¢

A République Algérienne Démocratique et Populair i};ééﬁe
% iz
= N /-/E Ministere de 'Enseignement Supérieur et de la Redrche Scientifique !£
- Ll el geols alall g eabll pole g aigall pelell ad
e e Université de Larbi Tébessi - Bbessa- e R e

Faculté des Sciences Exactes et des Sciences déalare et de la Vie
Département : Biologie Appliquée
Mémoire de Master
Domaine: Sciences de la Nature et de la Vie
Filiere: Science Biologique
Option: Microbiologie appliquée a santé et a l'evironnemer

Théme:

Etude de l'activité antibactérienne de la propolisalgérienne

par rapport a des souche associées a des cas de mammi
cliniques chez la vache

Présenté par

Messai Khaled

Devant le jury

Mme Belbel Z MCB Université de Larbi Tébessi Présidente
Me" Chadi H MAA Université de Larbi Tébessi Rapporteuse
M®"® Smaali S MAA Université de Larbi Tébessi Examinatrice

Date de soutenance:
14 juin 2017

Année universitaire:2016-2017



¢

A République Algérienne Démocratique et Populair i};ééﬁe
% iz
= N /-/E Ministere de 'Enseignement Supérieur et de la Redrche Scientifique !£
- Ll el geols alall g eabll pole g aigall pelell ad
e e Université de Larbi Tébessi - Bbessa- e R e

Faculté des Sciences Exactes et des Sciences déalare et de la Vie
Département : Biologie Appliquée
Mémoire de Master
Domaine: Sciences de la Nature et de la Vie
Filiere: Science Biologique
Option: Microbiologie appliquée a santé et a l'evironnemer

Théme:

Etude de l'activité antibactérienne de la propolisalgérienne

par rapport a des souche associées a des cas de mammi
cliniques chez la vache

Présenté par

Messai Khaled

Devant le jury

Mme Belbel Z MCB Université de Larbi Tébessi Présidente
Me" Chadi H MAA Université de Larbi Tébessi Rapporteuse
M®"® Smaali S MAA Université de Larbi Tébessi Examinatrice

Date de soutenance:
14 juin 2017

Année universitaire:2016-2017



FSESNV Ministére de I'Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique
Mt Université Larbi Tébessi - Tébessa
r Faculté des Sciences Exactes et des Sciences de la Nature et de la Vie

REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE %
dbesed '-3,\ g Z,

bl yapbil] pole gl polell wli
FACLLTE DES SCENCES ExnC

Uswersite Lart: Tebesst - Tebeasn
rem
BT DES SCENCES O LY NATLUSE £T O LA Vi

Déclaration sur Phonneur de non-plagiat

(2 joindre obligatoirement au mémoire, remplie et signée)

Je soussigné(g), ,K
Nom, Prénom M %&LK A kfgd_z; .........................................................

Réguliérement inscrit(e) en Master au département Sd%ﬁﬂdﬂgﬁ.m‘i‘m}& p aVae
N° de carte détudiant S0 AATEY L OA%.........oerserinrerersenermsesmssssasn
Année universitaire - QKQ'Q}‘%_ ...............................................................

Domaine:. 5 C\T-‘U\Lt kam

o
Atteste que mon mémoire est un travail original et que toutes les sources utilisées ont été
indiquées dans leur totalité. Je certifie également que je n'ai ni recopié ni utilisé des idées ou
des formulations tirées d’un ouvrage, article ou mémoire, en version imprimée ou

électronique, sans mentionner précisément leur origine et que les citations intégrales sont

signalées entre guillemets.

Sanctions en cas de plagiat prouvé :
L'étudiant sera convoqué devant le conseil de discipline, les sanctions prévues selon la
gravité du plagiat sont :

- L’annulation du mémoire avec possibilité de le refaire sur un sujet différent ;

— L’exclusion d’'une année du master ;

— L’exclusion définitive.
Fait 4 Tébessa, le :.. g 106/ ; 304 ?’ ......

Signaturg de I'étudiant(e) :






uaila

Clpae an Alie 5 gm0 5 g AmieALIA (e A9Y) Sl (e e 0580 anlli 8 4l oda (ga Caagll
A gl labiaal) ae 43 lia Lllad LAl 5 ¢ g el Cleills Dlian Jlad Culda e Ay el (1) o2

& (760 5 770 /.80 ¢7.95) Suall A asl) cilialiiveal) 3:S) 5 alide Al Liad cJanll 138 385 Jal (e
Escherichia coliKlebsiella pneumoniae Entérobacter cloaceal]l 4 Sl SV aladinly il

(Ol Jia dpuld 4 i ilaliany 23 & 5lie s Pseudomonas fluorescens et Serratia marcescens

¢ OS¢ (3 531 ) 58 5yl il € S sdanall ¢ annaS sdanall ¢ (45 sllipuadliiand oSI) ol g 5 Y10 1S saY)
DY) el das sl Ui 48 yha e slaie W) DA (e @lld g oSl il

(~le-13,10) o=E.coli JaV (ake 1503- 0) (e ilins ySall I gall Galdivall Taydiil) jhad o giliall & jelil
Ja¥(ak —10,10) o« Klebsiella pneumonigela¥(alk9,1-0)o« « Entérobacter cloaceagsy

Serratia marcescensY 05 « Pseudomonas fluorescens

S S el pa s clabiaal) s3] 5508 daslia 2 g g A5 rallde 5 yad) V) @ jelal ¢ 4 gual) culabiaall da sl JYA (ga s

CE.coli da) e sl s ST AilasSll iy all 038 ge &l Sal) Jayss

8 4l ac g yudy Al g Jrall 4SSO 38 g aa yiSall aliadll Bl o alidius o) LSy o il
A S Gl A dall Jlal)

E.coli cg sl gl (Sl slimall Taliall «5Sall 1 dgalidal) cialSl)



Abstract

The study present a contribution to the evaluation of the antibacterial effect of 05 propolis
samples from Annaba, Khanchla, Bordj bouarreridj and Tebessa against Gram-bacilli isolated from

milk of clinical mastitis Bovines and to test their efficacy against antibiotics.

In order to perform this work, different concentrations of ethanol extracts of propolis (95%,
80%, 70% and 60%) were studied in vitro using the following clinical isolates. Escherichia cali,
Klebsiella pneumoniae, Enterobacterer colaceae, Pseudomonas fluorescens and Serratia
marcescens. Thus, their comparisons with respect to standard antibiotics such as:. Ampicillin,
Amoxicillin / clavulanic acid, Azetreonam, Colestin, Cephalotin, Cefotaxime, Cefoxitin, Netilline,

Nitrofurantoin, Oflaxacin and Tetracycline were determined by the agar diffusion method.

As a result, the results obtained showed that the zones of EEP inhibition on the strains
varied from: (0-15.03 mm) for E. coli, (0-13.1 mm) for Enterobacter cloacae,(0-9.1 mm) for

Klebsiella pneumoniae, (0-10.1 mm) for Pseudomonas fluorescens and O for Serratia marcescens.

Similarly, the antibiotic resistance of these isolated germs reveals the existence of non-
negligible resistance to the action of antibiotics. Nevertheless, the inhibitory effect of propolis

relative to its chemical molecules proved to be more remarkable for E. coli.

Finally, we can conclude that the antibacteria activity of EEP against some bacterial isolates

indicates its usefulnessin clinical practice against bacterial infections.

Keywords. Propolis, antibacterial activity, clinical mastitis,E.coli.



Résumeé

La présente étude est une contribution a I'évalnatile I'effet antibactérien de 05
échantillons de propolis provenant de Annaba, deenikkhela, de Bordj bouarreridj et de
Tebessa vis-a-vis des bacilles a Gransolés du lait de mammites cliniques bovinesigttester
leurs efficacités par rapport aux antibiotiques.

Afin de réaliser ce travail, differentes concentmas des extraits éthanoliques de la
propolis(95%,80%,70% et 60%) ont été étudiées jimo,ven utilisant les isolats cliniques
suivants Escherichia coli Klebsiella pneumonige Entérobacter cloaceae,Pseudomonas
fluorescens et Serratia marcescéXiasi, leurs comparaisons par rapport aux antidpues
standard tels que : 'Ampicilline, '’Amoxicillinetde clavulanique,l’Azétreonam, la Colestine, la
Céphalotine, le Cefotaxime, le Cefoxitine,la MNie, la Nitrofurantoine,I” Oflaxacine et la
Tétracycline ont été déterminées par la méthodiiftiesion en gélose.

De ce fait, les résultats obtenus ont montré qeeztmmes d’inhibition des EEP sur les
souches varient : de (0-15,03 mm) pé&urcoli, de (0-13,1 mm) pougnterobacter cloacaede (0-
9,1mm) pourKlebsiella pneumonigede (0-10,1 mm) pouPseudomonas fluorescens Gtpour
Serratia marcescens

De méme l'antibiorésistance de ces germes isolés révebestencede résistances non
négligeables a 'action des antibiotiques. Néanmydieffet inhibiteur de la propolis par rapport a
ses molécules chimiques s’est avére plus remalepalrE.coli

Enfin, nous pouvons conclure que l'activité antidaenne de I'EEP contre quelques
isolats bactériens indique son utilité dans laiguat clinique contre les infections bactériennes.

Mots clés: Propolis, activité antibactérienne, mammiteiglie, E.coli.
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I ntroduction

En Algérie, comme dans la pluparts des pays, la mgerbovine constitue une pathologie
dominante dans les élevages bovins laitiers. [ définie par une inflammation de la glande
mammaire qui est causée principalement par unetiafed’origine bactérienne (Oviedo-boyso et
al., 2007).Les infections mammaires se traduisent it des mammites cliniques qui ont des
répercussions sur l'organisme (symptomes locaugéeatraux), Soit par des mammites dites
subcliniques qui n'ont pas de modifications de gt du lait, ni du quartier. On observe
simplement une augmentation, parfois tres forte¢adu cellulaire du lait (Chambagri., 2015).

En fait, les mammites représentent lampere cause d'utilisation et de consommation
d’antibiotiques dans les élevages (Barkemalgt2006).Ceci a pu entrainer une problématique
relativement majeure par l'apparition de bactérésstantes ou multirésistantes aux antibiotiques
(Madec., 2014) et de la présence de résidus ddai &t leurs dérivés qui constituent un véritable
danger pour le consommateur (Sedrati,2014).

De ce fait, Le recours au développdnmEn nouveaux agents thérapeutiques d’origine
naturelle ; présentant moins de danger pour laésatpalliant aux effets secondaires des
antibiotiques ; est devenu indispensable.

Parmi ses produits, on a la propolis gat une substance naturelle élaborée par deseabeill
ouvrieres spécialiséeSkedira etal ., 2009).Elle est caractérisée par ses propriétébiinbes et
thérapeutiques .Son mode d’action sur les bactémetsen jeu plusieurs mécanismes qui limitent
les possibilités de développement de résistanadephactéries (Gulhan et al., 2008).

Devant ce constat, I'’étude qui a été raenéour but :

» de déterminer la sensibilité aux antibiotiques gesnes isolés a partir du lait de mammites
cliniques bovines ;

» d’évaluer 'effet antibactérien de quelques échiamis de propolis récoltés en Algérie vis-a-vis
de ces mémes souches ;

» de faire une comparaison entre l'effet antibaetérle la propolis et celui des antibiotiques
testés.

Enfin, dans ce manuscrit, nous présengedans un premier temps, dans la partie
bibliographique, des généralités sur les mammiteslee'étude de l'agent étiologique. Nous
aborderons ensuite la pathogénie et nous mongenaccessivement le traitement envisagé a ce
propos. Dans un®?®temps, nous définirons la propolis, sa compositibses propriétés les plus

discriminants.




La partie expérimentale comprendra : le matéri@eméthodes mis en ceuvre pour la
réalisation de ce travail, ainsi que les résulbtatenus. Enfin, nous terminerons par une discussion
générale qui permettra de faire une synthése deliats et de ressortir une conclusion avec

quelques perspectives.




Synthese bibliographique Chapitre | : Les mammites icliques

[.1.Définition des mammites :

La mammite peut se définir par I'état inflammatoifen ou de plusieurs quartiers de la
mamelle quelle qu’en soit l'origine traumatiquejnsiyue, physique ou biologique, le degré de
gravité cliniqgue ou subclinique, I'évolution chrgoe, aigué ou suraigué ou la terminaison c’est-a-
dire la guérison apparente ou réelle ou la mottashémal. Par opposition, sera considérée comme
normale, une mamelle sans signe visible d’'un é#&hgbogique avec un lait exempt d’agents
pathogenes et des caractéristiques cellulairesysign-chimiques normales (Hanzen, 2009).

[.2. Classification des mammites :
On peut classer les mammites selon :
- l'intensité de la réaction inflammatoire ;
- les modifications de la mamelle (chaleur, douleougeur, gonflement) ;

- la composition du lait (grumeaux, couleur),enxdggpes principaux :

[.2.1. Mammites cliniques :

Les mammites cliniques sont associées a des sygmesaux plus ou moins intenses et se
traduisent par des signes locaux sur le lait (m&see grumeaux, anomalies de consistance, de
couleur et d'odeur) et ou sur la mamelle (quadieud, dur, enflé et douloureux). De ce fait, ces
mammites sont facilement détectables. Elles emmiftoujours une chute de production du lait. La
séverité et I'évolution de l'infection dépendefd tois du pouvoir pathogéne du microorganisme en

cause et de l'efficacité de la défense immunitweéréndte (Mansour,2011).

[.2.2.Mammites subcliniques :

La mammite sub-clinique est pratiquement "invisitdeelle est donc difficile a détecter. |l
n'y a pas de signes de manifestation ; la vacparafi en bonne santé, le pis et le lait ne présént
aucune modification macroscopique. Le seul sigmafedtion est la présence dans le lait d'un
nombre élevé de micro-organismes et de celluleachiss du sang (cellules somatiques). Les
numerations cellulaires peuvent étre supérieu302000 cellules/ ml dans le lait.

L'examen des concentrations cellulaires et ou lealyaes bactériologiques du lait

permettent d'identifier les quartiers atteints gemmite subclinique (Helej2003).

[.3. Importance des mammites cliniques :

[.3.1.Importance économique :
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En élevage laitier, les mammites représententilzipale cause des pertes économiques.
En effet, une vache atteinte de mammite représerdeerte de lait pour le producteur. Le nombre
de cellules somatiques présentes dans le lait énaitence sur la performance de lactation, aassi |
persistance des infections de type subclinique daubng de la lactation explique leur importance
economique. Cette persistance entraine une rédudéida production pendant longtemps, ce qui
sabote les résultats de lactation des vaches égfe¢Houssa,2006).
De méme, parmi les cause principale des perteétqnes, On a leolt de traitements et Le colt
moyen des mammites bovines, selon Debreil est d&pé vache et par an (52 € de pertes et 26 €
de couts de traitement) (Debreil., 2008).

[.3.2.Importance Sanitaire :

Le lait de mammite clinique n’est pas commerciaftig@s celui des infection subclinique
peu entrer dans la production de fromage ,Laitigegoroduits laitiers. La contamination de ceux-
ci par certain germestaphylocoque aureus, Listeria monositogezt&almonelld peut étre
responsable de toxi-infections alimentaires (TIA)'absence de pasteurisation (Benhamed,2014).

[.4. Agent étiologique des mammites clinique :
Les mammites sont dans les majoritaires des camilie bactérienne, cependant quelques
cas sont d’origine virale et mycosiques.ll est entide distinguer deux types d'agents pathogénes

pour la mamelle de la vache :

[.4.1. Germes pathogénes majeurs :
A partir des calculs des indicateurs épidémiologgjwn peut évaluer I'origine probable de
I'infection en deux grandes catégories, selon gagermes impliqués ont une origine mammaire

principale €ontagieu® ou bien une originenvironnementaleprincipale (Durel eal.,2011).

1.4.1.1. Germes pathogénes majeurs contagieux :

Sont présentées par les bactéries gattes qui se transmettent de vaches a vachesnCe so
des bactéries contagieuses, a réservoir mammaiftaphylococcus aureus, Streptococcus
agalactiaeet Streptococcus dysgalactif@@ouaziz,2005).

Elles sont des coques Gram positif, que I'on teteosur la peau, les lévres et les
muqueuses ainsi que dans les fedees sont capables d’adhérer aux cellules épélesi

mammaires, en particulier dans les canaux galaoteghou il provoque une inflammation locale
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conduisant (en absence de traitement) a I'obstmiate ces canaux et donc a une diminution de la

production laitiere avec présence de zones fibeodéas la mamelle (Gandon,2010).

1.4.1.2.Germes pathogenes majeurs d’environnements

Des bactéries dont le réservoir est I'environnemétscherichia coli Streptococcus ubetis
Actinomyces pyogenddebseilla sp et Pseudomonas aeruginosa
(Bouaziz, 2005).

Ce groupe rassemble les bactéries Gram négative,pliss importantes en pathologie
mammaire sont les germes (lactose +) plus spéeiingut encore appelées coliformes c’est-a-dire
Escherichia colisont saprophytes du milieu extérieur ou ils seeltdnpent de maniere optimale
entre 30 et 44°C. Essentiellement responsables alammtes clinigues au début et en fin de
tarissement (risque 3 a 4 fois plus élevéen périade tarissement qu’en période de
lactation)Streptococcus uberisklebseilla sp et Pseudomonas aeruginogaes organismes
colonisent normalement les matiéres fécales ti@adiainsi que la glande mammaire et sur la peau

de trayon (Hanzen,2010).

[.4.2 .Germes pathogenes mineurs :
Sont exceptionnellement responsables de mammitesjues, mais plutdt de mammites
sub-cliniques, On trouve dans ce groupe (Shyak&)200

[.4.2.1.Germes pathogenes mineurs contagieux :

—Staphylocoques a coagulase négative (SCNELe groupe comprend de nombreuses espece:
dont les plus fréeguemment isolées lors de mamnste® : S. hyicus S. chromogenesS.
haemolyticusS. epidermidisS. simulan®t S.sciuri Il s’agit du groupe de germes le plus souvent
isolés dans le lait de vachagriori sans symptémes, c’est pour cette raison qu’onabithde de
le classer parmi les pathogenes mineurs (Smith)2008

Lors d’infections persistantes, les germes générate rencontrés sons.chromogenes.
epidermidis etS. simulansLors de mammites subcliniques, le germe le phlsia étés.
epidermidis Par contre, aucune association n’a été trouvike s especes de SCN et la
production laitiere ou le taux cellulaire. Ceperntdamgerme est de plus en plus fréquemment isolé,
ce qui pose la question de savoir qu’elle est aegptlans la pathologie mammaire
(Therberg,2009).
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—Corynebacterium bovis Ce germe est responsable de mammites subclinilija@esaur source le

canal du trayon des vaches infectées (Smith,2008).

1.4.2.2.Germes pathogenes mineurs d’environnements

-Les champignons et les levures

Responsables d’infections mammaires appartiennengenreandidg Trichosporonret
CryptococcusLeur apparition présuppose une infection baatéeepréexistante, un traitement
antibiotique préalable et un nombre important dengs (Hanzen, 2006).

Elles ont pour source I'environnement et en paligclalimentation, la peau, les feces des
animaux, le sol, et les plantes. L’infection a gafement lieu lors d’injection intra-mammaire avec

une seringue ou un produit contaminé (Serieys, 2008

[.4.3.Autres agents responsables de mammites :
1.4.3.1. Virus :

*L’herpés virus bovin de type 2(BHV2) /La Thélite ucérative herpétique des bovins :
L'agent causal de la Thélite ulcérative herpétipmene, dénommeée «Bovine herpes mammilitis»)
par les anglo-saxons, est un virus de la familleHaepesviridae C'est une affection qui se
caractérise par l'apparition au niveau du trayos \dsicules puis d'ulcéres douloureux qui sont
frequemment a l'origine de mammites pouvant senfaatier et conduire a la perte du quartier
(Durand,2000).

1.4.3.2. Algues :

* Prototheca : Les micro-organismes du geriPeotothecasont des algues unicellulaires non
pigmentées de chlorophylle. Deux espéces sont oo&es Prototheca zoopfiet Prototheca
wickerhamii Elles ont été identifiées dans les sols, suvdggtaux, dans les abreuvoirs, les eaux
usées, I'eau des riviéres voire les déjections al@siPrototheca sppentraine le plus souvent une
faible réaction inflammatoire de la glande mammatrdonc une mammite subclinique (Theron et
al.,2010).

I.5.Pathogénie des infections mammaire :

Pour les mammites dues aux infections, le procasgeigieux commence par :
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a-Pénétration des germes dans la mamelleles germes pathogenes pénetrent dans la
glande soit, par le canal du trayon qui constitu@remiére barriére ou par le sphincter a sa base
maintient le canal fermé entre les traites (Ann@Xge(Noireterre., 2006)

b-Infection de la glande :aprées la traite, le canal de la mamelle reste&iarmalement
pendant une heure ou deux, alors que le canal dlangelle endommagée peut rester partiellement
ouvert en permanence. De ce fait, les organismd®gméronnement qui vivent dans les matieres
fécales, dans la litiere ou ceux qui se trouventiapeau de la mamelle peuvent envahir un canal
ouvert et I'inflammation s’étend a la zone infect@ertaines bactéries peuvent progresser vers
I'intérieur du pis en s'attachant et colonisanhdaveaux tissus; d'autres bactéries vivent dans le
lait. Les bactéries endommagent d'abord le tissigdeEnds canaux lactiferes (Banah., 2007).

c-Inflammation de la mamelle et cellules du lait Lors d’infection, les lésions du tissu
sécrétoire provoquent l'afflux massif de polynuaiés neutrophiles sanguins dans la glande par
diapédése (Annexe 02) Les polynucléaires, de par dapacité de phagocytose, constituent la
principale défense de la mamelle contre les indesti Cependantomme pour les macrophages
leur capacité a phagocyter les germes est rédaiteapport aux polynucléaires sanguins.L'afflux
massif de polynucléaires modifie profondément lalitggs de la sécrétion : le lait contient des
caillots de fibrine et des grumeaux. Il existe ad&sautres systemes de défense de la glande comme
les lactoferrines, le lysozyme, le systeme lactamygdase-thiocyanate-peroxydase présent dans le
lait.

d- Evolution : Suivant le pouvoir pathogene du micro-organismel’efficacité des
réactions de défense de la glande, I'évolutiorage f
- Vers la guérison spontanée, lorsque la réporkdaiee est de bonne qualité
- Vers l'extension de linflammation et de linféah, lorsque le micro-organisme est trés
pathogene. On observe alors des manifestationgwis de mammite(Annexe 02)
- Vers la persistance de l'infection dans la glarate parle de mammite sub-clinique, un équilibre
s'installe entre l'infection et la réponse inflamimiee de la glande. Lorsque I'équilibre se rompe

I'expression clinique reprend.

1.6 Traitement des mammites cliniques :
Les mammites ont une répartition mondiale. Leuradatpa justifié toujours l'intérét de
rechercher et de mettre en place des mesures detidgf de traitement et de prévention pour

réduire leur incidence (Dagonet, 2005).
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[.6.1 Voie d’administration locale et générale :

L’administration d’antibiotiques par voie localerpeettra d’atteindre des
fortes concentrations dans la sécrétion et lesusagalactophores. En ce qui concerne ['utilisation
de la voie générale, les données actuelles refimmentaires a la fois en terme d’efficacité
mesurée et du colt de traitement. Il n’y a,pagourd’huj de justification a ce que la voie
parentérale (générdlesoit systématiquement associée a la voie locale eqt indispensable
.Cependant, le recours a la voie générale doitrégervé aux mammites avec signes généraux oL
bien dans certaines situations épidémiologiquefediions nombreuses a staphylocoques) pour
lesquelles on a besoin d’une diffusion dans lermpargme faiblement ionisés (macrolides)(Annexe
01).Par conséquent, il peut étre conseillé d’aveiours a la voie parentérale (Serieys et Faroult,
2001).

[.6.2 Anti-inflammatoire= non stéroidien(AINS) et géroidien (AIS) :

Les AIS sont des dérivés de cortisone.Leur pousnti- inflammatoire est trés puissant
mais ils ont des effets secondaire non négligeaigyarticulier, un effet négatif sur les défense
naturelle de I'organisme, un pouvoir abortif sus l@ches gestantes dans leurs tiers de gestation ¢
une baisse passageére de la production laBémy, 2010)

Les AINS ont beaucoup moins d’effets secondaireanmart un pouvoir ulcérogéne mais
qui est peu marqué chez les bovins.Les mammitagels s’accompagnent assez souvent d’'une
inflammation forte de tissus mammaires.L'effet @8 substances se manifeste par une ressolutiol
plus rapide des signes cliniques,donc une améboralu bien étre de la patient et parfois aussi de
trayeur ainsi que par une réprise plus rapide d'pneduction normalisée.ll a également été établi
qgue l'un au moins des ces AINS( le méloxicam) pétaiteune chute plus rapide et un retour
accéléré des numération cellulaires a des niveaspapres mammites cliniquédgmy, 2010)

On préféra 'usage des AINS aux AIS en raison de leéfaste sur I'immunité de ces
dérniers.L’intérét de AIS présents dans certaifectaurs intra-mammaires est disculé du fait de la

résomption tres rapide de ces molécules du tissnmaare dans le sangémy, 2010)

1.6.3.Traitement a base d’antibiotique:

Lors d'infection par Staphylococcus aureusdes pénicillines (associées ou non aux
aminosides), des céphalosporines et des macralagsecommandés.

Pour le traitement des mammiteStieptococcus uberi®n retrouve les pénicillines et les

associations pénicilline+novobiocine et néomycireeitoacine.
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Le recours aux béta-lactamines, aux aminosidespalypeptides ou auxfluoro quinolones
est indiqué lors de colibacillose. Enfin, en se@imention, I'utilisation des béta-lactamines par
voie générale est recommandée en cas d’échecithnteat, probablement due a une infection par
une bactérie Gram + (Boultif,2015).

Les antibiotiques actifs stischerichia colsont les pénicillines A (ampicilline,
amoxicilline), I'association amoxicilline / acidéagulanique, les céphalosporines, les
aminosidesles fluoroquinolones et les polypeptides. Il faappeler que le pourcentage de guérison
bactériologique spontanée est d’environ 70% posirnlammites &. coli contre 20% pour les

mammites &. uberiouS. aureugBouaziz,2005).

[.6.4. La résistance aux antibiotiques utilisés dale traitement des mammites :

Afin de bien contrdler la mammite bowiet d’éviter les problemes associés avec la
résistance aux antibiotiques et I'échec du traiténikest important de connaitre certaines
caractéristiques de I'antibiorésistance des agmttseogénes en cause. Plusieurs études démontrent
des résultats concernant la surveillance de I'aréistance, mais les méthodes utilisées pour
déterminer le statut des diverses souches ne asrbpjours les mémes. Il faut donc étre prudent

quant a la comparaison de ces résultats (Suojala €011).

1.6.4.1. Résistance d'E. coli :

Pour les souches '’ coli causant des mammites bovines, une étude en Finknd&54
isolats dE. coliprovenant de 65 fermes laitieres a pu démontreldagiantibiotiques pour lesquels
la résistance était plus souvent détectée étdammpicilline (18,6 %), la streptomycine (16,4 %3, |
tétracycline (15,7 %) et le sulfaméthoxazole (1%)6 De plus, pour cette étude, aucune résistance
n'a été détectée pour la gentamicine, le florféngtgour le ceftiofur (Fairbrother, 2014).

L’antibiorésistance aux coliformes nencerne que les tétracyclines (15 a 35 % des
souches), I'ampicilline (10 a 40 % des soucheg)iigdrostreptomycine (10 a 15 % des souches).
La raison peut en étre trouvée dans le fait quar@aamites ont un taux de guérison élevé et sont
peu contagieuses. Fluoroquinolones, céphalospoehegentamycine seraient les molécules de

choix contre ces infections (Hanzen., 2009).

1.6.1.4.2 Résistances des Streptocoques aux maaies :
La résistance des Streptocoques aux tétracycliseglevée (90 %). Celle vis-a-vis des
macrolides et lincosamides est réelle (35 % vissade Straptococcus uberist 12 % vis-a-vis de

Streptococcus dysgalactipe
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1.6.1.4.3 Résistances des staphylocoques aux péhies :
La résistance d8taphylococcus aurewmux péniciilines G et A est la principale résis&an
rencontrée en pathologie mammaire. En Frarake concernerait une souche sur deux. En

Angleterre le taux de résistance serait a 70 % (Hanzen.,)2009
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[I.1. Définition et Etymologie de la propolis :

La propolis est une substance résineuse, balsaretggemmeuse récoltée par les abeilles
sur les bourgeons des arbres, auxquels s'ajoussnta@mposés apportés par les abeilles (cire et
sécrétions salivaires). Elle est fabriquée damaitale protéger la ruche comme le ciment permet de
consolider une maison (Cuvillier, 2015).

Etymologiquement, gro » (devant) et polis » (cité) veut dire « devant la cité » eu
protége la cité ». Son nom résume bien a lui sesllpropriétés et les réles de cette substance
d’origine a la fois végétale et animale. Bien gaecdbmposition soit relativement différente selon
I'origine géobotanique (Gharbi, 2011).

[1.2.0rigine botanique :

Il existe plusieurs types de propolis qui sont encfion de la zone géographique de la
ruche, des végétaux présents sur cette zone,digplanibilité des végétaux pendant la saison et de
I'espéce de l'abeille. Tout cela expligue que I'touve des propolis de couleur jaune ambre
jusqu’au brun foncé en passant par des variétdgiges de vertes ou de rouges. L'abeille va aller
chercher sa résine dans son écosystéeme et c’astdeiecet écosysteme que va dépendre la
composition de la propolis. Les principales essertarbres connues pour étre productrices de
propolis sont représentées par différents conif§pes sapin et épicéa) et plusieurs especes de
peupliers (qui semblent la source la plus impoep(lader, 2013).

[1.2.1.0rigine de la propolis algérienne :

Selon la flore botanique disponible en Algérie, meut déduire que notre propolis est
d’origine soit du Pin (Pinu ssp) qui occupe leseogemi arides, le chéne (chéne lige et chéne
zeen) gu’'on trouve au Nord-Est du pays, Chataigni@ypres (cupressus sp), casuarina et le

peuplier (populu ssp) (Annexe 03)(Moudir,2004).

I1.3.La récolte :

[1.3.1.La récolte de la propolis par les abeilles :

Lorsque I'abeille a repéré la source avec ses aaterelle I'indique a ses congénéres par la
danse frétillante. L’abeille découpe avec ses ntares des fragments de résine qu’elle étire
comme un fil et qu'elle entasse aprés l'avoir pétriboule, dans les corbeilles a pollen. Tache

effectuée au moment le plus chaud de la journé&)2@u printemps et a la fin de I'été.
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Dans la ruchgles ouvriéres déchargent la butineuse en ramatitda résine avec leurs
sécrétions salivaires entrainant une maturatiorarogge et en y ajoutant un peu de cire
(Frangoise,2014).

[1.3.1.1.Les procédes de la récolte :
La propolis est récoltée par des abeilles agédte @xolte s'effectue schématiquement
de la fagon suivante (Figure 01) :
* La butineuse fait d'abord usage de ses antenows gituer la partie la plus intéressante de la
source, qu'elle attaque alors avec ses mandibules ;
* Ensuite, téte redressée, elle se recule afinreféla particule saisie jusqu'a ce qu'elle soit

transformée en un fil et que celui-ci se rompe ;

* Elle entasse alors cette propolis dans I'unecoeseilles de ses pattes postérieuré8%@aire) a
l'aide de ses autres pattes pour accumuler aiogrgssivement une pelote qu'elle rapportera a la
ruche.

Au retour a la ruche, la butineuse de propolisdgsthargée de sa récolte par d'autres
ouvrieres, soit au trou de vol, soit plus souvetierddroit méme ou la substance sera utilisée ;

opération longue durer d'une a plusieurs heures, (Z.6).

(2l (bl

i)

(&) -I'utilisation des mandibules pour placer la source de propolis

(B)fic) : la butineuse chargée et déchargée de propolis

(c) : lg retour a la ruche et la butineuse déchargee la propolis

Figure 01 :La récolte de la propolis par I'abeille (Francoi2@12).
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[1.3.1.2. Les condition de la récolte La récolte qui ne répond pas a des regles bienieefet

constantes, dépend de nombreux facteurs :

11.3.1.2.11'age de l'abeille :

Il semble que ce soient les abeilles les plus adéss les plus expérimentées qui récoltent
la propolis. I'age minimale est de dix-huit jouFethoum,2010).

11.3.1.2.21 a saison

la récolte a lieu, soit, en début de printempglies souvent a la fin de la miellée, ou a la
proche d’automne,au moment ou la colonie commees@eparatifs d’hivernage (Ferhoum,2010).

11.3.1.2.3.La température :

Les abeilles récolteuses de propolis déploient éativité au cours des journées chaudes
(température supérieure a 20°C) et en particulerdpnt les heures les mieux exposées a cette
chaleur (soit entre 10 h et 15 h 30 en moyennegi €& di au fait que les substances ramassée:
sont trop dures pour étre exploitées en dehorgsldaraires (Segueni, 2011).

[I.3.1.2.4Larace:

Il est reconnu que les caucasiennes et certainggesavaces d’Asie mineure (celle
d’Anatolie centrale en particulier) propolisent, général d’avantage que les autres. Dans de
nombreux autres cas, les données concernant @ufaint encore insuffisantes pour établir des

comparaisons précises (Frere,1985).

[1.3.1.2.5.La géographie :
Il a été constaté que les ruches situées danédams boisées propolisent plus que les
ruches de plaines (Hegazi, 1997).

[1.3.2.La récolte de la propolis par I'apiculture :

Plusieurs techniques de récolte existent. On piigrehcier la qualité de la propolis en
fonction de la technique utilisée :

* Le raclage et le grattage des cadres et des pasaie la ruche :

La plus classique, La récolte se fait de préférepae température assez basse car la
propolis, alors dure et friable, se détache midlette méthode assez simple ne donne aucune
garantie quant a la qualité du produit :I'age ieddtiné, la présence possible de contaminants dan:
la ruche (produits de traitement) et les impurdpeaticules de bois, abeilles, etc.) (Figure 02)
(Krell, 1996).
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Figure 02 : Le grattage des cadres
(Over blog, 2011)

* | 'utilisation de grilles spécifiques :

Qui se placent sur la téte des cadres sans isola-dessus peut améliorer la queé du
produit. Cette utilisation de grilles en bois, eastique souple moulé ou en métal inoxyd:
permet une récolte ponctuelle durant les périodaggrande production et en hors des périodes de
traitement des ruchésgure (3 (Actuapi,2015).

Figure 03 : Les grilles a reines chargées en proj
(Over blog, 2011).

1.4 L'utilisation :

11.4.1. L'utilisation de la propolis par les abeilles :
Dans la ruche, la propolis est utili par les abeilles pour :
-boucher les troust éviter les courants d’air indésirat ;
-pour lisser et imperméabiliser les parois intéesuafind’éviter une humidité excess ;
- pour protéger I'entrée contre les intrus. C’est latme chimique la plus importante pour lu
contre les parats@s et les pathoger (Finstrom et Spivak, 2010).
De récentes études ont méme révélé que la prqmalisjouer un réle plus subtil dans
mécanismes d'immunité de la colonie. On peut dam®e \certaine mesure par
d’automédicatiorde la coloni (Finstrom et Spivak, 2010).
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[1.4.2. L'utilisation de la propolis par 'homme :

La propolis est largement utilisée dans plusieorsaines tels que :

[1.4.2.1.Cosmétique:

De nos jours en cosmétiquelle est utilisée pourses propriétés antiseptiqieess des
produits shampoings.Elle est également utilisés tEmdéodorants, les savons, les laits corpatrels e
les cremes de soin pourses propriétés regéenél@iesentine,2015)

11.4.2.2.Médecine:
Il est intéressant de constater que, quelqueespiays et la race de I'abeille, I'action de la
propolis est toujours la méme, alors que ces doastis sont différents (Martha, 2014) La propolis

est utilisée dans divers traitements tels que :

*Appareil respiratoire (pour diverses infections) :
-Les angines banales habituelles, ou elle ességilisous forme de morceaux ou pates a mache
comme du chewing-gum, de tablettes ou pastillesi@rsou encore sous forme de spray a
pulvériser dans la gorge, ces différentes formeseat d’'ailleurs étre associées.
- Les pharyngites et les laryngites ainsi que rieshiites et les rhino pharyngites, les rhinitdg®t
sinusites, la propolis est utilisée sous forme deadpe fine prisée directement dans chaque narine
est d’autant plus efficace qu’elle est associées ldvages préalables avec un soluté isotonique
d’eau de mer sous pression (Physio mer).
- Les otites externes, elle est utilisée sous fodaepoudre ou mieux de gouttes de teinture a
instiller (Martha, 2014).

*Dans l'affection bucco-dentaire :

En cas d’abces dentaire, en entendant la consultatiec le dentiste, on peut mastiquer un
morceau de propolis du c6té oppose de I'infeciileux a trois fois par jours.La propolis a des
vertus désinfectantes et cicatrisantes qu’on peulbter dans le traitement des aphtes, soit ea pat
a macher ou en bain de bouche. Elle permet d’ds$aicavité buccale. Elle a un effet préventif sur
les germes responsable des caries dentaires ettpaerfutter contre la mauvaise haleine et de
calmer lI'inflammation de la gencive quand ellessis forme d’une pommade (Nader, 2013).

sLa propolis a une action directe sur le pancréae@ime.Elle a un effet antioxydant et piége les
radicaux libres.Ces action dues aux flavénoideBdt'eattend est hypoglycémiant ce qui est

intérissant dans le traitement diabéte (Nolwenn, 2011).
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* La propolis, seule ou associée a de miel, a unenazntiparasitaire et des effets antiseptiques
pour lutter contre certains parasites comme led @rournier, 2009).

sLa propolis: un espoir contrke cancer, Les résultats obtenus jusqu'a présents montrent
clairement un effet anticancéreux de la PropolgeAikenne.

sLa Propolis renforce les défenses de I'organismmantient le Glutathion (GSH) de foie a des
faux normaux.

* Inhibe la prolifération des cellules du cancetalprostate (Lahouel, 2016).

La propolis rouge présente un effet anti tumoral. La capacité derdetsbn des cellules
cancéreuses a été démontrée, a la fois, dansutEsén vitro et dans des études animales, in vivo.
L'administration orale de I'acide caféique et sasvds (CAPE) a des souris souffrant de tumeurs
des poumons entraine une réduction de la tailléwtesurs de 50%

(Jean-Pierre et al. 2002).

sL’action sur les capillaires, sur la perméabilitel& fragilité¢ des vaisseaux sanguins (ils en

préservent l'intégrité), ainsi un effet vasodilatatet hypotenseur (Strant,2014).

[1.5.Composition de la propolis :

Elle est tres complexe. Elle est conéa de plus de 180 constituants, dont certains son
encore inconnus. Ce produit est composé de matéseruses, gommeuses et balsamiques. Sa
composition, de part ses origines végétales disgsbit des variations importantes, mais de
maniere constante, (Annexe 04). Elle contient demes, de la cire, des baumes, mais aussi des
essences et du pollen (Tableau I) (Cousin, 2014).

Tableau | : Composition simplifiée de la propolis (Jean, 2014).

50 a 55% de résines et baumes, dont des métalssiteadaires.
25 a 35% de cire.

10% d'huiles essentielles.

5% de pollen.

5% de matiéres diverses organiques et minérales.

[1.6. Propriétés physico-chimiques de la propolis :

[1.6.1.Propriétés physiques de la propolis :
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11.6.1.1.Couleur :
Elle est trés variable suivant sa provenance, tatlarjaune clair au brun trés foncé, presque

noir (Figure 04).

Figure 04 : Différentes couleurs de propolis selon leurs oggin
(Apimab,2016).

[1.6.1.2 Saveur :Elle est souvent acre et parfois amere.

11.6.1.3.0deur :

Variable selon son origine botanique, en générnaragréable et douceatre, mélangé a
celui du miel, de la cire et d’autres produits foelle, vanille, etc.). Lorsqu’on la brdle, elle dég
une odeur trés délicate et tres recherchée duéaitrésines aromatiques qu’elle contient (Nader,
2013).

[1.6.1.4.Consistance :
La propolis est une substance de consistance \asalvant la température :
* A 15 °C elle est dure et friable ; * A 30 ¥lle est molle et malléable.

*Entre 30 °C et 60 °C elle est coulante et gluédbtenadieu, 2008).

11.6.2. Propriétés chimiques de la propolis :

[1.6.2.1 Solubilité :

La propolis d’abeille est soluble de facon pamietlans I'alcool, I'acétone, I'éther, le
chloroforme, le benzene, le trichloréthylene, sul un mélange adéquat de différents solvants
permet de dissoudre la quasi-totalité de ses commpmsLa partie insoluble est constituée de tissus

végétaux, de grains de pollen, de débris de cetieutle soie d’'abeille, etc. (Nader, 2013).
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11.6.2.2. Densité :
Elle est de I'ordre de 1,2 en moyenne (Debuyse34)1L9

[1.6.2.3.Point diffusion :
Son point de fusion se situe autour de 70°C. Chaudiu bain-marie, elle se divise en deux
parties :

*une partie visqueuse qui tombe au fond du réctpien

*une partie liquideappelée cire de propolis, qui reste en surfacgiied de nombreux usages

dans le domaine apicole (Donadieu,2008).

[1.7. Conservation :

Il n'y a pas de précautions particulieres a prempdua la conservation de la propolis. Par
mesure préventive, on évitera de l'exposer a I'titépia la lumiére et a la chaleur. Bien que la
durée de stockage ne semble pas altérer ses pégpiléest conseillé de la consommer dans I'année

de la récolte (Apimondia, 2000).

[1.8.Propriétés thérapeutiques :
Parmi ces propriétés thérapeutiques, nous pountars c

[1.8.1.Activité antimicrobienne :

In vitro, la propolis peut agir directement sur les micrgamismes, etn vivo, elle peut
stimuler le systeme immunitaire en activant les ané&mes impliqués dans la lutte de ces micro-
organismes (Sforcin et Bankova,2011) .En effetstcgrace a son activité antimicrobienne tres
intense que la propolis est connue sous le wantibiotique nature}

(Ibricevic ,Jdaragic,1983).

Par ailleurs, l'activité bactéricide de la propok$/ou de ses constituants est la plus
largement documentée.Cette activité a large spect® démontrée sur des bactéries Gram+ ef
Gram-— (de type anaérobie et aérobie) mais aveplsegrande efficacité sur les souches Gram+
(Koo etal,2000)

La propolis est un bactéricide efficace pour lesrgs comméacillus cereus, Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus, Streptococus pygenes, Escherchia faecalis, Escherchia coli,

Salmonilla typhimurium, Listeria innocua, Candida albicans, Candida tropicalis, Candida krusei,
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et enfinPseudomonas aeruginosa (Silici etal., 2008).

[1.8.2.Activité antifongique :

Elle a des effets antimycosiques, contre les geappartenant au gen€@andida et contre
les levures (mycose vaginales, buccales, dige$tivAspergillus et autres champignons :
Trichophyton rubrumou encoreMicrosporum canis(Ghedira e, 2009) et ascomyceétes qui sont
sensible a l'action de I'acide caféique, de la gtitee et d’autre substances contenues dans la
propolis. Celle-ci trouve donc son intérét dansriegoses de la peau, des muqueuses ORL, du
vagin ou encore les infections causées Manillia albicans au niveau du tube digestif chez le

nourrisson (Bouacida, Taibi.,2015).

[1.8.3.Activité antiparasitaire :

Quelgues études ont montré que la propolis étfidaet contre leFrichomonas les
Trypanosomdéresponsable de la maladie du sommeil)LkEshmaniaou
Giardialamblia(parasitose intestinale) qui sont pour la plupastBrasites trés répandus dans les

pays tropicaux et subtropicaux (Cardinaulhle2012).

[1.8.4. Activité antivirale :

La propolis inactive les virus de I'herpes, du zdaativirale et cicatrisante),des grippes
(saisonnieres et autres :H1N1,bronchiolites ,rhigte) et le virus responsable du cancer du col de
I'utérus ( Gulhan edl., 2008).

[1.9. Toxicité :
Les études en rapport avec la toxicité de la pismaint rares. Les chercheurs disent qu’elle
n'est pas toxiqgue pour les hommes et les animauk, s elle est consommée en quantités

raisonnables (Segueni, 2011).
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[.1.0bjectifs:

Les mammites cliniques sont parmi les pathologiesjeores qui entrainent une perte
considérable de la production laitiére et un imEac la santé humaine. Par conséquétjectif de
ce travail est de déterminer l'activité antibaatérie de quelques échantillons de la propolis et de
les comparer aux antibiotiques testés sur deslémcl Gramisolés a partir des mammites

cliniques bovines.
|.2.Matériel et méthodes:
[.2.1.Matériel :
[.2.1.1.Echantillons de la propolis

Chaque prélevement de propolis a porté un numégar@05) qui est reporté sur un tableau

de renseignements (Tableau 02).

Figure 05 : Les différentes propolis utilisées

20



D Partie Expérimentale Chapitre | : Matérieet Méthodes

Tableau 02 :Renseignements des différentes propolis utilisées.

Echantillons Date de récolte Région
P1 Mai 2017 Bordj
P2 Mars 2016 Annaba
P3 Janvier 2017 Tébessa 1(El Hammamet)
P4 Mars 2017 Tébessa 2
P5 Aout 2017 Khanchla

1.2.1.2.Souches bactériennes :

Les souches utilisées (Tableau 03 et figure 08)é&eé fournies par le Laboratoire de
recherche de la production animale, de I'écoleonalie supérieure vétérinaire d’El Harrache-Alger,

qui travaille sur les mammites cliniques et subglie des bovins.

Tableau 03 : Souches bactériennes.

Nom de souches Nombre
Escherichia coli (ATCC 25922) 01
Escherichia coli 01
Klebsiella pneumoniae 01
Pseudomonas fluorecens 01
Serratia marcescens 01
Enterobacter cloacae 01

Figure 06: Souches conserveées sur gélose nutritive inclinée
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1.2.1.3.Antibiotiques:

Chapitre | : Matérieét Méthodes

Les antibiotiques testés sont sélectionnés parmimelécules actives actuellement sur les

entérobactéries et ceux qui sont utilisés le plisramment par les vétérinaires praticiens dans le

traitement des mammites en lactation et / ou lamtsdion (Tableau 04).

Tableau 04 :Liste des antibiotiques testés.

Diametre
Famille Antibiotiques Code | Charge critigue(mm)
de disqueg s> [ R<
AMC | 20/10ug 18 | 14-17 13
Amoxy/clav
(amoxycilline+acide
clavulanique)
Pénicillines
p-lactamines (Penam) Ampicilline AMP | 10ug | 17 | 14-16 | 13
Monobactames Azétreonam ATM 30ug 21 | 18-20 |17

(Azactam) 50* | 17-49* | 16*
Cephalosporines Céphalotine CEP 30ug 18 | 15-17 | 14
(Cepham) Céfotaxime CTX 30ug 26 | 23-25 | 22
Céfoxitine CX 30ug 18 | 15-17 | 14

Aminoglycoside Netilline NET 30ug 15 | 13-14 | 12
Nitrofuranes Nitrofurantoine NIT 100ug 11 - <11
Quinolones Ofloxacine OF 5ug 16 | 13-15 | 12
Cyclines Tétracycline TE 30ug 15 | 12-14 | 11
Polypeptides Colestine** CL/ 50ug 15 - <15

CT

Valeur critique tirées a partir de la liste fdurnisseur (HIMEDIA®).

*Valeur critique pourPseudomonas spp.

**\/aleur critique tirées a partir de CA-SFM2013.

[.2.1.4 Matériel nécessaire pour la bactériologie :
» Milieux de culture :( Annexe 06).
- Mueller-Hinton.
- Gélose nutritive.

» Verreries et appareillages :(Annexe 05)

|.2.2.Méthodes :
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[.2.2.1.Prélevement:
L'échantillon de la propolis récoltée est condiiéndans des sachets en plastique a la

température ambiante et protégé de la lumiére jas@unalyse au laboratoire

1.2.2.2.Extraction de la propolis
» Précautions a prendre avant de démarrer I'extractio :

v Afin de préparer la propolis brute pour I'extractial faut tout d’abord ,la purifier a I'aide
d’'une spatule en enlevant les gros débris, telslgsianorceaux de bois ou les abeilles
mortes.

v Ensuite, pour augmenter au maximum la surface déacbde la propolis avec le solvant
utilisé, elle doit étre cassée en petits ou br@yééine poudre.

v' Si la propolis est trés collante pour étre broygeectement, elle doit étre placée dans un
réfrigérateur ou un congélateur pendant quelquesekeUne autre alternative serait d’étirer
les morceaux de propolis en fines feuilles ou endba minces, ce qui permettrait
d’augmenter la surface de contact entre la propetid’alcool, et favoriser ainsi la

dissolution des composants actifs de la propoks)F2017).

» Extraction :
v' L'extraction des substances bioactives de la prepest réalisée par macération dans

I'éthanol a 60%, a70%, a 80% et a 95% (v/v).
v" Selon la méthode de park et Ikegaki 1998 : |la dismst additionnée de dix volumes de
solvant de son poids (pour 1 g de propolis, noostans 10 ml de solvant) (Segueni, 2011).
v Mettez l'alcool et la propolis dans le récipientitauteille, fermez- la et scellez I'ouverture,
puis agiter brievement. Agitez la préparation uneleux fois par jour et laissez le mélange
dans un endroit sombre et chaud pendant au maiiss jaurs. Pour obtenir de meilleurs
résultats, la propolis doit étre laissée trempéesdalcool pendant plus d'une semaine
(FAO, 2017).
* Filtration :
Apres macération, le mélange est filtré par un grag’est peut étre plié en plusieurs
couches pour accroitre son efficacité. Une secdiltdtion peut étre avantageuse (Figure
07)(FAO, 2017).
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Figure 07 : Filtration dumélange (éthanol+propol.

» Stérilisation du filtrat :
Le filtrat est chauff au bain-marie &0° C pendant 30 minutesigure 08).

Figure 08 : Stérilisation du filtre

*Le filtrat est conservé dans des flacons propresnétique et sombres ou couvrir du pa;
d’aluminium.

1.2.2.3.Test dd’antibiogramme :

Il est utilisé pour tester la sensibilité d'une dw bactérienne aux antibiotiques et
différents extras éthanoliques de la propc.

. Principe :

La technique consiste a déposer a la surface déltse, préalablernt ensemencée avec
une suspension bactérienne, des disques d'arjilistidiffuse au sein de la gélose et y déter!
des concentrations inversement proportionnelles distance du disque. Apres 24 h d'incubati
37 °C, chaque disque est entouré on, d’'une zone d'inhibition de la croissance baetére. Le
multiplication des bactéries s'arréte lu existe dans la gélose, une concentration d'antijies
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€gale a la CMI. On détermine une valeur critiquigrieure (diametre minimum) et une valeur
critigue supérieure (diamétre le plus élevé) peranetde classer les souches sensibles (au-desst
de la valeur critique supérieure), résistantes dessous de la valeur critiques inférieure) ou

intermédiaires (entre ces deux valeurs)(Moussaaetdgboui.,2016).

* Techniques :

Les souches isolées ont été testées par la métmdEfusion en milieu solide selon la
technique préconisée par le CA-SFM (comité de ibemgramme de la société francaise de
microbiologie, 2017)

Le milieu utilisé est la gélose Muller-Hinton fatpiée par l'institut pasteur d’Algérie (IPA).
- Il doit étre coulé en boites de Pétri sur unessearr de 4 mm ;
- Les géloses doivent étre séchées avant 'emploi.

Le test est réalisé comme suit :

* Préparation de l'inoculum :
- A partir d’'une culture pure de 18 a 24 h sur enild’isolement approprié, racler a I'aide d’'une
anse de platine quelques colonies bien isoléearfifement identiques.
- Bien décharger I'anse dans 5 a 10 ml d’eau plygigue stérile a 0,9%.

- Bien homogénéiser la suspension bactériennepacité doit étre équivalente a 0,5 Mac Farland.

« Ensemencement :
- Tremper un écouvillon stérile dans I'inoculum.
- L’essorer en le pressant fermement (et en lentouj contre la paroi interne du tube, afin de
décharger au maximum.
- Frotter I’écouvillon sur la totalité de la suréagélosée, seche, de haut en bas, en stries serrées
- Répéter I'opération 2 fois, en tournant la baitée60° a chaque fois, sans oublier de faire pivoter
I'écouvillon sur lui-méme. Finir I'ensemencement gassant I'écouvillon sur la périphérie de la
gélose.
- Dans le cas ou I'on ensemence plusieurs boitd2étie il faut recharger I'écouvillon a chaque
fois.

* Application des disques d’'antibiotiques :
- Il est préférable de ne pas mettre plus de audsq’antibiotique sur une boite de 90 mm.
- Les disques d’antibiotiques (HIMEDIA®) choisisndgoosés a la pince flambée. Deux précautions

sont importantes a respecter :
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v les disques doivent étre parfaitement appliquéatsspns glissement en appuyant légerement sur Iz
surface de la gélose ;

v"une distance minimale de 15 mm doit séparer urudiggriphérique du bord de la boite et deux
disques doivent étre éloignés au minimum de 30 namsafte que les zones d'inhibition ne se

chevauchent pas.

* Incubation :
Les boites sont incubées a 35°C pendant 18 heunglsistard 15 minutes apres avoir été inoculées.
* Lecture et interprétation :
- La lecture se fait en mesurant les diametreshiiition exprimés en millimétre a l'aide d’un pied
coulisse.
- Les mesures seront prises en procédant par treerse a travers le fond de la boite de Pétri fermé
- L'interprétation est effectuée conformément aandigations du fournisseur (HIMEDIA®).
» Contréle de qualité :
La souche de référenéescherichia coli ATCC 25922 a été utilisée dans les mémes conditions
de test et d’incubation pour tester I'efficacité @mtibiotiques.
» Disques de la propolis
Habituellement les antibiotiques testés présentes sorme des disques de 6 mm de
diamétre, et pour préparer les disques de la pyplolaut respecter les mémes conditions :
* couper papier Wattman (autres papiers filtres)isquets de 6 mm ;
» stérilisation des disques par autoclavage pendami@ a 120°C, dans une boite de Pétri en verre
contenant 10ml d’eau distillée ;
* al'aide d’'une micropipette, nous déposons 16 eicro litre de la propolis sur chaque disque ;
* les disques du papier Wattman sont déposés a thite pince stérile.
Remarque : pour déterminer I'activité antimicrobienne de laolis nous avons pratiqué la méme

technique utilisée avec les antibiotiques (Seg@émi).

1.2.2.4. Analyse statistique :

Les données obtenues de I'expérimentation ontoétdises a une étude statistique qui est
consisté en une analyse de la variance suivieg#est de Newman et Keuls dont le but est de
classer les extraits éthanoliques de la propdigsl dilutions et les antibiotiques testés en geeup
homogénes pour permettre une explication des phémesnmis en jeu. Ces analyses ont été
effectuées avec le logiciel STATISTICA 10.
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I1. Résultats

Dans ce travail, 05 souches a Gram™ ont été isolées a partir de mammites cliniques bovines ,
on fait I’objet d’une évaluation de leur sensibilité, in vitro, aux antibiotiques et aux propolis. Elles
se répartissent comme suit : Escherichia coli, Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas fluorescens et Serratia marcescens,.

La détermination, in vitro, de I’effet antibactérien des propolis consiste a la mesure du

diametre (halos) d’inhibition.

11.1.Effet sur Escherichia coli :

e Antibiotiques :
Les résultats de I’effet des antibiotiques testés sur la souche d’E. coli, isolée a partir des

mammites cliniques, sont présentés dans le tableau 05et illustrés par la figure 09.

Tableau 05 : Effet des antibiotiques sur Escherichia coli.

Antibiotiques Diamétre d’inhibition (mm) | Interprétation
Amoxy /clav

(Amoxycilline+ acide clavulanique) 7,1 R
Ampicilline 7,03 R
Azetreonam 0 R
Colestine 17,11 S
Céphalothine 13,08 R
Céfotaxime 8,16 R
Céfoxitine 15,13 I
Netilline 10,1 R
Nitrofurantoine 10,13 R
Oflaxacine 35,05 S
Tétracycline 12,13 I
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Figure 09 :Effet des antibiotiques sur Escherichia coli.

A partir du tableau05 et de la figure09, la souches d’E. coli testée a présenté une résistance a
I’Amoxy/clav,a I’Ampicilline ,a 1’Azetreonam, au Céphalotine ,auCefotaxime, a la Netilline et a la

Nitrofurantoine. Par ailleurs, elle était sensible a la Colestine et a 1’Oflaxacine.

e Propolis

L'effet antibactérien des différentes concentrations des extraits éthanoliques de la propolis
est présenté dans le tableau 06 suivant et il est illustré par les figures 10 et 11 :

Tableau 06: Effet des extraits éthanoliques de la propolis sur Escherichia coli.

EEP EEP1 EEP2 EEP3 EEP4 EEP5
[C]
EEP 95% 15,03+0,06 8,13+0,15 15,03+0,06 0 10,1+0,1
EEP 80% 10,1+0,1 7,03+0,06 13,13+0,15 0 8,13+0,15
EEP70% 9,03+0,06 0 11,1+0,1 0 7,1+0,11
EEP60% 7,1+0,1 0 9,1+0,1 0 6,13+0,15

* Les chiffres représentent les moyennes des diamétres de la zone d’inhibition en mmz écart type

*EEP : Extrait Ethanolique de la Propolis.

L’analyse de la variance, des résultats obtenus dans notre essai, indique un effet EEP
(F=43,9079,P<0,001) sur la zone d’inhibition trés hautement significatif alors que celui de dilution
(F=20,1633, P<0,05) est significatif.

Par la suite, la comparaison des moyennes a eté faite par le test de Newman et Keuls qui

classe les extraits éthanoliques de la proplis en 04 groupes ,par ordre décroissant,comme suit :

e
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EEP3, EEP1>EEP5>EEP2>EEP4.

Par conséquent, nous constatons que la meilleur inhibition sur E.coli a été enregistrée par le
premier groupe compos¢ d’EEP3 et d’EEP1 avec un diamétre d’inhibition maximale de
15,032£0,06mm, alors que la plus faible moyenne (0) est allouée a I’EEP4 dans le groupe 04.

En ce qui concerne le facteur dilution, il est clair, que plus la concentration de I’EEP utilisé
est élevée, plus la zone d’inhibition obtenue augmente .En effet, le test de Newman et Keuls indique
02 groupes ,classes par ordre décroissant, comme suit: EEP95%,EEP80%> EEP80%,EEP70% ,
EEP60 %.

Donc, I’EEP 95% avec la moyenne (15,03+£0,06) s’avére le plus efficace sur cette bactérie.

Echatillion de la prepolis; Unweighted Means
Cumrent effect: F{4, 55/—=43,908, p=,00000
Effective hypothesis decomposition

Vertical bars denote 0,25 confidence intervals

Diametra d'inhibition an mm
5

EEP1 EEFZ2 EEP3 EEFP4 EEPS

Echatillicns de |la propolis

Figure 10 : Diametre d'inhibition sur E.coli en fonction de I'échantillon de la propolis.
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Diluticn; Unweighted Means
Cument effect: F{3, 58/=3,5583, p=.01983
Effective hypothesis decomposition

Wertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Figure 11:Effet de la dilution sur la zone d'inhibition.

e La comparaison entre ’effet de PEEP et de I’antibiotique :
La comparaison des antibiotiques a été faite par rapport a 1’extrait éthanolique le plus

efficace avec sa dose la plus active. Les résultats sont rapportés dans la courbe suivante :

ATB+EEF; Unweighted Means
Current effect: F(11, 24 =17099,, p=0,0000
Effective hypothesis decompodtion
Vertical barsdenote 0,95 confidence intervals
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Figure 12 : Comparaison de 1'effet d’EEP3 par rapport aux antibiotiques utilisés.

30



D Partie expérimentale Chapitre 11 : Résultats

D’apres La courbe ci-dessus , elle indique que I’inhibition de ’EEP3 a la concentration de

95% ,avec sa moyenne maximale de 15,03+£0,06 , semble étre :

trés loin de celle de I’OF (35,05 mm) ;
proche de celle delaCL (17,11mm) ;
semblable de celle du CX (15,13mm);

tres efficace par rapport aux autres antibiotiques.

A T’issu de cette étude comparative des moyennes, le test de Newman et Keuls classe ces

antibiotiques avec I’effet d’EEP3 en 9 groupes, par ordre décroissant , comme suit :

OF >CL>CX, EEP3>CEP >TE>NIT ,NET>CTX >AMC,AMP>ATM

11.2.Effet sur Enterobacter cloacae:

Antibiotique :

Les résultats de I’effet des différents antibiotiques utilisés sur Enterobacter cloacae, isolé de

mammites cliniques, sont regroupés dans le tableau 07 et illustrés par la figure 13

Tableau 07 : Effet des antibiotiques sur Enterobacter cloacae.

Antibiotique Diamétre d’inhibition (mm) | Interprétation
Amoxyclav(Amoxycillin+Clav

ulanicacid) 18,1 S
Ampicilline 0 R
Azetreonam 25,03 S
Colestine 16,1 S
Céphalotine 0 R
Céfotaxime 22,03 R
Céfoxitine 10,03 R
Netilline 15,1 S
Nitrofurantoine 15,1 S
Oflaxacine 37,1 S
Tétracycline 23,03 S

31



D Partie expérimentale

Chapitre 11 : Résultats

40

35

30

25

20

15 +—f———

10 +—f——

B Résistance
- M lIntermediare

= Sensible

Diamétre d'inhibition en (mm)

AMCAMP ATM CT CTX CX NET NIT CEP OF TE

Antibiotiques

Figure 13: Effet inhibiteur de différents antibiotiques sur E. cloacae.

Ces résultats montrent que la souche d’E. cloacae testée était sensible a I’Amoxy/clav, a
I’ Azetreonam, a la Colestine, a la Netilline, a la Nitrofurantoine, a 1’Oflaxacine et a la Tétracycline.

Par ailleurs, la résistance a concerné¢ I’ Ampicilline, le Cefotaxime, le Cefoxitine et la Céphalotine.

e Propolis:

Les résultats de I’effet antibactérien des différents extraits éthanoliques de la propolis et

leurs dilutions sont présentés dans le tableau 08.

Tableau 08 : Effet des extraits éthanoliques de la propolis sur Enterobacter cloacae.

EEP EEP1 EEP2 EEP3 EEP4 EEPS
[C]
EEP 95% 13,1+0,1 0 0 12,03+0,06 0
EEP 80% 12,1+0,1 0 0 10,1+0,1 0
EEP70% 9,1+0,1 0 0 8,1+0,1 0
EEP60% 7,03+0,006 0 0 0 0

*Les chiffres représentent les moyennes des diametres de la zone d’inhibition en mm+€écart type.

*EEP :Extrait Ethanolique de la Propolis.

L’analyse de la variance, des résultats obtenus, indique que I’effet de 1’échantillon de la
propolis (F = 51,2453, P< 0,001) est tres hautement significatif par contre celui des différentes

concentrations est non significatif (F = 1,508, P>0,05) sur la zone d’inhibition.

e
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Par la suite, La comparaison des moyennes, selon le test de Newman et Keuls, a mis en
évidence, pour les extraits éthanoliques utilisés ainsi que leurs dilutions successives, les groupes
suivants par ordre décroissant :

e EEP1>EEP4> EEP2, EEP3, EEPS5 (3groupes).

o EEP95%, EEP80%, EEP70%, EEP60 % .

De ce fait, nous voyons qu’une excellente inhibition sur Enterobacter cloacaea été
enregistrée par le premier groupe composé de ’EEP1 avec une plus haute moyenne de 13,1+0,1.En
revanche, la plus faible moyenne est allouée a I’EEPS5 dans le groupe 03.

Pour effet dilution, toutes les concentrations présentent des activités antibactériennes tres

proches avec une plus haute moyenne (13,1+£0,1) obtenue avec I’EEP 95%.

Echatillon de miel ; Unweighted Means
Current effect: F(4, 55)=51,244, p=0,0000
Effective hypothesis decompasition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
14
12t
10
£
s &
=
S 5|
=
=
5 4
=
o L
2 2
=
=
-2 |
-4
EEP1 EEPZ EEP3 EEP4 EEPS
Echatillons de la propolis

Figure 14 : Diamétre d'inhibition sur Enterobacter cloacae en fonction de I'échantillon de la

propolis.
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Dilutions; Unweighted Means
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Figure 15 :Effet de la dilution sur la zone d'inhibition.

e La comparaison entre I’effet de ’EEP et de I’antibiotique :
La comparaison des antibiotiques a été faite par rapport au groupe de I’EEP le plus efficace
avec ¢a dose la plus puissante. Les résultats sont rapportés dans la courbe suivante :

ATB+EEP; Unweighted M eans
Current effect: F(11, 24 =52227,, p=0,0000
Effective hypothesis decompodtion
Vertical barsdenote 0,95 confidence intervals
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Figure 16 : Comparaison de 1'effet d’EEP1 par rapport aux antibiotiques utilisés.
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D’aprés la courbe (Figurel6), nous avons constaté que I’inhibition d’EEP1 a sa

concentration la plus puissante (13,1+0,1mm) semble étre :

o efficace par rapport de celle de I’AMP(0mm) , de la CEP(Omm) et du CX(10,03mm) ;

e proche de celle d’AMC (18,1mm), de la CT (16,2mm), de la NET (15,2mm) et de la
NIT(15,1mm);

e |oin de celle d’ATM(25,03mm) ,de la TE(23,03mm) et du CTX (22,03mm);

e tres loin de celle de I’OF(37,1mm).

A Tlissu de cette étude comparative des moyennes, le test de Newman et Keuls organise,
avec un ordre décroissant, ses antibiotiques et 1’effet des échantillons de la propolis en 10 groupes,

comme suit :
OF >ATM> TE> CTX> AMC> CT> NET, NIT> EEP1>CX >AMP,CEP

11.3.Effet sur Klebsiella pneumoniae:
Suite a la mesure des différents halos qui apparaissent apres ’incubation a 37°C, les

différents propolis testés ainsi que les divers antibiotiques ont présenté une inhibition de

K. pneumoniae qui se traduit par le diametre, mesurés en millimétre, autour des disques.

e Antibiotique :

Les résultats de I’antibiogramme de K. pneumoniae vis-a-vis des antibiotiques utilisés sont
regroupés dans le tableau 09 et illustrés par la figure 17.

Tableau 09 : Effet des antibiotiques sur Klebsiella pneumoniae.

Antibiotique Diamétre d’inhibition (mm) | Interprétation
Amoxy /clav(amoxycilline+

acide clavulanique) 20,03 S
Ampicilline 13,1 R
Azetreonam 20,03 I
Colestine 16,1 S
Céphalotine 0 R
Céfotaxime 19,1 R
Céfoxitine 11,03 R
Netilline 14,03 I
Nitrofurantoine 12,1 S

e
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Figurel? : Résultats de I’antibiogramme sur la souche de Klebsiella pneumoniae.

D’apres les résultats obtenus, la souche de K. pneumoniae a montré une sensibilité a la
Colestine, a I’Amoxycilline/Acide clavulanique, a la Nitrofurantoine, a 1’Oflaxacine et a la
Tétracycline.

Cependant, la résistance est, en particulier, observée pour : I’ Ampicilline, le Céfotaxime,
leCéfoxitine et laCéphalotine.

e Propolis

L’effet inhibiteur des différents extraits éthanoliques de la propolis testés sur la souche de

Klebsiella pneumoniaeest présenté dans le tableau 10.

Tableau 10 : Effet des extraits éthanoliques de la propolis sur Klebsiella pneumoniae.

EEP EEP1 EEP2 EEP3 EEP4 EEPS
[C]
EEP 95% 6,1+0,1 6,03+0,06 9,1+0,1 0 0
EEP 80% 0 6,06+0,06 7,1+0,1 0 0
EEP70% 0 0 6,1+0,1 0 0
EEP60% 0 0 0 0 0

*Les chiffres représentent les moyennes des diamétres de la zone d’inhibition en mm= écart type.
*EEP :Extrait éthanolique de la Propolis.

e
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L’analyse de la variance, des moyennes obtenues, montre que l’effet Propolis
(F=10,977,p<0,001)est trés hautement significatif .Ce résultat trouve sa confirmations dans le test
de Newman et keuls qui révéle la méme chose pour cette variable.

Par conséquent, ce test classe tous les EEP utilisés dans 03 groupes :

EEP3>EEP2, EEP1>EEP1, EEP5, EEP4.

La plus haute moyenne (9,1£0,1) est allouée au groupe 01 avec I’EEP3 (Figurel8).

Par ailleurs, ’analyse statistique de ’effet concentration (F=6,297, P< 0,001) est tres
hautement significative sur le diamétre d’inhibition. De méme, la comparaison des moyennes de
ce dernier, selon le test de Newman et Keuls, a mis en évidence les groupes suivants, par ordre
décroissant, EEP95%, EEP80%> EEP80%, EEP70% > EEP70%,EEP60 %. Par conséquent, cette
bactérie est plus sensible a I’EEP le plus concentré représenté par EEP95%(9,1+0,1) dans le

premier groupe (Figurel9).

Echantillen de la propolis; Unweighted Means
Cument effect: F{4, 55)=10,978, p=,00000
Effective hypothesis decomposition

Vertical bars dencte 0,25 confidence intervals

U -

Diametre d'inhibition en mm
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Figurel8 : Diametre d'inhibition sur Klebsiella pneumoniae en fonction de I'échantillon de la

propolis.
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Diluticns; Unweighted Means
Cument effect: F{3, 58)=6,2978, p=00093
Effective hypothesis decompositicn

Vertical bars denote 0,825 confidence intervals
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Figurel9 :Effet de la dilution sur la zone d'inhibition.

e | acomparaison entre I’effet de ’EEP et de I’antibiotique :
La comparaison des antibiotiques a été faite par rapport au groupe d’EEP le plus efficace

avec sa dose la plus active. Les résultats sont rapportés dans la courbe suivante :

ATB+EEF; Unweighted Means
Current effect: F(11, 24=30541,, p=0,0000
Effective hypothesis decompodtion
Verical barsdenote 0,95 confidence intervals
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Figure 20 : Comparaison de 1'effet d’EEP3 par rapport aux antibiotiques utilisés.
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A partir de cette courbe, nous pouvons conclure que I’inhibition d’EEP3 (9,1+0,1) a sa forte

concentration semble étre :

v' tres loin de celle de I’OF (30 mm) et de la TE(27,1mm);
v' loin de celle de ’AMC (20,03mm),de I’ATM (20,03mm),de la CT(16,1mm)et du

CTX(19,1mm) ;

v’ proche de celle de PAMP (13,1mm),du CX(11,03mm),de la NET(14,03mm) et de la

NIT(12,21mm) ;

v’ trés efficace par rapport a la CEP (Omm).

A l'issu de cette étude comparative des moyennes, le test de Newman et Keuls classe ces
antibiotiques et I’effet de 1’échantillons de la propolis en 11 groupes ,par ordre décroissant,
comme suit :

OF >STE>SAMC,ATM>CTX>CT>NET>AMP>NIT>CX>EEP3>CEP.

11.4 . Effet sur Psesudemoas fluorescens :
e Antibiotiques :
Le résultat de l'effet d’Azetreonam sur la souche de P. fluorescens est représenté dans le

tableau 11 et illustré par la figure 21.

Tableau 11 : Effet des antibiotiques sur Pseudomonas fluorescens.

Diamétre d’inhibition (mm) Interprétation
Azetreonam 18,03 |
c 20
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Figure 21: Effet inhibiteur d'AzetreonamsurP. fluorescens.
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Les résultats de 1’effet antibactérien de différentes propolis testées sur la souche de

Pseudomonas fluorescens sont présentés dans le tableau 12.

Tableau 12 : Effet des extraits éthanolique de la propolis sur Pseudomonas fluorescens.

EEP EEP1 EEP2 EEP3 EEP4 EEP5
[C]
EEP 95% 10,120,1 8,120,1 0 0 6,120,1
EEP 80% 7.0320,06 7.120,1 0 0 6,0620,06
EEP70% 0 6,070,06 0 0 0
EEP60% 0 0 0 0 0

*Les chiffres représentent les moyennes des diamétres de la zone d’inhibition en mm+ écart type.

*EEP :Extrait Ethanolique de la Propolis.

L’analyse de la variance, des moyennes obtenues, montre que I’effet de I’échantillon de la
propolis (F=8,257,P<0,001) et celui de la dilution (F=8,636, P<0,001) sont tres hautement

significatifs sur la zone d’inhibition.

A I’issu de cette analyse, le test de Newman et Keuls classe les moyennes obtenues, pour les

EEP utilisés ainsi que leurs dilutions successives, selon les groupes suivants, par ordre décroissant :

e EEP2, EEP1,EEP5>EEP4,EEP3.
e EEP95%, EEP80%> EEP70%, EEP60 %.

Par conséquent, nous remarquons que la meilleure inhibition sur Pseudomonas fluorescens a
été enregistrée par le premier groupe de ’EEP composé d’EEP2, d’EEP1 et d’EEP5.De méme, la
plus haute moyenne (10,1+0,1) est allouée a I’EEP1 (Figure22).

Par ailleurs, Pour effet concentration, la comparaison des moyenne a montré que le groupe
01, composé d’EEP95% etd’EEP80% est le plus efficace avec des zones d’inhibition maximale de
10,1+0.1 et de 7,1£0,1 respectivement et que I’EEP95% vient en téte de ce groupe (Figure 23).
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Echantillon de la propolis ; Unweighted Means
Current effect: F(4, 55)=8,2571, p=,00003
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Figure 22 : Diametre d'inhibition sur Pseudomonas fluorescens en fonction de I'échantillon de la

propolis.
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Figure 23 :Effet de la dilution sur la zone d'inhibition.
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e | acomparaison entre ’effet de ’EEP et de I’antibiotique :

Au vu de tout cela, notre travail a déterminé que 1’inhibition d’EEP1 (10,1+0,1) a sa forte

concentration, semble étre tres loin de celle d’ATM (18,03mm).

11.5.Effet sur Serratia marcescens:

e Antibiotique :

Les résultats de I'antibiogramme des antibiotiques réaliseés sur la souche de S. marcescens

sont regroupés dans le tableau 13 et illustrés par la figure 24.

Tableau 13 : Effet des antibiotiques sur Serratia marcescens.

Antibiotique Diameétre d’inhibition (mm) | Interprétation
Amoxy/clav

(amoxycilline+acide clavulanique) 0.1 R
Ampicilline 7,06 R
Azetreonam 17,1 R
Colestine 11,03 R
Céphalotine 13,03 R
Céfotaxime 12,1 R
Céfoxitine 18,1 S
Netilline 15,03 S
Nitrofurantoine 11,1 I
Oflaxacine 37,06 S
Tétracycline 13,03 I
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Figure 24: Effet inhibiteur de différents antibiotiques sur S.marcescens.

Nous constatons, dans les résultats rapportés dans le tableau ci-dessus , qu’une résistance est
observée vis-a-vis de cing antibiotiques : Amoxy/clav,Ampicilline,Azetreonam, Cefotaxime,

Céphalotine et Colestine.

En revanche, aucune résistance n’a été observée vis-a-vis des autres antibiotiques, a savoir le

Cefoxitine, la Netilline, et 1’Oflaxacine .

e Propolis

Tableau 14 :Effet des extraits éthanoliques de la propolis sur Serratia marcescens.

EEP EEP1 EEP2 EEP3 EEP4 EEPS
[C]
EEP 95% 0 0 0 0 0
EEP 80% 0 0 0 0 0
EEP70% 0 0 0 0 0
EEP60% 0 0 0 0 0

*Les chiffres représentent les moyennes des diametres de la zone d’inhibition en mm.

*EEP :Extrait Ethanolique de la propolis.

Nous remarquons que ’activité inhibitrice des différents extraits éthanoliques de la propolis

est nulle sur Serratia marcescens.
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I11. Discussion :

Les mammites cliniques restent une dominante pathologique sévissant dans les élevages
laitiers en Algérie et représentent, d’apres plusieurs auteurs, 1I’enneminuméro un de I’industrie de la
production laitiére.

Par conséquent,elles font 1’objet d’une consommation importante d’antibiotiques pour leurs
traitements mais aussi pour leurs préventions(Angoujard, 2015).Cet usage élevé a jouer un grand
role dans le développement de I’antibiorésistance bactérienne.C’est pour cette raison que la
recherche de nouvelles molécules plus efficaces s’impose et on s’oriente vers les molécules
naturelles(Nedji, 2015).La propolis compte par mieux a cause de ses proprietés inhibitrices et
thérapeutiques (Nader, 2013)

Devant ce constat, la connaissance des germes responsables et I’effet de la propolis ainsi
que celui des antibiotiques sur ces derniers, présentent un grand intérét pour construire une
nouvelle stratégie de lutte.

Les résultats de la présente étude seront discutés par partie :

En fait, pour I’étude de la sensibilité aux antibiotiques, Escherichia coli a acquis des
résistances a de nombreuses molécules, en particulier, a 1’Ampicilline, au Céphalotine et au
Cefotaxime. La résistance est, également, observée pour la Netilline, 1’Azértreonam, la
Nitrofurantoine et a I’association d’Amoxicilline+Acide clavulanique.

La résistance obtenue dans notre étude vis-a-vis de 1’Ampicilline,est di a 1’utilisation abusive
et anarchique de ces molécules par les vétérinaires et a leur large disponibilité sur le marché
algérien, avec des prix abordables (Sedrati ,2014).

Par ailleurs, aucune résistance n’a €té notée vis-a-vis de la Céfoxitine, de la Colestine, de

I’Oflaxacine et de la Tétracycline.
Les résultats de I’Ofloxacine et de la Colestine sont semblables a ceux obtenus par (Ohnishi et al,
2011).Cette sensibilité , selon Sedrati en 2014, est liée a la rareté de leurs utilisations dans le
traitement des pathologies animales vu leur cherté et le recours aux autres antibiotiques vu leur
disponibilité et leur prix plus bas.

L’analyse de la sensibilit¢ de germe aux antibiotiques a montré une excellente réponse
d’Enterobacter cloacae face a I’ Amoxicilline+Acide clavulanique, a 1’ Azétreonam, a la Colestine, a
la Nitrofurantoine, a I’Oflaxacine et a la Tétracycline.

Une résistance trés élevée des Enterobacter cloacae a été observée pour 1I’Ampicilline, le
Céfotaxime, le Céfoxitine et la Céphalotine.

Les résultats avec 1’Ampicilline sur Enterobacter cloacae sont semblables a ceux rapportés

par (Nam et al., 2009) et ils les ont expliqués par sa résistance naturelle.
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Les résultats avec la Tetracycline sont différents par rapport a ceux rapportés par sedrati en
2014 qui a trouvé 100% de résistance. Cette derniére est justifiée par 1’utilisation large de cet
antibiotique dans le traitement des mammites sans qu’il y ait une analyse bactériologique et un
antibiogramme préalable afin d’avoir une idée sur le germe en cause et son profil de sensibilité.

Klebsiella pneumoniae a montré une sensibilité a la Colestine, a I’Amoxycilline/Acide
clavulanique, a la Nitrofurantoine, a 1’Oflaxacine et a la Tétracycline. Ces résultats sont en accord
avec ceux trouves par (Saini et al., 2012).Cependant, ils sont complétement différentes avec la
Tétracycline qui a révélé une résistance.

Les résistances de cette bactérie ont concerné 1’ Ampicilline, le Céfotaxime, le Céfoxitine
et la Céphalotine. Selon I’avis de Sedrati en 2014, I’utilisation abusive des antibiotiques (doses
insuffisantes, non-respect de la durée de traiement, etc.) et le plus souvent a la base des phénomenes
de résistance.

Par ailleurs, I’ Ampicilline est inefficace sur Klebsiella pneumoniae a cause de sa résistance
naturelle (Sedrati ,2014 et CASFM, 2015).

L’étude de la sensibilité aux antibiotiques a fait ressortir des résistances chez Serratia
marcescens Vis-a-vis de six antibiotiques: 1’Amoxycilline/Acide clavulanique, Ampicilline,
Azétreonam, Céphalotine ,Céfotaxime et Colestine.

Les résistances de cette bactérie a 1’Ampicilline et a 1’association Amoxicilline+Acide
clavulanique auront pour explication une capacité d’hyperproduction des Béta-lactamases par ces
bactéries (Sedrati ,2014).En revanche, aucune résistance n’a été observée vis a vis des autres
antibiotiques, a savoir : le Cefoxitine,laNetilline et I’Oflaxacine

Les resultats qui concernent la sensibilité a ’Oflaxacine sont semblables a ceux obtenus par
(Ohnishi et al.,(2009).

Les résultats de la sensibilité aux antibiotiques ont montré, en genéral :
= Un haut niveau de resistance vis-a-vis des pénicillines, ce niveau est une conséquence de
I’acquisition des facteurs de résistance aux antibiotiques qui est généralement secondaire a

I’utilisation anarchique et abusive de ces antibiotiques sans recours a I’antibiogramme.

En ce qui concerne la propolis, nous avons utilisé 1’éthanol. Ce dernier entre dans la
composition de plusieurs préparations thérapeutiques (Brehonet al.,2000). Il s’évapore facilement et
solubilise les composants actifs de la propolis .Son efficacité dans 1’étude de [D’activité
antibactérienne est confirmée (Rhajaoui et al.,2001). C’est pour ces raisons que nous avons

utilisél’é¢thanol (2 différents pourcentages) comme solvant pour 1’é¢tude de [’activité
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antibactérienne.Les EEP a 60%, a70%,a 80% et a 95% d’éthanol touchent la majorité des souches
bactériennes .Nos résultats sont comparables par rapport a ceux rapportés par Segueni en 2011.

D’une maniere générale, tous les extraits éthanoliques de la propolis testés inhibent la
majorité des souchesétudiées et entrainent des diametres qui varient en fonction de 1’origine de la
propolis, de I’espéce considérée et du pourcentage d’alcool utilisé.

L’utilisation de ’EEP a différents pourcentages d’éthanol par la méthode des disquesmontre
que le diamétre d’inhibition de la propolis dépend de sa solubilité¢ dans le solvant etpar conséquent
de sa diffusion dans le milieu.Les diamétres obtenus indiquent que les composants actifs de la
propolissont plus solubles dans 1’éthanol a 95% .Nos résultats sont différents par rapport a ceux
rapportés par Segueni en 2001 qui signale que 1’éthanol a 80% est le plus performant.

Par ailleurs, I’activité antibactérienne des EEP varie en fonction de régions.L’extrait du
Bordj bouarreridj (EEP1) s’avére le plus fort ,ensuite, vient celui de Annaba(EEP2),puis ceux de
Tébessa (El Hammamet) (EEP3)et khenchela (EEP5) et enfin celui de Tebessa(EEP4).

Cette variabilité est probablement en relation avecl’origine botanique qui joue un important
role dans I’influence de ’activité antimicrobienne de la propolis.cette derniere est principalement
due aux flavonoides et aux acides phénoliquesqui ont un effet sur 1’état bioénergitique de la
membrane, ce qui conduit a I’inhibition de la viabilité bactérienne (Nedji et Loucif-Ayad,2014).

Les EEP testés ont montré une activité antibactérienne contre 4 /5 des bacteéries testées avec
des variation enregistrées en fonction de la souche utilisée et la propolis en elle-méme.

Les résultats d’Escherichia coli, qui s’avérent les plus sensibles(selon le diamétre
d’inhibition) ,montrent que la majorité des EEP présente une bonne activité antibactérienne avec
une inhibition remarquable pour I’EEP1 et ’EEP3.Nos résultats sont semblables par rapport a ceux
rapportés par Hassan et ses collaborateurs en 2012 qui ont démontré la sensibilité importante
d’E.coli vis-a-vis de la propolis.

Par la suite, les résultats d’Enterobacter cloacae ont révelé une excellente inhibition avec 02
échantillons uniquement,qui sont I’EEP1 et le EEP4,alors que les 3 autres sont sans aucun effet .

Cependant,les extraits éthanolique de la propolis testés sur : K. pneumoniae et
Pseudomonas fluorescens sont faiblement actifs, Cela est expliqué peut-étre par le fait que
Klebsiella pneumoniae forme une capsule, qui est I'un des facteurs de pathogénicité bactérienne et
qui entrave ’effet de la propolis d’aprés Kristina Ramanauskien et ses collaborateurs en 20009.

Alors que pour Pseudomonas fluorescens, ce phénomeéne est probablement lie a la faible

perméabilité de sa paroi cellulaire ( Baba Ahmed et al.,2014).
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Nos résultats sont :
e comparables a ceux révélés par Segueni en 2011 ,qui a enregistré des diametres
d’inhibitions aux alentours de 10 mm ;
e en desaccord avec la littérature (Drago et al .,2000, Keskin et al.,2001, Koo et al.,2000 )

qui signale aucune action de la propolis sur ses germes.

Nous avons trouvé aussi que la souche de Serratia marcescens est relativement résistante a
tous les EEP. Nos résultats sont en désaccord avec ceux de et ses collaborateurs en 2006qui ont
signalé une faible activité antibactérienne de la propolis sur cegerme avec des diameétres
d’inhibition entre 6 et 10 mm.

D’une maniére générale,a 1’exception d’E.coli ,nos propolis sont peu actives sur les bacilles
a Gram négatif étudiés. Elles agissent comme certaines familles d’antibiotiques a spectre étroit.
D’aprés Nedji et Loucif-Ayad en 2014, ils ont démontré aussi que ’activité de la propolis est plus
efficace sur les souches a Gram+ que celles a Gram-.

Par ailleurs,nous avons comparé 1’effet de I’échantillon de la propolis le plus actifs, sur la
souche bactérienne,avec sa concentration la plus puissante par rapport aux divers antibiotiques
testés .

Les résultats obtenus de la souche d’Escherichia coli ont montré que I’EEP 3 est trés efficace
par rapporta ceux des8 antibiotiques, a savoir : la Céphalotine, la Tétracycline, la Nitrofurantoine, la
Netilline, le Céfotaxime,I’Amoxycilline+Acide clavulanique, I’Ampicilline etl’ Azetreonam.

De ce fait, cette souche est beaucoup plus sensible a 1’action de la propolis que les
antibiotiques testés. De méme,la résistance vis-a-vis des pénicillines peut étre traitée, d’aprés nos
résultats, par 1’utilisation de I’EEP3.

En fait, cette efficacit¢ d’EEP par rapport aux antibiotiques est probablement liée aux
mécanismes qui sont impliqués dans les propriétés antibactériennes de la propoliset qui agissent en
synergie comme :I’arrét de la division cellulaire, la contraction cellulaire a cause du
disfonctionnement du cytoplasme et de la membrane cytoplasmique. etc.(Hassan et al.,2012). Ses
mécanismes sont en relation avec sa composition. Elle est constituée de plus de 180 constituants,
dont certains sont encore inconnus (Cousin, 2014).

Par ailleurs, les résultats d’Enterobacter cloacae ainsi que ceux de Klebsiella
pneumoniae ;avec EEP1 et EEP3 respectivement ;présentent une efficacité a un nombre réduit
d’antibiotiques (le Céfoxitine,I’ Ampicilline et la Céphalotine pour EEP1 et la Céphalotine pour
EEP3).
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Conclusion et perspectives

Les mammites cliniques bovines constituent une entité pathologique trés importante, car,
elles entrainent des pertes économiques lourdes ainsi que des risques sur la santé humaine étant
donné que le lait peut étre une source d’antibiorésistance (Bourabah,2015).

Par conséquent, cette étude a pour but d’évaluerl’effet antibactérien de la propolis comme
étand un traitement alternatif et de le comparer par rapport aux antibiotiques testés sur des germes
impliqués dans les mammites cliniques.

Les résultats de cette recherche ;en faisant appel a la méthode de diffusion des disques ; ont
bien montré que 1’étude de la sensibilité, in vitro, d’Escherichia coli ,d’Enterobacter cloacae, de
Klebsiella pneumoniae et de Serratia marcescens ;isolés a partir de cette pathologie mammaire ;
vis-a-vis des antibiotiques a révélé une bonne sensibilité des germes par rapport aux polypeptides,
aux cyclines et aux quinolones avec une variabilité enregistrée pour les autres familles ,a savoir, les
aminoglycosides, les monobactames et les nitrofuranes. A 1’opposé, une résistance remarquable a
été notée pour les pénicillines et les céphalosporines.

Par ailleurs, L’évaluation de 1’activité antibactérienne des différents extraits de la propolis a
démontré une variabilité d’efficacité d’un échantillon a un autre et d’une souche a une autre ;
sauf pour Serratia marcescens qui s’est avérée complétement résistante.

En effet,leur comparaison par rapport aux antibiotiques a révélé que la souche d’E. coli est
beaucoup plus sensible a 1’action de la propolis que les antibiotiques testés. En revanche,
Enterobacter cloacae et Klebsiella pneumoniae sont moyennement sensible de celle-ci.

De ce fait,Les résultats détectés dans cette étude, in vitro, ont fourni des preuves que
La propolis peut étre utilisée comme agent antimicrobien contre quelques bactéries provenant de

mammites cliniques.

De méme, ses résultats demeurent prometteurs et pourraient servir de base pour des études
cliniques ultérieures afin de confirmer 1’efficacité antibactérienne de ce produit naturel et de
proposer leur utilisation en tant qu’agent antibactérien alternatif effectif, palliant aux effets
secondaires des antibiotiques et aux résistances bactériennes accrues.

Enfin, nos résultats obtenus restent préliminaires et méritent d’étre continués. Pour cette
raison, nous comptons faire :

e une étude comparative des propolis en fonction de leurs compositions chimiques

pour faire I’extraction des molécules les plus actives sur les isolats cliniques ;

e un essai sur des cas cliniquesafin d’évaluer ’efficacité réelle de ces agents antibactériens

d’origine naturelle.
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Annexes

Annexe 01 : Voie d’administration des antibiotiques mammaires : Avantages et Inconvénients

(Remy, 2010).

*Effets possible sur des infections

(clinique ou sub-clinique)
localisées aux autre quartiers

*Voie essentiel si risque

de la généralisation de I’infection a

I’ensemble de 1’organisme

Avantages Inconvénients
Voie *Moindre consommation *Qbstacle (caillot, cogestion mammaire)
locale d’antibiotiques. a la diffusion de produit.
*Risque moindre de sélection *Risque de la contamination lors de la
de résistance. réalisation de I’injection intra-mammaire
*Administration peu douloureuse. | *Traites répetée qui limite
*Concentration d’antibiotique la diffusion du produit
dans le lait est éleve dans la mamelle
*Cout de traitement moindre.
Voie * Atteindre de I’ensemble *Choix limité aux
génerale | de la mamelle molécule a bonne diffusion

mammaire

*Risque plus éleve de sélection
de
digestive)

résistance(en particulier la flore

*co(t de traitement élevé

*Administration plus douloureuse
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Annexe 02 : Présentation de I’anatomie de la mamelle ainsi que le mécanisme de défense des

infections mammaires.

Mugqueuse du
Sinus lactifére

, Y} }
Rosette des v ¢ / =y j
X B ) A e = x
{ e - :
;

plis
papillaires

Plis muqueux
du conduit
papillaire

Canal du
trayon

Peau du trayon

Muscle sphincter LN
de la papille FLUX DE
sphincter du trayon) LAIT =

Figure : Coupe longitudinale de I’extrémité du trayon chez la vache (d’aprés Barone 1978)

Glande mammaire

Cellules
épithéliales

el R T T

alvéoles

citerne

épithélium
keratinisé sphincter

Figure : Les Différentes étapes d’une infection intra mammaire (d’aprés JournalFR.,2008-2009).

A :Adhésion et pénétration du germe
B : La multiplication et I’infection de la glande.

C : Inflammation de la mamelle et cellules du lait .

D : Evolution
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Annexe 03 :Quelques plantes sources de la propolis en Algérie(Moudir, 2004).

Résine
Secrété
par le

tronc

Reésine
du sapin

§ Chataignier
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Annexe 04 : Principaux composants chimiques de propolis(Ghedira et al., 2009).

Substances principales

Constituants chimiques

Résine et baume 50 a” 55 %
Cire 30 %

Pollen 5 %

Huiles essentielles 10 %

Prédominance pour le bornéol et le menthol
a coté¢” d’un mélange variable de terpenes et
ses quiterpénes : B-bisabolol, 1,8-cinéole,

o -copaene, cyme ne, limonene, etc.

Autres
substances 5 %
Flavonoides

Flavones : apigénine, chrysine, téctochrysine,
artepilline, etc.

Flavonols : galangine, apigénine,
quercétine-3-méthylether,
querceétine-3,3’-diméthyléther, fisétine, etc.
Dihydoflavonols : pinobanksine, acétate-3-
O-pinobanksine, etc.

Flavanones : naringénine-4’, 7-diéthyléther,
pinocembrine, pinostrobine, sakuranétine,etc.

Acides phénols

Acide benzoique, acide phydroxybenzoique,
acide férulique, acide cinnamique, acide
hydroxycinnamique, acide o-coumarique,
acide p-coumarique, acide p-anisique,
acidgentisique, acide caféique et ’ester
phényléthylique de I’acide caféique (CAPE)

Divers

Acides et esters aliphatiques Coumarine,
esculétol

Sucres simples (fructose, glucose)

et polysaccharides sterols :

acétate de calinastérol, acétate

de B -dihydrofucostérol acides aminés

Vitamines

Complexe vitaminique B, provitamine A,
vitamine PP

Minéraux

Al, Ar, Ba, Bo, Cr, Co, Cu,
St, Fe, Mg, Mn, Mo, Ni, Se,
Ti, Va, Zn, silice
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Annexe 05 :Matériels utilisés au laboratoire (Appareillages et Verreries).

Appareillages

Autoclave.

Bain marie.

Balance électrique.

Bec benzéne.

Etuve microbiologique.
Réfrigérateur.

Vortex.

Verreries

Flacons en verre de 250 ml.
Tubes a essai stérile.

Eprouvette de 25 ml.

Outils

Anse de platine.
Boites de pétri.
Ecouvillons.
Gants chirurgicaux.
Micropipettes.
Papier filtre.
Papier wattman.
Pinces.
Pipettes graduees.
Pipettes pasteur.
Portoirs.
Spatule.

Pestoli.
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Annexe 06 : Milieux de culture utilisés et Produits chimiques.

Milieu de culture utilisée

e Gélose nutritive (GN) :
Composition (gramme/litre d’eau distillée) :
*Extrait de viande : 1,0 g.
* Extrait de levure : 2.5 g.
*Peptone : 5,0 g.
*Chlorure de sodium : 5,0 g.
*Agar : 15,0 g.
PH final : 7,0.
e Gélose de Muller-Hinton (MH) :
Composition (gramme/litre d’eau distillée) :
*Infusion de viande de beeuf : 300,0 g.
*Hydrolysat de caséine : 17,5 g.
*Amidon de mais : 1,5 g.
*Agar : 17,0 g.
PH final : 7,3%0,1.
e Bouillon nutritif (BN) (bouillon trypticase soja) :
Composition (gramme/litre d’eau distillée) :
*Peptone de caséine (bovin) : 17g.
*Peptone de soja : 3g.
*Chlorure de sodium : 5g.
*phosphate : 2,5 g.
*Glucose : 2,5 g.
*Eau purifiée : 1L.
e Eau physiologique :
Composition (gramme/litre d’eau distillée) :

*Chlorure: 9,0 g



Annexes
*Eau distillée : 1000 ml.

PH final : 7.

Produits chimiques

e Solvant : L’éthanol.
e Eau distillé stérile.

e Eau de javel stérile.
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Annexe 07 :Analyses statistiques(variance et test de Newman et Keuls) des différentes souches.

Escherichia coli :

Variance :
» Effet de la propolis
Univariate Tests of Significance fobiametre d'inhibition en mm(Spreadsheetl1€
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition
SS Degr. of MS F p
Effect Freedom
Intercept 2788,56: 1/ 2788,56:| 421,222¢ 0,00000(
Echatillion de la propolis 1162,71( 4| 290,677 43,907¢ 0,00000¢(
Error 364,10¢ 55 6,62(C

> Effet de la concentration :

Univariate Tests of Significance for Diametre d'inhibition en mm (Spreadshee!
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

SS Degr. of MS F p
Effect Freedom
Intercept |2788,562 1/2788,562/121,7743/0,000000
Dilution 244,450 3 81,483 3,5583/0,019830
Error 1282,368 56/ 22,899

Test de Newman-Keuls :

» Classement de la propolis

Newman-Keuls

Homogenous Groups, alpha =,05000

Error: Between

test; variable Diametre d'inhibition en mm (Spreadsheet:

MS = 6,6202, df = 55,000

Echatillion de Diametre 1123 |4
la propolis d'inhibition en
mm

Cell No. Mean
4 P4 0,00000 ok
2 P2 3,79500 ko
5 P5 7,86667 i
1 P1 10,33333 ****
3 P3 12,09167 ****
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> Classement des dilutions

Cell No.

Newman-Keuls test; variable Diametre d'inhibition en mm (Spreadsheet:
Homogenous Groups, alpha =,05000
Error: Between MS = 22,899, df = 56,000

Dilution Diametre 1|2
d'inhibition en
mm
Mean

P INW

4 4,467333 ***
3 5,448667 ***
2 7,68000Q | ¥ | Hwxx
1 9,673333 el

Enterobacter cloacae

Variance

> Effet de la propolis

Univariate Tests of Significance foDiametre d'inhibition en mm(Spreadsheetl)
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

SS Degr. of MS F p
Effect Freedom
Intercept 771,20¢ 1 771,205Z 132,157¢ 0,00000(
Echatillon de la prog| 1196,127 41 299,031¢ 51,2435 0,00000C
Error 320,951 55 5,835F

> [Effet des concentrations :

Univariate Tests of Significance for Diametre d'inhibition en mm (Spreadshe:
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

SS Degr. of MS F p
Effect Freedom
Intercept | 771,205 1/771,2052/30,76806/0,000001
Dilutions | 113,433 3 37,8110 1,50851 0,222289
Error 1403,647 56 25,0651

Test de Newman-Keuls :

» Classement de la propolis

Newman-Keuls test; variableDiametre d'inhibition en mm(Spreadsheet]
Homogenous Groups, alpha = ,05000
Error: Between MS = 5,8355, df = 55,000

Echatillon de Diametre 112 |3
la propolis d'inhibition en
mm
Cell No. Mean
5 P5 0,00667 ****
3 P3 0,0083% ***=*
2 P2 0,01667 ***
4 P4 7,56082 ek
1 P1 10,3333: i
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> Classement des concentrations :

Newman-Keuls test; variable Diametre d'inhibition en mm (Spreadshee
Homogenous Groups, alpha =,05000
Error: Between MS = 25,065, df = 56,000
Dilutions Diametre 1
d'inhibition en
mm
Cell No. Mean
4 4 1,414000 **-**
3 3 3,450667  **+*
2 2 4,444667 **
1 1 5,031333 **+*

¢ Kilebsiella pneumoniae

Variance

» Effet de la propolis :

Univariate Tests of Significance foDiametre d'inhibition en mm(¢
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

SS Degr. of MS F p
Effect Freedom
Intercept 247,619¢ 1/ 247,619% 41,1621¢ 0,00000(
Echantillon de la propolis 264,160 4! 66,040z 10,9779¢ 0,000001

> [Effet des dilutions

Univariate Tests of Significance for Diametre d'inhibition en mm (klebsie
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

SS Degr. of MS F p
Effect Freedom
Intercept |247,6195 1/247,6195/31,16660/0,000001
Dilutions |150,1028 3| 50,0343 6,29756/0,000930
Error 4449216 56 7,9450

Test de Newman-Keuls :

» Classement de la propolis

Newman-Keuls test; variable Diametre d'inhibition en mm (Spreadsheet.
Homogenous Groups, alpha =,05000
Error: Between MS = 6,0157, df = 55,000
Echantillon de Diametre 1123
la propolis d'inhibition en
mm
Cell No. Mean
4 P4 0,006667| ****
5 P5 0,006667| ***+*
1 P1 1,537500 *¥ix | dokoxk
2 P2 3,029167 ootk
3 P3 5,577500 kk
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» Classement des concentrations :

Newman-Keuls test; variable Diametre d'inhibition en mm (klebsiel
Homogenous Groups, alpha =,05000
Error: Between MS = 7,9450, df = 56,000

Dilutions Diametre 1123
d'inhibition en
mm

Cell No. Mean
4 4 0,012667 **=
3 3 1,226000 ***x | Howx
2 2 2,639333 ek | otk
1 1 4,248000 i

e Pseudomonas fluorescens

Variance
» Effet de la propolis :

Univariate Tests of Significance for Diametre d'inhibition en mm (Spreadshee!
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

SS Degr. of MS F p
Effect Freedom
Intercept 386,6871 1386,6871/45,39591/0,000000
Echantillon de la propolis [281,3402 4/ 70,3351 8,25713/0,000027
Error 468,4958 55 8,5181

» Effet des dilutions :

Univariate Tests of Significance for Diametre d'inhibition en mm (Spreadshee!
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

SS Degr. of MS F p
Effect Freedom
Intercept |385,2187 1/385,2187/42,07952/0,000000
Dilution |237,1817 3| 79,0606/ 8,63621/0,000084
Error 512,6543 56 9,1545

Test de Newman-Keuls :

»> C

lassement de la propolis :

Newman-Keuls test; variable Diametre d'inhibition en mm (Spreadsheet:
Homogenous Groups, alpha =,05000
Error: Between MS = 8,5181, df = 55,000

Echantillon de Diametre 1|2
la propolis d'inhibition en
mm
Cell No. Mean
3 P3 0,008333 ok
4 P4 0,008333 Hokk
5 P5 3,045833| ***=*
1 P1 4 573077 ****
2 P2 5,075455 *x**
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> Classement des concentrations :

Cell No.

Newman-Keuls test; variable Diametre d'inhibition en mm (Spreadsheet.
Homogenous Groups, alpha =,05000
Error: Between MS = 9,1545, df = 56,000

Dilution Diametre 1|2
d'inhibition en
mm
Mean

P INW

0,007333 ***
1,221333 ****
4,042667 il
4,864000 el

N Wb
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Annexe 08 : Résultats de 1’activité antibactérien des échantillon de la propolis sur les souches

isolée.

Enterobacter cloacae Pseudomonas fluorecens

Figure : L’effet de ’EEP1 sur les souches

Escherichia coli Klebsiella pneumoniae

Figure : L’effet de ’EEP3 sur les souches




