibition Staphylococcus aureus
Suspension Dilution | Dilution | Dilution | Dilution
mere 1/2 1/4 1/8 1/16
<6mm 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
>6mm et < 10mm 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
>10mm et < 15mm 0/5 1/5 2/5 3/5 5/5
>15mm et <20mm 5/5 3/5 3/5 2/5 0/5
20> 1/5 1/5 0/5 0/5 0/5
50 propolis type 2 méthanolique
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Figure 26. Activité antibactérienne de 1’extrait méthanolique absolu de propolis type 2
(Photo personnelle, 2024)
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Figure 27. Zones d’inhibition de I’extrait méthanolique absolu de propolis type 2 sur
quelques souches testées (photo personnelle, 2024)

3.3. Activité antibactérienne observé avec la propolis type 1 (extrait acétonique)

La mesure de la zone d’inhibition des différentes dilutions de I’extrait acétonique a
permis de conclure que la meilleure activité antibactérienne a été enregistrée avec la solution
meére, avec des diametres entre 15 et 20 mm qui correspond une trés bonne ; excellente

activité antibactérienne (Tableau 12 ; figure 28, 29).

Tableau 12. Catégories des zones d’inhibition de 1’activité antibactérienne observé avec de
propolis type 1 de I’extrait acétonique.

Catégories Extrait acétonique de propolis type 1 avec différentes dilutions
des zones
d’inhibition

Souches testées 05 catégories
Staphylococcus aureus

Suspension Dilution Dilution Dilution | Dilution
meére Yo 1/4 18 1/16
<6mm 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
>6mm et < 10mm 0/5 0/5 1/5 2/5 3/5
>10mm et < 15mm 1/5 1/5 3/5 2/5 1/5
>15mm et <20mm 2/5 4/5 1/5 0/5 0/5
20> 2/5 0/5 0/5 0/5 0/5
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Figure 28. Activité antibactérienne de 1’extrait acétonique de propolis type 1 (photo
personnelle, 2024)

Figure 29. Zones d’inhibition de I’extrait acétonique de propolis type 1 sur quelques
souches testées (photo personnelle, 2024)

3.4. Activité antibactérienne observé avec la propolis type 2 (extrait acétonique)

La mesure de la zone d’inhibition des différentes dilutions de I’extrait acétonique a
permis de conclure que la meilleure activité antibactérienne a été enregistrée avec la solution
meére ou les diamétres ont dépassés les 20mm mais avec une seule souche de Staphylococcus
aureus. Le diamétre d’inhibition le plus enregistré est celui entre 12mm et 15mm avec la
solution mere surtout avec les dilutions 1/2 et 1/4 et 1/8., Ces diameétres correspond a une

bonne activité antibactérienne (Tableau 13 ; Figure 30, 31).
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Tableau 13. Catégories des zones d’inhibitions de 1’activité antibactérienne observé avec le type
2 de propolis de I’extrait acétonique.

Catégories Extrait acétonique de propolis type 2avec différentes
des zones dilutions
d’inhibition Souches testées 05 catégories
Staphylococcus aureus
Suspension | Dilution Dilution | Dilution | Dilution
mere Yo 1/4 1/8 1/16
<6mm 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
>6mm et <10mm 0/5 0/5 1/5 2/5 2/5
>10mm et < 15mm 3/5 3/5 4/5 2/5 5/5
>15mm et <20mm 2/5 2/5 1/5 1/5 0/5
20> 1/5 1/5 0/5 0/5 0/5
. propolis type 2 Acétonique
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Figure 30. Activité antibactérienne de 1’extrait acétonique de propolis type 2 (photo
personnelle, 2024).

49



Résultats

Figure 31. Zones d’inhibitions de I’extrait acétonique de propolis type 2 sur quelques
souches testees (photo personnelle, 2024).

4. L’activité antibactérienne observée avec les Antibiotiques (Antibiogramme)

Apres incubation de 24h et mesure des diametres d’inhibition par pied a coulisse des

différentes zones d’inhibition a permis de conclure que la meilleure activité antibactérienne

d’ antibiotiques été enregistrée avec la Rifampicine (RD 30ug) ou les diametres ont dépasses

les 50mm mais pour une seuls souche( S. aureus 04) . Le diamétre d’inhibition le plus faible

et enregistré avec Cefoxitine (FOX30ug) avec tous les souche testés (Tableau 14 ; Figure

32 ; 33).

Tableau 14. Diametres des zones d’inhibition enregistres avec les antibiotiques testes sur
les souches de staphylococcus aureus.

Les souches Les antibiotiques appliqué
testées - — . . . - —
Rifampicine Spiramycine Erythromycine | Acide Cefoxitine
Fusidique
S.aureus01 |38 32 0 25 0
S.aureus 02 |40 30 0 10 0
S.aureus 03 |37 26 6 8 0
S. aureus 04 | 50 34 9 32 6
S.aureus05 | 34 24 10 30 0
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Figure 32. Activité antibactérienne des antibiotiques vis-a-vis des souches testées (photo
personnelle, 2024).

Figure 33. Antibiogramme antistaphylococcique de quelque souche (photo personnelle,
2024).

5. Etude comparative de ’activité des extraits et des antibiotiques

L’étude comparative de I’activité antibactérienne des différents extraits avec celles
des antibiotiques testés a permis d’enregistrer une trés bonne et bonne activité a 1’égard des

tous les profils d’antibiorésistance (Tableau 14 ; Figure 32 ; Figure 33).
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Tableau 15. Profils de sensibilité des souches bactérienne aux antibiotiques et aux extraits

bioactifs.
, e s Extrait
,I[_e?[ :souches Molécules d’antibiotiques Utilisée Activits
estés
RD E SP FC FOX T1 | T2

S.aureus01]S R S S R A, M | AM | Bonne ; trés bonne ;
excellente

S.aureus02 | S R S | R A M | AM | Bonne; trés Bonne ;
excellente

S.aureus03]S R S R R AM | AM | Bonne; trés bonne
excellente

S.aureus04 | S R S S R AM | AM | Bonne;trés
bonne ;excellente

S.aureus05]S S S S R AM A,M | Bonne ; tres
bonne ;excellente

5. Reésultats de la détermination des profils de sensibilités aux antibiotiques

La détermination des profils de sensibilités avec les cing souches de Staphylococcus

aureus (Tableau 15).

= Le profil (SS S SS) avec une seule souche.

= Le profil (SS S S R) avec une seule souche

= Le profil (SR S S R) avec deux souches.

= Le profil (SR S | R) avec une seule souche.

6. Validation des tests

La souche de Staphylococcus aureus n° 05 a été utilisée pour valider 1’activité

antibactérienne des extraits par I'utilisation du (DMSO) comme témoin négative (Figure

34).
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Figure 34. Résultats de validation des tests (photo personnelle, 2024).
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IV. DISCUSSION

Pour vaincre la résistance microbienne, la recherche mondiale a déployé de
nombreux efforts pour proposer de nouvelles molécules antimicrobiennes alternatives aux
antibiotiques. L’origine naturelle a été pendant de nombreuses années la meilleure source de
nouvelles molécules antimicrobiennes (Souza et al, 2016). Depuis longtemps, I'homme
exploite les produits de la ruche. Leurs usages garantissent un bon prix et constituent un
revenu supplémentaire pour l'apiculteur. La propolis est une remeéde naturelle utilisée depuis

I'antiquité, ainsi qu'une résine végétale (Bogdanov, 2016).

Dans notre étude le rendement de I’extraction méthanolique pour les deux types de
propolis avec (36%) et (32%) respectivement était meilleur que I'extraction acétonique, avec
lesquelles on a enregistré (11.5%) et (23.6 %). Ouamani, (2021) a trouvé un rendement de
47,49 % pour une extraction méthanolique de propolis prélevée a partir de différentes
régions marocaines. Une étude menée sur I’extraction de la propolis avec 1’eau a indiqué
des rendements de 7,7% (en Chine) ; 3,2% (en Perou) ; 9,6% (en Bresil) (Usia et al., 2002).
Cette différence de rendement pourrait étre causée par les caractéristiques chimiques des
solvants utilisés, en particulier leur polarité, ainsi que les protocoles d'extraction et leurs
conditions (Mechergui et al ;2016). Baycheva et al (2019) ont constaté I’influence des
parametres technologiques, température, proportion entre matiére premiére/solvant, la durée

d'extraction sur le rendement et la composition des extraits.

Les résultats obtenus ont montré que toutes les souches bactériennes ont une
sensibilité vis-a-vis la propolis mais avec un dégrée de sensibilité différente. On a trouvé que
I’activité antistaphilococcique de I’extrait acétonique est meilleur que 1’activité de I’extrait
méthanolique. Des résultats similaires ont été observés chez Wozniak et al., (2020) qui ont
montré une bonne activité antistaphilococcique des extraits acétonique de propolis sur
staphylococcus aureus et quelque gram négative. Par contre, Biosard, (2013) a trouvé des
bonnes activités des extraits méthanolique seulement sur les S. aureus. Benchabane et al.
(2020) ont montré la présence d'une activité antimicrobienne des extraits éthanoliques de la

propolis de quelques régions d’Algérie contre les staphylococcus aureus.

Les activités antimicrobiennes ont été aussi évalués contre les S. aureus par Garedew
et al., (2004), qui ont enregistrés une sensibilité de cette espéce bactérienne a la propolis par
rapport aux autres bactéries. Les données de nombreuses études concernant les propriétés

antibactériennes de la propolis confirment que la propolis est principalement active contre
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les bactéries & Gram positives et affiche une activité beaucoup plus faible, voire nulle contre
les bactéries Gram négatives (Dobrowolski et al., 1991; Marcucci, 1995; Kujumgiev et
al., 1999; Sforci et al., 2000; Kartal et al., 2001; El-Fadaly & El-Badrawy, 2001,
Stepanovic et al., 2003; Silici et Kutluca, 2005; Drago et al., 2007). Grange & Davey,
(1990) ont constatés une activité limitée de la propolis contre les bacilles Gram-négatifs,
d’autre étude confirme qu’aucun des extraits de propolis testés n'est efficace contre la
bactérie a Gram négatif évaluées (E. coli, et P. aeruginosa) (Velikova et al., 2000). L’etude
de l’activité antibactérienne des extraits éthanoliques de la propolis sur des souches
bactériennes Escherichia coli 25922 et Pseudomonas aeroginosa VIM P510 (Marcucci et
al., 2000; Trusheva et al., 2010).

L’extrait de propolis posséde une activité anti-staphylococcique avec un mode
d’action différent des bétalactamines. La propolis affecte la membrane cytoplasmique,
inhibe la motilité bactérienne et I'activité enzymatique, présente une activité bacteriostatique
contre différents genres bactériens et peut étre bactéricide en concentrations élevées
(Mirzoeva et al., 1997). L’effet bactéricide dépend de différents facteurs comme la
composition, 1’origine florale et la localisation géographique ceci explique les différences
d’activités antibactériennes constatées dans différentes études (Bouchama & Djaouani,
2015).

En ce qui concerne le développement d’un médicament a base de plantes, établi sur
un type de propolis spécifique, il serait en principe possible. En effet, s’il est standardisé¢ et
basé sur la plupart des constituants actifs importants, ce médicament pourrait par la suite étre
soumis a des essais cliniques et finalement étre enregistré avec la normalisation appropriée,
méme un médicament autorisé peut étre produit et enregistré (El housseini, 2013). Par
conséquent, une étude plus approfondie est nécessaire pour €lucider les effets de propolis

sous différentes formes, leur contenu et leur composition pouvant varier selon leur source.
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V. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

La fréquente et abusive utilisation des antibiotiques synthétiques conventionnels

pour traiter les infections bactériennes a entrainé différents problemes de résistance aux

antibiotiques et un échec thérapeutique. Notre étude de l'activité antibactérienne des

substances bioactives d'origine animale la propolis sur des staphylococcus aureus isolées de

la pathologie infectieuse, a permis de conclure que :

7
L X4

Le rendement d’extraction méthanolique absolu de propolis €tait le meilleur que
le rendement d’extraction acétonique

L’activité anti-Staphylococcus aureus de différents extraits de deux propolis ont
éte similaires avec tous les isolats allant de bonne ; treés bonne et excellente
activite.

L’activité anti-Staphylococcus aureus de I’extrait acétonique était meilleur que
I’extrait méthanolique.

L’activité anti-Staphylococcus aureus de ’extrait de propolis de la région de
Bir mokkadem, wilaya de Tébessa, était meilleur que celui de de la région de
Chelghoum elaid wilaya de Mila.

L’activité anti-Staphylococcus aureus de différents extraits a été observé vis
avis de tous les isolats quel que soit le profil de résistance aux antibiotiques.
Les deux extraits de deux régions possédent une activité contre des processus
pathologiques infectieux a staphylococcus aureus avec ces différents profils de
résistance, donc les extraits de propolis et peuvent étre un probable candidat

alternatif des antibiotiques anti Staphylococcique.

A D’avenir, il serait trés intéressant de compléter le présent travail par :

Caractérisation de la composition chimique de la propolis par HPLC et LC-
MS.

Détermination des composes responsable de cette activité antibactérienne
Evaluation de Dl’activité biologique de ces deux types de propolis, activité

antifongique, antioxydante et anti-inflammatoire.
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Annexes

Annexes 01 : composition des milieux de culture utilisées

7

« Gélose nutritive

Formule en g/l d’eau distillée

Typotone 59
Extrait de viande 39
Agar bactériologique 1 59
Ph 7.0+0.2
% Geélose de Chapman
Formule en g/l d’eau distillée
Digestif pancréatique de caséine 5.0g
Extrait de viande 1.0g
Digestif proteique de tissu animale 5.0
D-Mannitol 10.0g
Chlorure de sodium 75.0g
Rouge de phénol 0.025¢g
Agar bactériologique 15.0g
Ph 7+0.2
180 ML 2-8°C
+ Gélose Mueller Hinton
Formule en g/l d’eau distillée
Acide caséine peptone 17.5g
Infusion de beeuf 2.0g
Amidon 1.5¢
Agar bacteériologique 17.0g
Ph 7.3+0.2
180 ML 2-8°C
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Annexes 02 : Les différents liquides utilisées
v NaCl
v' DMSO
v" Methanol absolu (95-97%)
v Acétone (100%)

_ \

e

Figure 35. A) Na Cl; B) DMSO C) Methanol absolu; D) Acetone absolu (photo
personnelle, 2024).
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	(... وَآخِرُ دَعْوَاهُمْ أَنِ الْحَمْدُ لِلَّهِ رَبِّ الْعَالَمِينَ)

