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Détermination de la CMI par la méthode de diffusion en gélose ( méthode des 41
puits) de la souche 5 d’E. coli isolée de foie de volailles.

Diametres des zones d’inhibition des souches de Klebsiella en fonctionde la 42
souche et des dilutions

Détermination de la CMI par la methode de diffusion en gélose ( méthode des 43
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Diamétres des zones d’inhibition de la souche de Profeus en fonction de la 44
souche et des dilutions

Diamétres des zones d’inhibition de la souche de Pseudomonas en fonction de 45

la souche et des dilutions






Introduction

Introduction :

Beaucoup de chercheurs dans le monde entier, ce sont retournés vers la nature pour la
découverte de nouveaux principes actifs moins toxiquescomme : les flavonoides, les huiles

essentiels et les alcaloides.

Les flavonoides sont des métabolites secondaires produits juste aprés la phase de
croissance lorsque les conditions de la vie sont défavorables. Ils peuvent agir sur la croissance
des germes en interférant avec leur métabolisme énergétique ou en inhibant la biosynthése des

7 . . A > oy :
composants cellulaires. [12] Ces produits. peuvent étre d’origine végétale ou animale.
Parmi les substances d’origine animale, on cite la propolis des abeilles [54].

Des études précédentes ont démontré, que cette substance naturelitest essentiellement
composée des flavonoides qui lui donnewtla propriété pharmacologique: propriété

antibactérienne, propriété antivirale, propriété antioxydant et propriété antifongique [51].

L’objectif principal de notre étude est d’évaluer I’activité antibactérienne de la propolis
Algérienne provenant de la région de Kaous et de déterminer in-vitro, les concentrations
minimales inhibitrices (CMI) de I’extrait brut de cette propolis sur différentes souches

bactériennes isolées de difrents produits pathologiques.
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I-La propolis :

I-1- Définition :

La propelis est un produit a ne pas négliger car son importance comme matiére
primaire, croit de jour en jour. Elle se définit comme un ensemble de matiéres résineuses,
gomumeuses, balsamiques et aromatiques , qui existe depuis que l'abeille est apparue sur terre ,
elle est employée & la 17 fois par les égyptiens , puis par les anciens grecs qui avaient sans
doute constaté que certains races d'abeilles réduisaient I'entrée de la ruche avec une résine
végétale, pour défendre leur colonie et constitue une véritable barriére de défense située en
armiere de trou de vol destiné a contrdler l'arrivée d' éventuels ennemis d’ou le nom de la
propolis : pro, qui signifie : en avant et de polis : la ville , communauté ou cité .

En outre, ce produit utilisé par les abeilles & de nombreux fins :

-Pour calfeutrer les fissures de la ruche et assure son etanchuté a ’eau, fixer les cadres

et consolider les cellules [7, 10, 16, 24, 38].

- Pour construire des sortes de chicanes a l'entrée de la ruche, elles permettent de

barrer I'entrée aux rongeurs et en sphynx ~~ téte-de- mort ~ gros papillon amateur de

miel [24] .

- Pour vernir I'ensemble des surfaces a l'intérieur de la ruche a fin d'en supprimer les

aspérités [58].

-Pour réduire la largeur du trou de vol [7].

-Pour recouvrir d'une tres fine pellicule les nouveaux rayons ainsi que l'intérieur des

cellules avant que la reine devienne Y pondre, ce qui constitue une désinfection

efficace et pour donner la coloration et l'odeur de la cire [36, 7].

-Enfin, la propolis est utilisée pour recouvrir les animaux qui auraient pénétrés a

l'intérieur de la ruche et auraient été tués par les gardiennes. Comme elles n'ont pas la

force de les transporter a l'extérieur, elles choisissent de les embaumer pour éviter la

putréfaction des cadavres [7,24].

I-2-Origine :

L'origine de la propolis est complexe, elle peut étre soit d'origine externe ; la récolte sur
les bourgeons d'arbres : les bourgeons de bouleaux, ormes, aulnes, saules, chénes,
marronniers d'inde, frénes et les écorces des épicéas, des pins , des sapins, et plusieurs espéces
de peupliers, fournissent aux abeilles les meilleurs sources de propolis[11, 16]. Soit interne :
régurgitation des substances résineuses provenant des pollens [16].

Les différentes origines de la propolis expliquent sa grande variabilit¢é de couleur et
d'odeur ainsi que l'inconstante de son activité biologique [27, 36, 44].

1-3-L.a récolte:

I-3-1- Par I'apiculteur :

L'apiculteur pour qui la propolis représente souvent un géne dans son travail, se
contente de gratter les tétes de cadres, parfois il prend la peine de la recueillir mais cette
propolis de raclage n'est pas d'une qualité optimale , car elle contient de la cire , des particules
de bois et de métal de plus, elle peut étre assez vieille (trés sombre) et partiellement dégradée
Pour une récolte systématique, il est recommandé d'utiliser une grille a propolis, constituée
de nombreuses petites interstices que l'abeille va cherchera & combler cette grille est placée
sur la téte Des cadres souvent aprés la récolte. A ce moment la température sera diminuée et
la propolis sera abondante et nouvelle.

3]
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1-4- Propriétés biologiques:

I-4-1- Propriétés antibactériennes:

La propolis posséde une activité antibactériennes étudiée par Kil VAKIMA (1984) et

HAMBETON puis par vergé. Leur travail a démontré un résultat positif sur Bacillus subtillus,
Bacillus alvei, Bacillus prodigiosus et une grande sensibilité des staphylocoques blarncs et
dorés et des bacilles pyocyaniques. Au contraire il n'obtient pas d'action sur toute une série de
Salmonella, une série d'Escherichia et trois Proteus, mais les recherches les plus
intéressantes sur les antibiotiques de la propolis sont celles de deux Tchéques FEUCREIL et
KRAVS (1985). Ces auteurs ont montré l'activité des divers extraits de cette substance sur
plusieurs souches de bacilles de la tuberculose.
KARINOVA et RODIANOVA ont publi¢ en 1963 un travail effectué a l'institut de médecine
de I'état de Kazan sur l'effet de la propolis sur la tuberculose pulmonaire [16, 55],
généralement les bactéries Gram (+) sont les plus sensibles de la propolis que les bactéries
Gram (-) [3, 22, 23, 26].

I-4 -2- Propriétés antifongiques :

L'action de la propolis a été étudiée par LIZMART et TRUPL sur différentes levures.
Les résultats de cette étude montrent que la propolis exerce une nette inhibition sur le
développement de certaines levures ainsi que les moisissures (Pénicillium, Pericystis apis)
[13, 15, 40, 42].
Ces résultats étaient aussi vérifiés par DOBROWOLSKI et AL , qui ont observé son activité
fongicide essentiellement contre les dermathomycoses [20]. LILENBAUM et BARBOSA
observaient I'effet fongistatique et fongicide de la propolis surtout la susceptibilité des levures
a ce produit [37].

I-4 -3- Propriétés antivirales :

La propolis posséde une activité antivirale sur certaines espéces de virus pathogénes des
plantes comme par exemples le virus des mosaiques du concombre provenant de phytolacca
americana, virus des taches du tabac et celui de la nécrose du tabac provenant de Evoryms
europea qui semble étre le plus sensible [ 1, 2, 13, 40, 50, 53].

1-4 -4~ Propriétés antioxydantes :

L'activité antioxydante de la propolis liée & la concentration des flavonoides, dont ils
sont capables de détruire les antiradicaux qui a leur tour protégent les lipides et autres
substances comme la vitamine C [62].

i-4 -5 - Propriétés cicatrisantes :

La propolis posséde une propriété cicatrisante par un effet stimulant le métabolisme
cellulaire, la circulation et la formation du collagéne. Les processus de prolifération de
I'épithélium au sein du chancre de la peau briilée et une régénération active de plaie [11, 62].

I-4 -6 - Propriétés immunitaires :

La propolis démontre une trés grande activité immunitaire sur certains virus
(MONOLOVA et AL 1987). Récemment, les chercheurs Japonais ont démontré que les
extraits de la propolis sont responsables d'activation macrophagotique en activant les
répondes immunitaires qui commencent & produire les cytosines, les résultats montrent que
I'effet de la propolis empéche le développement des cellules tumorales [44, 62].
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i-4 -7 - Propriétés anticancéreuses :

L'extrait alcoolique de la propolis est capable de transformer (in vitro) les cellules
humaines de I'hépatite et de carcinome, et elle est capable de les inhiber (MASTSUONO,
1992), les substances isolées de la propolis qui ont cet effet cytotoxique sont la quercétine,
l'acide caféique et la clérodance dytherpénoique. Cette derniére montre une particuliére et
sélective toxicité sur les cellules des tumeurs [62, 43].

i-4 -8 - Propriétés anesthésiques :

La propolis avec ses composants est un treés puissant anesthésique, les études ont
démontré que cette résine est trois fois plus anesthésique que la cocaine et 52 fois plus
puissante que la procaine suivant les tests sur les comnées du lapin (RODE 1977,
GHISALBERTI 1979).

L'effet anesthésique est due a la pinocembrine, l'acide caféique aux composants des
esters de la propolis [16].

En outre, la propolis posséde d’autres propriétés biologiques:

Anti-tumorales, anti-germinatives, anti-inflammatoires, anti-protozoaires

[9, 11, 16, 26, 38, 40].

- § - Usages thérapeutiques :
La propolis est utilisée par les hommes avant tout par ses propriétés thérapeutiques, car
ses composants posseédent une grande variété biologique et pharmacologique [62].

I-5-1 - Les Affections respiratoires :
Dans le traitement des affections broncho-pulmonaires et de la sphére ORL , la propolis

a un vaste champ d'action , elle est un produit partiellement indiqué dans :

-Les affections respiratoires, notamment pour diminuer la fréquence et l'intensité des

crises d'asthme

- Les traitements classiques de la tuberculose

- Les traitements contre les bronchites chroniques

- Les affections oto- rhino- laryngologiques [11].

I-5-2- Les affections digestives touchant le foie :
Par son activité antivirale, la propolis donne également d'excellents résultats dans le
traitement de I'hépatite virale [11].

I-5-3- Les rhumatismes:
L'extrait de la propolis est doté de puissants effets anti-inflammatoires et analgésiques,
qui peuvent soulager l'arthrite rhumatoide.
- L'association propolis-cire prise par voie orale, donne également d'excellents résultats
dans tous les types d'arthroses, maladies génératives des articulations[11].

I-5-4- Les affections cardio-vasculaires:
- Les effets croisés de la propolis, gelée royale et de pollen sont particuliérement
bénéfiques contre I'hypercholestérolémie et la triglycéridémie.
- Un mélange a base de propolis, de pollen et de miel améliore le systéme antioxydant
du sang, rééquilibre le métabolisme lipidique et restaure 1'état neurologique général [11].
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I-5 -3- Les affections de la peau et la cicatrisation des plaies :

- Une pommade constituée d'un mélange de propolis, la cire et la gelée royale permet
d'atténuer la sécheresse de la peau, favorise la cicatrisation des fissures et empéche
l'épiderme de peler.

- Elle guérit les pyodermites profondes (infections cutanées avec formation de pus),
Les mycoses cutanées, les furonoculoses, ainsi que les escarres qui se développent chez
les personnes alitées durant de longues périodes.

- Dans le cas des diabétiques, chez qui la cicatrisation des plaies est compliquée par
ulcération chronique .La propolis est un remarquable "nettoyeur" aux vertus détersives,
elle stoppe la suppuration, permet la régénération tissulaire et l'apparition de nouveaux
vaisseaux, favorisant ainsi I'oxygénation des tissus et leur développement [11].

I-5— 6 - Les affections ophtaimiques :

Pour ce type d'affection, la propolis est également recommandée en raison de son réle
protecteur dii a l'action des flavonoides. Les fortes myopies, blépharites, kératites
microbiennes ou virales ainsi que les briillures et les traumatismes oculaires seront
efficacement combattus par I'onguent de propolis et solutions ophtalmiques a base de
propolis [11].

I-5-7 Les affections génito-urinaires :

* Chez Ia femme :

Les composés phénoliques trés actifs de la propolis sont particuliérement utiles pour
détruire les germes présentes dans certaines inflammations urinaires, et éliminer les cellules
mortes de la surface des muqueuses et les remplacer par les cellules saines.

-La propolis soulage également les symptdmes de la pyélonéphrite chronique , affection
inflammatoire d'origine bactérienne [11]. :

* Chez I'homme :
Dans le cas d'infection, d'inflammation, d'hypertropie bénigne ou dans I'adénome de la
prostate, la propolis donne des résultats étonnants ,grice a ses propriétés immunostimulantes,
anti-bactériennes, anti-inflammatoires, anesthésiques et régénératrices [11] .

I-5-8 Les affections gynécologiques et obstétriques :

- On utilise la propolis pour traiter les colpites (inflammation du vagin), les
endocervicites (inflammation de la muqueuse interne du col utérin), les pseudo érosions a
l'extrémité vaginale du col de l'utérus.

-La propolis est également une arme idéale contre 7richomonas vaginalis, un parasite
redoutable qui peut infecter la femme sexuellement mature {11, 6].

I-6 Autres utilisations de la propeolis :

On utilise la propolis pour cacheter les bouteilles , pour cirer le matériel apicole,
dans la fabrication des vernis pour linstruments de musique , c'est un excellent produit
antirouille. Elle est également utilisée pour la fabrication des produits cosmétologiques :
lotions pour la peau , créme de beauté, savons (savon au miel et la propolis 250 g - parfum
verneine) . Champoings , dentifrices, rouges a lévres, chewing-gums, et méme cremes solaires
[11, 24, 28, 40].
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30g de propolis dans100 ml de I'éthanol & 95°

|

Macération (07 jours)

|

Filtration avec du papier ou de couton (10 fois)

l

Evaporation

Extrait brut

Figure 4 : Protocole d'extraction des principes actifs de la propolis (Sforcin et al 1995) [52].
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Il - Les flavonoides :

Le monde animale est trés concerné par les flavonoides. On trouve par exemple de la
chrysine , la quercétine et de la galangine dans la propolis des abeilles. Ces insectes la
fabriquent a partir des secrétions des bourgeons de nombreux arbres, comme le bouleau,
l'auine, I'épicéa et le sapin, et la modifient par leur enzymes salivaires [54]. comme il y'a
aussi un autre origine des flavonoides qui est végétal ( racines , tiges , feuilles , bois , pollens,
nectar , écorce , graines ,fleurs et fruits ) [61].

Plusieurs chercheurs démontrés que l'activité thérapeutique ou antibactérienne de la
propolis dépend de la présence des flavonoides [30, 31].

Ii-1- Définition :

Les flavonoides (appelés par fois phénylchromones) sont des composés phénoliques
dont beaucoup sont des pigments responsables de la coloration de nombreuses fleurs, de
certaines fruits et parfois des feuilles.

L'élément commun de ces composés est d'étre rattachés a un noyau de base : phenyl -2-
chromane [8, 10, 46].

3!

Phényl - 2- Chromane :

Le terme de flavonoides pris dans son sens le plus large s'applique a des structures trés
diverses : '

<+ Phenyl -2- benzopyriliums (flaviliums) : anthocyanes

% Phenyl -2- chromones :- Flavonones et dihydroflavonols

- Flavones flavonols et leur diméres
< Phenyl -2- chromanes (flavanones) : - flavanes
- Flavan -3-ol, flavan -3,4-diols

%+ Chalcones : forme isoméres ouverts des flavationes

++ Benzylidéne -2-coumaranones : aurones [8, 10].

Certains auteurs appliquent indifféremment le terme de Flavonoide a tous. ces
composés. Si l'on peut effectivement -Compte tenu de I'homogénécité structurale patler de
flavonoide (lato sensu) pour ce vaste ensemble, nous préférons séparer ici pour tenir compte
de leur comportement et de leurs propriétés particuliéres. Les dérivés flavaniques des
anthocyanosides ¢t les isoflavonoides et conserver l'appellation de flavonoides  (stricto
sensu) pour les flavones, les flavonols, leurs dérivés- 2.3 —dihydrogénés, leur diméres, les
aurones et chalcones [8]. ’
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I1-2- Constitutions chimiques et classification: [8,61]

Ii-2-1 Genines ;
Les genines sont des dérivés poly hydroxylés méthoxylés ou méthylés de la chromone
ou benzo y pyrone.

On distingue :

i-2-1-1- fiavones, flavonols :

Chez ces molécules elles représentent la majorité des flavonoides stricto sensu connus
le cycle A est substitué par deux hydroxyles phénoliques en Cs et en Cs, 'un d'entre eux
peut étre engagé dans une liaison hétérosodique. Un troisiéme hydroxyle libre chez les
chalcones est a l'origine de I'autome d'oxygeéne du cycle pyranique des autres flavonoides et
de l'autome d'oxygeéne, et celui de cycle furanique des aurones.

Le cycle B est substitué dans la majorité des cas (80%)enCa4',4',5" - tri substitué ;
les substituants sont des groupes —OH ou —OCHj3
Exemple :

< Genine flavone :
¢ R=H apigénine
¢ R =0H lutéol

< Genine flavonol :

e R=H kaempférine
e R =0OH quercétol

1i-2-1-2- flavanones et dihydroflavonels:

Ces molécules sont caractérisées par l'absence de double liaison en 2.3 et la présence de
centres I'asymeétrie, chez les flavanones le carbone C, est normalement de configuration 28, et
pour les dihydroflavonols, si le Cs est substitué la configuration est habituellement (2R.3R).

Exemples:
< Genine flavanone.
e R=H naringétonine.
e R=0H eriodictyol.
% Genine dihydroflavonol:
e R=H dihydrokaempférine
¢ R=0H dihydroquercétol.

1i-2-1-3 - Biflavonoides:
Les flavonoides peuvent se lier les uns aux antres, en particulier par leurs carbones Cs ou
Cs, il se forme alors un dimere: un biflavonoide.
La liaison interflavonique peut étre de type carbone- carbone:
*¢ C3'_Cg’ Ex: amentoflavone.
&,

%  Cq_Cg’ Ex: agathisflavone.
s  Cg_Cg" Ex: cupressuflavone.

©,
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Ou de type carbone- oxygéne- carbone.
o Cs- 0-C4* Ex: hinokiflavone.

Hi-2-1-4- Chalcones- Aurones:

Les chalcones sont des isomeres des flavonones avec l'ouverture du cycle pyranique
sont caractérisées par la présence d'un chainon tricarboné, cétonique.
Les aurones sont des isoméres des flavonones & hétérocycle pentagonal (benzylidéne-2-
coumaranone).

Exemple:
% les chalcones:
e R=H isoliquiritigenine.
¢ R=0H buteine.
EX-2-2- les oses:

La partie osidique peut étre trés simple, réduite a un ose banal (D-glucose, D-galactose,
L-rhamnose et parfois le D-xylose, L-arabinose) ou oligosides:
X Disaccharidiques:
® Rutinose:a- thamnosyl-(1-6)- B- D- glucose.
° Sophorose: B - D - glucosyl-(1-2) - B- D- glucose
®  Néohesperidose: a- rhamnosyl- (1-2)-B, D-glucose

e Trisacchairdiques:linéaires (gentiotriose,sophorotriose)ou branchés
(glucosyl -2-néohesperidose)
Il n'est pas exceptionnel que la chalne sucrée soit acylée par acide aliphatique(acétique,
malonique...... ) ou aromatique(gallique, benzoique, 4coumarique...)

II-3- Biosynthése:

L'étape clé de la formation des flavonoides est la condensation catalysée par la
chalcone- synthase, de trois molécules de malonyl- COA avec un ester de coenzyme A et d'un
acide hydroxycinnamique, en régle générale le 4- coumaroyl- coenzyme A, le produit de la

réaction est une chalcone la 4, 2 ,4’, 6’ tétrahydroxychalcone.

Dans les conditions physiologiques normales, la chalcone tend a s'isomériser
spontanément en flavanone, en fait; la cyclisation de la chalcone est catalysée par une enzyme
la chalcone- isomérase, qui induit une fermeture stéréospécifique du cycle.

Une dioxygénase, la flavanone-3-hydroxylase a été isolée, catalysant I'hydroxylation en
Cs des flavanones, produisant des dérivés 2,3- dihydrogenés, c’est sur ces derniers qu’agit
ensuite la flavonol-synthase: cette dioxygénase fonctionne comme la précédente, en présence
de I’oxoglutarate, elle induit la double liaison entre les carbones C; et Cs.

Des enzymes trés proches ;les flavones-synthases I et II transforment les flavanones en
flavones par introduction comme précédemment d'une double liaison entre les carbones C, et
Cs.

La formation de la (ou des) liaisons hétérosidiques est sous la dépendance de
transférases également spécifiques quant au substrat et & la position d'nsylation:elle nécessite
la présence d'uridine diphospho- oses (UDP- oses) [8, 10, 25].
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Figure 5 : origine biosynthétique des flavonoides[8]
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[i-4- Propriétés biologiques:

Souvent présentés comme anti- inflammatoires. Ce qui est compatibles avec ce qui est
connu de leurs interactions (in vitro) avec les polynucléaires et les thrombocytes ou encore
avec le métabolisme de l'acide arachidonique.

Les flavonoides peuvent étre anti- allergiques, anti- thrombotiques hepatoprotecteurs,
Antispasmodiques sur ['iléon, hepocholesterolemiant, antibactériens, antiviraux, anti-

fongiques. Un petit nombre d'entre eux sont anti- concérogenes et inhibiteurs de la croissance
des cellules tumorales in vitro[10,59].

[I-5- Propriétés pharmacologiques:

Pendant de nombreuses années, les techniques d'analyses des flavonoides ont manqué de
sensibilité et de spécificité .Ce qui rendait impossible leur dosage dans les milieux
biologiques et mettait en doute leur absorption digestive , 'amélioration des techniques et le
marquage moléculaire ont permis de mieux connaitre le devenir des flavonoides dans
J'organisme.

Les flavonoides sont des composés a poids moléculaires élevé a 600 KD. L'absorption
digestive chez 'homme aprés administration orale est prouvée, elle est lente (5-9 heures) pour
certains dérivés —— (rutoside).

Les flavonoides sont dégradés a l'intérieur du foie et par la microflore intestinale en de
nombreux métabolites aglycones, ceux — ci étant conjugués au glucose, avant élimination.

La dégradation compléte passe par un dé hydroxylation et une rupture oxydative de
I'anneau benzyle et de I'hétérocycle [18]

-6-Toxicité des flavonoides :

La toxicit¢ des flavonoides est négligeable, toutes fois quelques dangers et
inconvénients ont été signalés:

En cas d'administration de quantités importantes, des précipitations au niveau du foie et
de rein ont été signalées, accompagnées d'induration et de réactions inflammatoires [60].

Des propriétés mutagénes ont été rapportées chez : Salmonella thyphimurium en
particulier pour le quercétol, le kaempférol et d'autre dérives hydroxylés en C; et
arthodihydroxylés sur le noyau B. qui agissent par décalage du code génétique ; certaines
dérivés substitués en S, 7 et 8 agissent par substitution de paires de bases d'ADN [10].
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II-Les bactéries

[E-1- Les bacilles Gram négatifs :
Iii-1-1- Les entérobactériaceae :

La famille des entérobactériaceae est constituée des germes bactériens qui sont rassemblés
en raison de leurs caractéres bactériologiques communs:

- Ce sont des bacilles Gram négatifs dont les dimensions varient de 1 4 6 um de long et
0,3 a1 um de large.

- Mobiles par une ciliature péritriche ou immobiles.

- Se développent en aéro- anaérobiose et sur gélose nutritive ordinaire.

- Acidifiant la gélose par voie fermentative avec souvent production de gaz.

- Ne possedent pas l'oxydase.

- Reéduisant les nitrates en nitrites [4].

Parmi les bactéries de cette famille, on peut citer:

3-1-1-1- Escherichia coli:

Isolée pour la premiere fois par ESCHERICHE en 1885, E.coli est I'espéce bactérienne
qui a ¢té la plus étudiée par les fondamentalistes pour des travaux de physiologie et de
génétique. Cette bactérie est connue depuis longtemps comme commensale du tube digestif
et pathogéne pour I'appareil urinaire [4].

o Habitat:
E.coli est une espece commensale de tube digestif de 'nomme et des animaux, présente
a raison de 107 & 10° corps bactérienne par gramme de selles [5]. La recherche d’E.coli dans
l'eau d'alimentation est faite pour apprécier sa potabilité; la présence d’E.coli dans l'eau est le
témoin d'une contamination fécale récente et le rend impropre a la consommation [4].

o Pouvoir pathogéne :
E.coli joue un r6le pathogéne dans les infections urinaires, infections des biliaires et
peut plus rarement étre responsable de méningites, septicémies graves chez les nourrissons.
On reconnait aujourd'hui 04 types de souches responsables de diarrhées:

a- Les souches entéropathogénes: (entéropathogenic E.coli) (E.P.E.C.):

Elles sont responsables de diarrhées infantiles graves ou toxicoses survenants par des
épidémies dans des créches ou des maternités. Ces souches encore appelées E.coli (GE.L)
(Gastro Entérites Infantiles). Ces Gastro Entérites provoquent des syndromes trés séveres
(fievre, diarrhée, vomissement, douleurs abdominales) [4].

b- Les souches entérotoxinogénes (enterotoxigenic E.coli) (E.T.E.C.):
Elles sont responsables de diarrhées trés liquides. Ces diarrhées s!observent
principalement chez les voyageurs [4].

-¢~ Les souches entéroinvasives: (entéroinvasive E .celi) (E.T.E.C.):

Elles sont isolées des syndromes dysentériques tant chez l'adulte que chez 'enfant, la
présence de leucocytes (G.B) dans les selles et le témoignage du processus invasif [4].
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d- Les souches entérohemorragiues (entérohemor{ragic E. coliy (E.H.E.C.):
Ces souches sont responsables de diarrhées aqueuses puis hémorragiques [4].

e Caractéres biochimiques [4, 32, 36]:
Les caracteres biochimiques d'F. coli sont représentés dans le tableau 1

Tableau 1 : Caractéres biochimiques d'E.coli

C.BIO. | Uré Ind Gla | Lac | Sacch | H,S | Gaz Mobi | Gela VP | Inos TDA LDC | ODC RM

Cit

E.col
i

TE-1-1-2- Klebsiella:
Klebsiella sont des entérobactériaceae toujours immobiles, possédent généralement une
capsule et fermentant de nombreux glucides [4].

e Habitat:
Les Klebsiella sont fréquemment isolées des eaux du sol et des végétaux. Elles sont
présentées dans la flore fécale de I'homme et sont souvent commensale de la peau, des
mugqueuses et des voies respiratoires {41

o Pouvoeir pathogeéne :
Klebsiella pneumoniae, de loin la plus souvent rencontrée, elle est isolée
principalement dans des broncho-pneumopathies aigues ou subaigués mais aussi dans des
infections urinaires, hepathobiliaires ou de pas divers [4].

o Caractéres biochimiques {4, 32, 36}:
Les carctéres biochimiques de K. Pneumoniae sont représentés dans le tableau 2

Tableau 2 : Caracteres biochimiques de K. Preumonia

C.Bio. | Uré | Ind Gl | Lac | Sacch | H,S | Gaz Cit Man l RM | VP | Gela | ODC | LDC | ADH | TDA

Kpne + - + + + - + + + - + - - + - -

ME-1-1-3- Proteus:

Ces groupes d'entérobactériaceae rassemblent des espéces qui ont en commun de
posséder des enzymes permettant la désamination oxydative des acides aminés en corps
cétoniques. Ceux-ci forment des complexes colorés avec les ions Fe"™ [4].

e Habitat :
Ce genre des entérobactériaceae est répondu dans l'environnement. On le trouve
partout, sur le sol dans les eaux de surface, dans les eaux d’égoiit etc. C'est un hote habituel de
tube digestif de 'hnomme et des animaux [4].
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e Pouveir pathogéne :
Bactéries responsables d'infection urinaire. Elles sont isolées de produits variés;
sécrétions trochéo-branchiques, brillure, pus divers. Des miningites & Proteus ont été décrites
chez les nourrissons.

Ces Proteus sont souvent présentés en grande quantité dans les selles en provoquant
des diarrhées [4].

e Caractéres biochimigues: {4, 32, 34]
Les caractéres biochimiques de Proteus sont représentés dans le tableau 3.

Tableau 3 : Caracteres biochimiques de Profeus.

C.BIO. Uré fmd HzS | Gaz Cit Mas. RM VP Géla | ODC LDC ADH

Proteus + - + + - + -+ - + + + +

Ii-1-1-4- Salmonella:

Le genre Salmonella est I'un des 32 genres de la famille des entérobactériaceae, il est
génétiquement proche des genres Escherichia et Hafnia et phénotypiquement proche des
genres Citrobacter et Hafnia.

Les Salmonelles sont des bactéries pathogénes soit exclusivement pour 'homme comme:
Salmonella typhi ou exclusivement pour l'animal comme: Salmonella ovis, Salmonella suis,
Salmonella pullorrum, Salmonella aquinus, Salmonella abortus, soit le plus souvent pour
I'homme et I'animal [S].

o Habitat

Le réservoir de Salmonella est trés large sont avant tout des parasites du tube digestif de
I'homme et des amimaux aprés la maladie, certaines sujets restent des porteurs sains et
éliminent pendant plusieurs mois, des salmonelles sont trouvées dans le milieu extérieur, dans
les eaux d’égolt en particulier. Les salmonelles sont aussi fréquemment retrouvées dans les
farines de poisson ou poudre d'os utilisées pour l'alimentation des animaux [5].

o Pouveir pathogéne:
Les Salmonelloses peuvent revétir trois aspects:

1-Formes septicémigques:
Ce sont d'abord les fiévres typhoides et paratyphoides dues aux sérotypes Salmonella
typhi, Salmonella paratyphi A, B ou C chez le nouveau — né et le jeune enfant.

2-Formes purement digestives :

Les toxi-infections alimentaires a Salmonella se manifestant par des diarrhées des
vomissements et de la fiévre. Les premiers signes surviennent 8 & 10 heures aprés l'ingestion
de I'aliment contaminé.

3-Formes extra digestives:

Elles sont plus rares, infections miningites ostéoarticulaires urinaires pulmonaires. Ces
formes surviennent plus volontaires chez des malades immunodéprimés [4, 5].
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e Caractéres biochimigues [4, 32, 36]:
Les caractéres biochimiques de Salmonella sont représentés dans le tableaud

Tableau 4 : Caracteres biochimiques de Salmonella.

C. bio. Uré | Ind | RM | VP | Man | Gaz | HoS | Glu | Lac | Saech | Gela | TDA | ODC | LDC

Salmonella - - + - + + + + - - -

¥ii-1-2- Les Pseudomonadaceae;

% Pseudomonas :
Ce sont des bacilles Gram négatifs aérobies stricts mobiles par une ciliature polaire,

rarement immobiles, non sporulés. Ils donnent des colorations bleu ou jaune verdatre
lors d'une culture sur gélose. Ce sont des bactéries chimio-organotrophes avec un
métabolisme strictement respiratoire. '

Généralement l'espéce pathogéne pour l'homme est P. aérugénosa [4].

o Habitat:
Ces bactéries essentiellement répondues dans la nature; Saprophytes de 1'eau,
du sol humide, ou sur les végétaux. Comme ils peuvent vivre en commensaux du tube
digestif de 'homme et divers animaux [4, 5, 48].

\

® Pouveir pathogéne:
Dans le genre pseudomonas 'espéce Pseudomonas aérugénosa ou bacille

Pyocyanique est la premiére qui intéresse la santé publique.

Ce germe est bien connu en milieu hospitalier pour son pouvoir pathogéne opportuniste:
infections O.R.L., plaies, brilures, nosocomiales pulmonaires, urinaires, septicémiques,
méningdes, ostéoarticulaires [4, 35].

e Caractéres biochimiques {4, 32, 36]:
Les caractéres biochimiques de Pseudomonas aerugénosa sont représentés dans le

tableau 5
Tableau 5 : Caractéres biochimiques de P.aerugénosa

C. bie. . Uré Ind { RM | YP | H;S | Glu | Lac | Sacch | Cit | Lécit | ADB | Gela | ODC | LDC | Oxy

P.aérugdunosa - - - + - + - + + + +

1H-2- Les Coeci Gram positifs :

1{-2-1- Staphylocoques :

Les staphylocogues ont été découverts dans un pus par PASTEUR en 1880. En 1883,
OGSTON a crié le nom « staphylocoque » pour décrire ces graines groupés en amas
irréguliers a la facon d’un grappe de raisin (staphylos) et en 1884, ROSEMBAH 4 scinde le
genre staphylococcus en deux groupes selon que les color -~ #-7~=* L1=~ban ~ qorés aprés
qu’il a obtenus des cultures pures de ces bactéries [4].
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o Habitat :

Staphylocogue est un germe ubiquitaire retrouvé dans le sol, I’air et ’eau . C’est un
commensal de la peau et des muqueuses de 1‘homme, ou le trouve a 1’état normal dans
l'oropharynx, dans les selles. Un tiers des individus et porteurs de S. aureus au niveau de leurs
fosses nasales [5].

o Pouvoir pathogéne:

A - Staphylococcus anurens:
Les manifestations pathologiques dues a S. aureus sont nombreuses, elles sont trés

suppuratives et necroniques.

1 - Les suppurations localisées :
Elles peuvent étre des infections cutanées (furonde, abcés, panaris, anthrax, impétigo,
infection ORL divers, staphylococcie maligne de la face.

Les infections des séreuses (arthrite, pleurésie, péritonite), les infections osseuses
(ostéomyélite), les infections viscérales (abcés du poumon, abeés du cerveau).

2 -Septicémies et les endocardites :
L’incidence des endocardites & S. auwreus c’est accru avec les prothéses valvulaires
intracardiaques, les septicémies sont caractérisées par la fréquence des métastases par
emboles septiques. Malgré I’antibiogramme, la mortalité reste élevée.

3 - Les manifestations digestives :

Les toxi-infections alimentaires survenant deux a six heurs aprés I'ingestion d’un
aliment contaminé contenant l’enterotoxine  staphylococcique thermostable. Elles sont
caractérises par des vomissements incoercibles chez un maladie sans fiévre.

Les enrterocolites  staphylococciques consécutives & un traitement antibiotique
(tétracyclines).

4 - Le syndrome de choc -toxique :
Ce syndrome associe une fiévre avec eruption scarlatinifore, hypotension et atteinte
cérébrale, rénale, hépatique et musculaire [5].

B - Staphylococcus épidersnis :
Les infection a S.epidermis se développent dans des circonstances
particuliéres:affection sous —jacente, intervention chirurgical difficile, présence de prothése
cardiaque, valve de dérivation du liquide céphalorachidien chez les hydrocéphales [5].

o Caractéres biochimiques [4, 32}:
Les caractéres biochimiques des.S.aureus et S.épidermis sont représentés dans

le tableau 6.

Tableau 6 : Caractéres biochimiques de S.aureus et S. épidermis

C. bio. Uré Glu Lac VP Man Sacch ADH Nit RM
S. auress. d + + + + + - +
8. epidermis. a + - - - + - . +
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[0E-2-2 —Streptocoques:

Le genre Strepiococcus rassemble des espéces bactériennes qui ont en commun un
certain nombre de caractéres. Ce sont des Cocci Gram positifs sphériques ou ovoides
disposés en paire pour former Des diplocoques et pouvant se présenter sous forme de
chainettes Par fois longues. Ils ne sporulent pas [4].

M-2-2-A~ Streptocogues pathogénes :
o Habitat
Les strepiocoques pathogénes sont ubiquitaires et plus fragiles, vivent a I’état commensal
au nmveau des téguments ou des muqueuses de I’homme (pharynx, nez, intestin, voies
génitales) ou des animaux (mamelle des bovidés)[4]

o Pouvoir pathogéne
Chez 'homme, elles sont responsables de septicémies, dermites, néphrites, érysipéle,
scarlatine, méningites, infections urinaires et génitales, endocardites, pharyngites, et
suppurations diverses.
Pour les animaux, elles sont responsables de mammites chez les bovidés [32].

I¥-2-2-B- streptocoques fécaux :
C’est un groupe de bactéries ayant la propriété commune de posséder I’antigéne
sérologique D (classification de LANCEFIELD).

Certains sont spécifiques de ‘intestin de I’homme et / ou d’autres mammiféres, alors que
d’autres ont des habitats divers et quelques uns sont ubiquitaires. Le groupe des
streptocoques fécaux est en réalise composé de streptocogues d’entérocoques [19]. Ils ont une
tres bonne résistance dans le milieu extra -intestinal [63] .

Caracteéres biochimiques des streptocoques : [4, 32, 36].
Les caractéres biochimiques des streptocoques sont représentés dans le Tableau 7

Tableaw 7 : Caracteres biochimiques des sireptocoques

C-bio Cat Oxy Nit Géla Lac Glu Raff Sacch

Streptocoques
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I - Matériels et méthodes

Des études précédentes ont démontré que I’extrait brut de la propolis répond a une
activité anti-bactérienne trés vaste.

L’Objectif principal de notre étude est d’approfondir cette étude et de déterminer les
concentrations minimales inhibitrices de cet extrait. Pour cela on a testé in vitro différentes
souches bactériennes provenant de différents produits pathologiques, notre travail a été
Reéaliser au niveau de laboratoire de microbiologie de I’'université de Jijel.

I-1- Matériels :
% Matériel bactériologique :
Notre travail a porté sur 1’étude de 20 souches bactériennes
v 5 souches d’E.coli ; 2 souches isolées des urines ont été obtenus de
I’hopital de Jijel (non identifiées) , 2 souches fournies au laboratoire de
microbiologie de I'université¢ de Jijel a partir de foie de volailles et une
souche de référence d’E. coli ATCC 25922, provenant de l’institut
pasteur d’ Alger.
v 3 souches de Staphylocoques : S, est une S.épidermis,S, et S3 sont des
S.aureus isolées de pus et de prélevement vaginal au
niveau de I’hdpital de Jijel
v' 5 souches de Streptocoques: isolées de ’eau, et de mamelle des
bovidés fournies au niveau de I’laboratoire de microbiologie de
I"Université de Jijel.
v" 2 souches de Klebsiella : isolées de sperme obtenues de ’hdpital de
Jijel.
v Une souche de Profeus : isolée des selles au niveau de ’hdpital de Jijel.
v" 3 souches de Salmonella : fournies a ’laboratoire de microbiologie de
I"Université de Jijel a partir des différents. Organes des volailles.
v Une souche de Pseudomonas aérugénosa ATCC 27853,
Provenant de I’institut pasteur d’Alger.
Les deux souches non identifiées qui ont été isolées au niveau de laboratoire de
microbiologie de I’hdpital de Jijel, on a fait des différentes testes pour les Identifier .Les autre
souches ont été fournies déja identifier.

< L’extrait de la propolis:
Notre travail a porté sur ’étude de activité antibactérienne de I’extrait brut de la
propolis provenant de la région de kaous.
Nous avons utilisé de propolis dont I'extraction a été réalisée
au niveau du laboratoire de recherche de phytopharmacologie de faculté de science de
I'université de Jijel.

< Milieux de culture :
On a utilisé de nombreux milieux :

v' Gélose nutritif

v" Gélose Hektoen

v" Gélose Chapman

v’ Gélose Muller-Hinton : pour tester I’activité anti-bactérienne de 1’extrait
éthanolique de la propolis sur les souches bactériennes utilisées -

v" Eau physiologique : pour la préparation de I'inoculum

v" Bouillon nutritif : pour la revivification des souches

v’ Milieu mannitol mobilité
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I -2~ Méthodes :
I-2-1 Méthode de I'étude bactériologique :

§-2-1-1 Purification des souches bactériennes :
Les souches sont isolées sur différents milieux spécifiques
v" Les entérobactéries (E. coli, salmonella, klebsiella,
Proteus) : sur le gélose Hektoen.
V' Streptococcus, pseudomonas : sur gélose nutritif,
v’ Staphylococcus - sur gélose Chapman.
On les incube & 37° ¢ pendant 24h.

1-2-1-2- Identification des souches utilisées :[21,28,29]
On définit les deux souches d'E.coli au niveau de laboratoire de microbiologie de
faculté de science de l'université de Jijel.

f-2-1-2-1-Identification morphologique :
L’¢étude morphologique des bactéries a été basée sur la préparation d’un frottis coloré
selon la méthode de coloration de Gram :

-Coloration de Gram: E"/SJ
e But:
Cette coloration permet de déterminer le mode de regroupement,la morphologie
et l'affinité tinctoriale des bactéries.

¢ Principe .

La coloration de Gram dépend de la structure particuliére de la paroi cellulaire de
chacun des deux groupes des bactéries:

Les bactéries a Gram négatif ont une paroi composée dune couche
peptidoglycane peu épaisse, surmontée d'une couche trés riche en lipides. Alors que les
bactéries & Gram positif possedent uniquement une couche de peptidoglycane.

Les colorants (violet de gentiane et lugol ) pénétrent dans les deux types des
cellules en formant des complexes qui peuvent étre solubilisés par I'alcool.

Chez les bactéries a Gram négatif, ces complexes formés par le violet de gentiane sont alors
perdus, donc les cellules décolorées deviennent accessibles et absorbent la fuschine qui les
recolore en rose.

Par contre la paroi des bactéries & Gram positif garde leur coloration initiale violette.

o  Technique:
On a déposé une goutte de I’eau physiologique stérile sur une lame.
On a prélevé une goutte de la suspension bactérienne puis on la étalé sur lame.
On a laissé sécher en flambant léger ment jusqu’au séchage.
La lame est recouvrir de solution de violet de gentiane
On a laissé agir une minute ( rincer par ’eau ).
On a gjouté lugol et on a laissé agir pendant une minute ( rincer par 1’eau).
Décoloration de 1’étalement bactérien par ’alcool pendent 30 secondes (rincer
par ’eau).

v" Coloration de la préparation par la Fushine dilué, on a laissé agir pendant une
minute (rincer par ’eau).

v’ Séchage et observation a 1’objectif X100

AL
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e Technique :
On a ensemencé le milieu par piqiire centrale du culot au fil droit, suivit
~ par des stries superficielles sur la pente, puis incubé 4 37°C pendant 24 H .

e [ecture:
v" A prés I'incubation; si le glucose est fermenté, le culot vire au jaune.
v" La production du gaz est traduite par la formation des bulles du gaz dans la
masse du milieu et contre les parois.
v Sile lactose est fermenté, la pente vire au jaune.
v" Siles peptones et les acides animés sont dégradés la pente vire au rouge.
v Production des sulfures d’hydrogéne (HS) aux dépens des acides aminés &
radicale.
v' La présence d’hyposulfite de sodium et du sulfate ferreux ammoniacal
entraine la formation de sulfure de fer qui est un composé de couleur noir.

1-2-3-2-2-2- Etude du métabolisme d’acide organique :
- Utilisation du citrate de simmons :
e But:
Le milieu citrate de simmons permet la recherche du citrate.

e Principe .

Certaines bactéries sont capables d’étuliser 1’ion citrique comme unique
source de carbone. De telles bactéries sont aptes a cuitiver sur des milieux
synthétiques dont la seule source de carbone est constituée par citrate de sodium.
Cette croissance peut s’accompagne d’une libération d’ammoniaque d'ou, le plus
souvent, alcalinisation du milieu qui se traduit par le virage au bleu de I’indicateur
( bleu de bromothymol).

e Technique:
On a ensemencé le milieu en surface par des stries longitudinales, et
incubé a 37°C perdant 24H .

s Lecture:
> Citrate (+ : culture abondante avec bleuissement du milieu
> Citrate ¢ : ni culture, ni bleuissement.

1-2-1-2-2-3- Métabolisme protéique :
A — Recherche d’uréase :
o But:
Ce test permet de déterminer les germes qui utilisent I'urée comme
sources d’énergie (la présence d’urease). '

e Principe :

Certaines bactéries possédent une uréase trés active transforment 'urée
en ammoniac, et en carbonate d’ammonium.
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NH,
Cco ¥ +H;0  eee—p NH; +COOH -NH,
N
N,
CO, + NH3

C0O2 + 2NH, + H,0 ....__> CO;3 (NH4)2.

Cette réaction se traduit par une alcalinisation du milieu décelable par un indicateur
color¢.

e Technique :
On a fait une culture sur milieu urée indole puis on a incubé a 37°C pendant
24 H.

e Lecture:

v" Le virage de I’indicateur de pH au rouge violacée prouve la dégradation de
’ammoniac et production de carbonate d’ammonium qui induisent I’alcalinisation
du milieu, uréase (+).

v Pas de changement de teinte, uréase (-).

B- Recherche d’indole :
e But:
Pour déterminer si un microorganisme est capable de dégrader du
tryptophane et produise I’indole .

e Principe :
Certaines bactéries désaminent et hydrolysent le tryptophane.

NH;

l -CH, ACfH-COOH 2H\_/ -CH,-CH,-COOH

| ‘ NH, > + CH;-CO-COOH
NH

|  NH

Tryptophane
¢H20 U
—_>
NH
Indole
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e 'Technique :
On a ensemencé le milieu d’eau peptone exempte d’indole & partir d’une
suspension bactérienne, puis incubé & 37°c pendant 24",

e Lecture:
» L’indole en présence du réactif d’erlich-kovacs donne un anneau rouge
au milieu acide : indole (4.
» L’apparition d’un anneau jaune ou brunétre : indole ),

C - Dégradation des acides aminés :
o But:

Certaines espéces microbiennes possedent des enzymes capables de
dégrader certains ammino- acides.

C-1- Recherche de la lysine décarboxylase (LDC) :
¢ Principe
Certaines bactéries possédent une décarboxylase qui agit sur un acide
aminé particulier, la lysine en produisant la cadaverine.

COOH
| LDC
NH;-(CHz) 4 ~CH —— P NH;-(CH,)s — NH,
] CO,
NH>
L - Lysine cadaverine

e Technique:
Le milieu de moeller enrichi de lysine est ensemencé par la culture et incubé a
37°C pendant 24H

e Lecture:
» La coloration violette due & [’interaction entre la cadaverine et le

ninhydrine : LDC (+)
» Le virage de la couleur vers le jaune est traduit par I’absence de LDC.

C-2- Recherche d’ornithine décarboxylase (ODC):
e Principe:
La dégradation de I’ornithine conduit au putrecsine et libération deCOx.

COOH
! ODC NH, - (CHy)s —NH
NHZ‘(CHz) 3_CH -—-——v 2 2)4 2.
!
Ornithi CcoO utrecsine
rnithine NH, 0, p
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e Technique:
Le milieu de moeller enrichi de ’omithine est ensemencé par la culture et
incubé a37°C pendant 24H.

e Lecture:
> La coloration violette due a la rection de la putrescine avec la ninhydrine :
ODC (+).
» L’absence de ’'ODC se traduit par le virage de la couleur au jaune.

C-3- Recherche de I’Argenine dehydrolase (ADH):
¢ Principe:
L’Argenine est décarboxylée en Agmatine, puis hydrolysée en putrecsine .

CH
|
NH= CNH,-NH-(CHy);-NH,-COOH ____y, NH, —(CHy)4-NHz
Argenine H,0 2CO, Putrecsine

o Technique:
Le milieu Muller enrichi de 1'Argenine est ensemencé par une culture fraiche
et incubé a 37°C pendant 24H.

e Lecture:
La présence d'un ADH traduit par I'Apparition d'une couleur Violette.

§-2-1-2-2-4- Recherche de nitrate réductase :

e But:
Recherche de nitrate réductase

e Principe:
Certaines bactéries peuvent réduire les nitrates NO3
en nitrites NO,_ Gréce & des enzymes.
-Si la réaction est négative :
X Soit les nitrates ont d'abord été réduits en nitrites NO,, mais la réduction est peut
suivre jusqu'au stade NO, ou NH; .
Soit les nitrates n'ont pas été réduits et se trouve donc un bouillon nitrate .dans ce
dernier cas en réduit chimiquement par de la poudre de zinc, les nitrates en nitrites.

e Technique :
On a ensemencé le bouillon nitrate par une suspension bactérienne et incubé a
37°C pendant 24 H.

e Lecture:
On a ajouté quelques gouttes de nitrate réductase I (acide sulfanilique) et

quelques gouttes de nitrate réductase II (alpha —naphty —lamine).
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Si le milieu devient rose ou rouge : nitrate réductase (+).

St le milieu reste incolore, ajouter une pincée de zinc.

Si une teinte rose ou rouge apparait, les nitrate n'ont pas été réduits par les bactéries :
nitrate réductase (-).

€ Si le milieu reste incolore les nitrates ont été réduits au de la du stade nitrite : les

bactéries sont nitrate réductase (+) .

[-2-2 Séparation des flavonoides constituants la propolis :

La séparation des produits flavoniques aux quels on attribut des propriétés biologiques
de la propolis & été essentiellement réalis¢é par des méthodes chromatographiques :
chromatographie sur papier et chromatographie sur couche mince.

Dans notre étude on a choisie la méthode de CCM pour séparer les différents
constituants chimiques de I'extrait éthanolique de la propolis (EEP).

% Chromatographie sur couche mince (CCM):

C'est une chromatographie liquide —solide, qui correspond & une suite de transfert dans
la quelle l'une des phase est fixe, l'autre est mobile.

La phase liquide dite mobile constituée de I'éthanol 95% -eau distillée (45/55) (v/v). La
phase solide est dite stationnaire (support) constituée d'une plaque de gel de silice, on I'obtient
a partir de silicates de sodium ou potassium, aux quels on ajoute un acide. Le silice peut
former des liaisons hydrogénes entre les hydroxyles rattachés au squelette.

Les taches des différents constituants sont révélées sous une lumiére UV (lumiere de
Wood 365 nm). Cette méthode permet de déterminer la couleur des taches et de mesurer le
rapport frontal (RF) des différents composés existants dans I'extrait éthanolique de la propolis
(EEP) .

» Relation fluorescence —structure:

L'examen lumiére ultraviolette est certainement proceéde le plus utilisé pour la
détermination de la structure. En dehors des isoflavonones pratiquement tous les autres
composés de la famille des flavonoides apparaissent en U.V sous forme de spots colorés dont
certains sont fluorescents. La relation structure — fluorescence est résumée dans le tableau 8
[39, 41, 56].
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Tableau : 08 : Relation structure. Fluorescence -[56]

Spot coloré Types des flavonoides

Flavonols 5-6-7 tri -OH libre.

Nor Flavonols 5-7-8 tri -OH libre

Brun —noir 3- OH absent ou 3-OH substitué

Flavones 5-OH et 4'-OH.

Flavones 3-OR et 5-OH; 4'-OH

Violet Flavones — ou 8-OH

Chalcones, isoflavones, dihydroflavonols, flavanones

Bleu Clair Flavones sans 5-OH libre
(fluorescent) Flavonols sans 5-OH libre avec 3-OH substitué

Jaune terne : jaune

, Flavones 3-OH libre avec ou sans 5-OH libre.
Fluorescente orangée

Jaune vert brillant 5-OH libre ou 5-OH substitué

Flavones avec 3-OH libre.

Jaune fluorescent
Aurones, Chalcones, flavanones.

Jaune pale Dihydroflavonols .

e Relation RF- structure
11 a été établis par BATE-SMITH et WESTALL qu'en utilisant une CCM La valeur du

RF dans un solvant lipophile diminue quand augmente le nombre d'hydroxyles libres de la
molécule la valeur RF est définie comme suit :

_ distance entre 1'origine et la tache du produit

" distance entre I origine et le front du solvant

La mobilité¢ d'un composé dans un solvant particulier est référée a sa valeur de RF dans
ce solvant. La comparaison des valeurs de RF du composé flavonique inconnu avec ceux de
produits standard, donne une information préliminaire sur la structure du flavonoide-[56].
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I-2-3-2 : Préparation du milieu de culture :
On a coulé la gélose Muller —Hinton en boites de pétri sur une épaisseur de 4mm et on a
laissé refroidir.

[-2-3-3 : Préparation de I'inoculum :

A partir des souches pures a étudier (Salmonella, Esherichia, Staphylococcus,
Streptococcus, Pseudomonas, Proteus, klebsiella). On a prélevé une ose de culture et on la
trempé dans un tube contenant 1 ml de I'eau physiologique stérile.

A l'aide d'un fil droit, on a prélevé une ose a partir de tube a 1 ml de I'eau physiologique,
puis on la dilué¢ dans 5 m! de I'eau physiologique stérile et on a homogénéisé la suspension
bactérienne, son opacité doit étre équivalente a 0.5 Mc Farland ou a une DO de 0.08 2 0.10
lue a 625 nm [49].

1-2-3-4 : Ensemencement par inondation :

On a inondé la surface de la gélose par la suspension bactériennes de fagon & recouvrir
cette derniére avec des mouvements de rotation dans les deux axes par la main .A l'aide d'une
pipette pasteur , on a aspiré le surplus , puis on a séché pendant 15 minutes a 37°C.

1-2-3-5- Test de I'antibiogramme : méthode de diffusion en gélose (méthode des puits ).
% Confection des puits : [ 64

On a réalisé 7 puits dans chaque boite déja ensemencée et séchée, puis on a déposé 2
gouttes de la gélose stérile au fond de chaque puit pour boucher la base de ce dernier.

A partir de chaque dilution on a pris 50 pl et on I'a déposé dans chaque puit
correspondant.

Il est important d'observer une prédiffusion de l'extrait de 30 minute & température
ambiante avant de porter les boites a I'étuve , en suite on a incubé
4 37°C. pendant 24 H.
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Ii-2- Séparation des flavonoides par la CCM:

La chromatographie a permis de séparer plusieurs produits flavoniques. Les valeurs des
RF et la fluorescence des 3 dilutions 6.4 mg/ml, 3.2 mg/ml , 1.6 mg/ml sont représentés dans
le tableau <j4 (les RF et la fluorescence sont les mémes pour les trois dilutions ).

Tableau 41 : Résultats de la chromatographie sur couche mince de L'EEP

Fluorescence RF

Jaune terne 0.23
Violet 0.25
Violet 0.30
Jaune pale 0.35
Violet 0.40
Violet 0.45
Brun noir 0.48
Bleu clair 0.56
Bleu clair 0.79

On a remarqué que la propolis testée présente 9 taches différentes de couleur : jaune
terne, jaune pale, violet, brun noir, bleu clair avec des RF différentes.
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Discussion:
1-Séparation des flavencides constituants la propolis par la CCM:
Selon VOIRIN.B (1970) [56] nous pouvons dire que:

- Une couleur jaune terne avec un RF de 0,23 est en faveur dune structure flavone
(flavones 3- OH libre avec ou sans 5- OH libre).

- Une couleur violette avec des RF de : 0,27. 0,30. 0,40. 0,45 nous oriente vers une
structure flavone, chalcone, isoflavone, dihydroflavonol, ou flavanone.

- Une valeur de RF de 0,35 avec une fluorescence jaune pale fraduit une structure
dihydroflavonol.

- Un RF de 0,48 avec une couleur Brun- noir peut correspondre & une structure flavonol (3-
OH absent ou 3- OH substitué).

- Une fluorescence bleu- clair avec des RF de 0,56. 0,79 est en faveur d'une structure
flavone ou flavonol.

Ces résultats confirment que la propolis étudiée est trés riche en flavonoides. L'apparition de 4
taches de couleur violette avec des valeurs de RF différentes, nous oriente que cette propolis
contient beaucoup plus de composés flavonoliques de nature flavone, Chalcone, isoflavone,
dihydroflavonol, flavanone, en plus des flavonols.

2- Evaluation de I'activité antibactérienne de I'extrait éthanolique de la propolis (EEP):

Dans le cadre de I'étude de I'activité a antibactérienne de l'extrait éthanolique de la propolis
in vitro vis-a- vis des différentes souches bactériennes, et selon le test de sensibilité par diffusion
en gélose (Méthode des puits), nos résultats montrent que les valeurs des CMI varient entre 0,1 et
1,6 mg/ml.

Pour les souches Gram(+): '
-la CMI la plus importante pour les souches de Staphylocoques est de 0,1 mg/mli obtenue avec
la souche 1 qui est la plus sensible a I'EEP, son diamétre de la zone d'inhibition le plus
important est de 30 mm.
-Les 5 souches de streptocoques présentent une CMI égale a 0,8 mg/ml et
un diameétre plus important de la zone d'inhibition de 26 mm pour la souche 3.

Pour les souches Gram(-):
-La CMI la plus importante pour les souches des salmonelles est 0,8 mg/ml est obtenue avec la

souche 3, et un diamétre plus important de la zone d'inhibition de 16mm pour les souches
let2

-La CMI la plus importante pour les souches d’E. coli est 0,2 mg/ml obtenue avec la souche 5
et un diamétre plus important de la zone d'inhibition de 20 mm pour la souche 3, par contre la

46



Discussion Etude expérimentale

souche 2 est moins sensible a I’EEP, présente une CMI égale a 1,6 mg/ml, avec un diamétre de
la zone d'inhibition de 11 mm obtenue avec la dilution 3,2mg/ml .

- Pour les souches de Kiebsiella, Ja CMI la plus basse (0,2 mg/ml) est obtenue avec 1a souche 1
et un diamétre plus important de la zone d'inhibition de 16 mm pour les deux souches testées.
-Les souches de Proteus et Pseudomonas aerugenosa ATCC 27853 présentent une CMI égale
a 1,6 mg/ml avec respectivement un diameétre de la zone d'inhibition de 14 mm et de 17 mm.

Nous constatons que les diamétres des zones d'inhibition pour toutes les souches testées
sont mversement proportionnelle 4 la dilution utilisée, et les bactéries Gram positifs sont plus
sensibles a la propolis que les bactéries Gram négatifs.

La croissance des bactéries Gram positifs est inhibée par les concentrations les plus basses
(0,1mg/ml), tandis que la croissance des bactéries Gram négatifs est inhibée par les

concentrations les plus élevées (1,6mg/ml), a I'exception de la souche 1 de Klebsiella et la
souche 5 d'E.coli.

Nos résultats concorde avec ceux obtenus avec d'autres chercheurs qui ont travaillé sur la
propolis Brazilienne, et la propolis de la région d'Amaicha del valle de 1'Argentine.
Effectivement, cette demiére était active seulement contre les bactéries Gram positifs et aucune
activité contre les bactéries Gram négatifs, dont la CMI la plus importante est de 0,02 mg/ml
pour Staphylococcus aureus, 0,07 mg/ml pour Sireptococcus agalactiae, 0,1 mg/ml pour
Streptococcus pyogens et 0,2 mg/ml pour Enterococcus faecalis [45].

Drautre part, Ia propolis Brazilienne présente aussi une grande activité vis-a-vis des
bactéries Gram positifs, et une activité limitée contre les bacténies Gram négatifs, dont la CMI
la plus basse pour Staphylococcus aureus est de 0,4 mg/ml, pour Pseudomonas aerugenosa est
de 5,7 mg/ml et pour E.coli et Salmonella typhymurium est de 8 mg/ml [51].

Ces résultats sont aussi en accord avec ceux de GRANGE et DAVEY (1990) [26],
DOBRWOLSKY et AL (1991) [20] et WOISKY et AL (1994) [57] qui ont obtenues des
résultats similaires soutenant I'hypothése que la propolis est active essentiellement contre les
bactéries Gram positifs.

A partir des résultats obtenus dans notre travail ainsi que les résultats d'autres auteurs [S1],
[45] on a remarqué que les trois propolis Algérienne, Brazilienne et d'Amaicha del valle
possédent une activité antibactérienne. La propolis d'Amaicha del valle de 'Argentine est la
plus active , elle a les CMI les plus basse (0,02mg/ml , 0,07 mg/ml), suivie par la propolis
Algérienne dont la CMI la plus basse est égale a 0,1 mg/ml, puis la propolis Brazilienne
active avec des concentrations plus hautes (CMI= 0,4 - 8 mg/ml).

Ces constatations sont en faveur de la conclusion de NIEVA MORENO et AL [45], qui

confirment que les propriétés biologiques de la propolis sont différentes selon leur origine
phytogéographique.
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Conclusion

Conclusion :

La propolis est un des produits majeurs de la ruche qui a été employé dans

I’apithérapie pour beaucoup d’années.

Les résultats du test de sensibilité des différentes dilutions de I’extrait éthanolique de
la propolis testée sur 20 souches bactérienne (Escherichia, Salmonella, Klebsiella, Proteus,
Staphylococcus, Streptococcus, Pseudomonas) révélent que les bactéries Gram positifs sont
plus sensibles a la propolis que les bactéries Gram négatifs. Les valeurs de la CMI varient
entre 0,1 et 1,6 mg/ml. La croissance des bactéries Gram (+) est inhibée par les CMI les plus
‘basses, par contre la croissance des bactéries Gram (-) est inhibée par les concentrations les

plus hautes .

Nos résultats obtenus a partir de la chromatographie sur couche mince montrent que
I’activité antibactérienne de la propolis est due & sa richesse en flavonoides . Ces derniers sont

considérés comme étant les principes actifs de la propolis.

Les résultats obtenus dans notre travail ne sont que des résultats préliminaires, il faut
les approfondir pour une éventuelle utilisation de la propolis dans un cadre expérimental in-

vivo.,
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Les réactifs

1-Violet de gentiane (pour la coloration de Gram)

% Violetdegentiane ... g
@ Alcoold90° ..., 10ml
S Phénol ... . 2g
% Eaudistillée ........ ... 100 ml
2- fugol ©
B Ode oo 1g.
% Todure de potasSium. .............oooveriiiiiiii 2g
% Eaudistiilée ............. e 100ml

3- fuschine de ziehl :

% Fuschine basique ........................... e 1g
< Alcool éthylique a90% ... 10 ml
e Phénol ..., 5g
o Eaudistillée ... 100ml

Pour la coloration de Gram, cette solution doit étre diluée au 15 % ou bien le colorant
doit étre difué sur la lame (1 goutte de colorant sur la lame recouverte d'eau)

4~ Kovacs : réactif pour indole

< Alcool amylique ou isoamylique ..... ................ 150 ml
% P.diméthylaminobenzaldehyde .........................ooo 10g
%  Acide chlorhydrique concentré .................cooiiiiiiiin 50 ml

Ajouter l'acide en dernier et lentement conserver an réfrigérateur.

5- nitrate

Réactif I
@ AcCide aC8tiqUe  ..........ii e 285 ml
% Baudistillée ... ... 715ml
< Acide sulfanilique ... 8g
Réactif I
% Acide acltique .............coiiiiii 285ml
@ Baudistillée ... 715 mi
% N-Ndiméthyl amine ................ccoooeviiiiii e ..6ml
6- éthanol 60°
B AICOOI 967 ..o 104.34 ml
% Léaudistillée ................ 95.659 ml



Milieux de culture

Gelose nutritive ordinaire

s Extrait deviandedeboeuf ........... ... ... S5g
G PEPLOME ...ttt e e 10g
< Chloruredesodium ................cooiiiiiii 5g
@ Gélose ............ U 15g
B PHL 72
Gélose Hektoen

% Protéose Peptone ...............ioiii i 3g
s Extraitdelevure ........ ... 5g
s Chlorure de sodiumt ...t 5g
o Selsbiliaires ... 9¢g
< Citrate de fer ammoniacal ............................. 15g
@ SaliCine ... 2g
B LaCH08E .o e 12g
 Saccharose ... . ... 12g
s Fuchsine acide ................. ... 0lg
¢ Bleu de bromothymol ....................o. 0.065g
B AGAT 13g
B PH . 7.5

Muller-Hinton (Gélose pour antibiogramme).

s Extraitdeviande .............. ... ... 2g
% Hydrolysat acide de caserine ...................c.oooiiiiiii 17.5¢g
W AMIAON ... 1.5g
B GlOSE ... 10g
B PH e 7.4

Autoclaver 15mma 115 ¢°

milieu Chapman : (en gr/ )

SExtraitdeviande ......... ... ... i 1g/l
¢ Chlorure de sodium ................ e B U P 75g/1
SO PEPLONE ... P 10g/1
GOS8 .ot e 15g/1
SeMannitol ... 10g/1
@5/Rougedephénol................. 0.025¢g/1

mannitol —mobilité (gélose ou milieu )

BIPEPLONE ...\ttt e 20g

s Nitrate de potassium ................coooiiiiiiiiiiii g
e Mannitol ... 2g
PpRougedephénol a 1% ... 4ml
0 GIOSE ... e 4g
B PH . 8.1



6- TSI (Gélose ou milieu). Gélose, glucose, lactose, saccharose, H,S

(7 2, . & 9. <, P, L/ o 9
LX4 0.0 0’0 000 000 090 0'0 ¢ 0.0 0.0

)
0’0

Peptone ... ... 20g
Extraitde viande ............... ... 3g
Extraitdelevure.................... i 3g
Chlorurede sodium. .................ccooviiiri 5g
GlucoSse. ... g
Lactose. ... e 10g
SaCChATOSE. .. ..o ..10g
Citratede fer..............ocooii i 0.5g.
Hyposulfite de sodium............................ 0.5g
Rougedephénol.......................iiiiii 25g
GlOSE. ...l 12g
PH. 7.4

7- Simmons (Milieu ou gélose au citrate)

()
Oo’

2,
o

9, 2, (7
0.0 ‘0° LX)

9,
o>

2,
¢ 60

9,
2%

Sulfate de magneésium...................ooi 0.2¢g
Phosphate mono ammoniaque. .............ccooeeeiie i lg
Phosphate dipotassique...................cocoiiii g
Citratede sodium ... 2g
Chlorurede sodium........... ... 5g
Bleu de bromothymol....................... 80g
GEIOSE. .. ..o 12g
PH. 6.8¢

8- Eau péptonée:

L7
0.6
9
0.0
&

0.0

Peptone exempte d'indole.............. ... 15¢g
Chlorure de sodium..................coovr i 5g
PH 7.2

9- urée — indol. milieu de Fergusson:

9 K/ 9, 9, LK 9, ©,
0.0 0’0 9.0 0.‘ ’00 0.0 ”0 000

L-tryptophane........ ... . 3g
Phosphate mono-potassique. .............coooevtiiiieiiine et iiiiee e 1g
Phosphate bipotassique ......... ... 1g
Chlorurede sodium......................ccoii DUTTRRP 5g
L0 TSP UUPPPPPPPN 20g
ALCOOT A 95%0..... e 10ml
Rougedephénol............ ... 25mg
PH. 6.7

10- Bouillon nutritif®

s Extraitdeviande................... .. 5g/1
s Peptone pancréatiqUe. .. ...........ooeuieeiiiitiiie e e 10g
% Chlorurede sodium. ................coiiiiiiiiie e 10g

11- Eau physiologique:

% Chlorurede sodium.......................ccoiiiii i 8.5g
O Bau distillée. ... 1litre






