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INTRODUCTION GENERALE

Introduction générale

Depuis 1’époque d’Aristote, la propolis était appelé les larmes des arbres. Elle (colle
d’abeille) est une substance résineuse complexe recueillie par les abeilles a partir des
bourgeons et les exsudats de certain sources végétales voisines leurs ruche pour boucher les
trous dans le ruche ( BoryanaTrusheva et al., 2011; Thirugnanasampandanlet al., 2012;
Maria Migueletal., 2013; Michelle Cristiane Bufalo et al., 2013; Nada Ofsolic et al.,
2013; Paulo Barbeira et al., 2013).

Les abeilles utilisent cette substance pour se protéger contre les insectes et les micro-
organismes, pour sceller les fissures et cavités de leur emboitement, et pour la préparation
aseptique du compartiment de la reine. La propolis est également utilisé pour embaumer
envahisseurs morts, évitant ainsi leur décomposition, ce qui provoquerait la croissance

nuisible des micro-organismes dans la ruche (Ortrud Monika Barth et al., 2013).

La propolis a été utilisée en médecine populaire dans le monde entier depuis plusieurs
siecles depuis environ 300 avant JC. La propolis est riche en constituants biochimiques
(Narimane Segueni et al., 2010; Ghassan Sulaimanetal., 2011; Jin-Chul Ahn et al., 2013;
Rezzan Aliyazicioglu et al., 2013).

Elle est composée de 50% de résine, 30% de cire, 10% d’huile essentiel et 5% de
pollen, 5% de différent composés organiques. Les propriétés de propolis sont fortement
dépend leur origine botaniques Des études antérieures de la propolis sont nombreux, et ont
montré que la composition chimique de la propolis dépend la végétation de la région d'ou il a
¢été recueilli, et les caracteres climatiques la saison et les différences géographiques (Galvoet
al., 2007; Shigenori Kumazawa et al., 2008; Safa Shaheen et al., 2011; Katarina
Hroborova et al., 2013),

Elle a été signalés a présenter plusieurs effets biologiques, y compris un action immun
modulateur, anti-inflammatoire, antioxydant, antiviraux et des propriétés antibactériennes,
anti-ulcere et la capacité d’inhiber la division cellulaire, elle a utilise aussi comme anesthésie

local, elle a présenté une activit¢ hépato protecteur, Pour cette raison, La propolis est
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largement utilisée dans les aliments et boissons a améliorer la santé et prévenir les maladies
telles que 1'inflammation, les maladies cardiaques, le diabéte et le cancer (Azza et al., 2009;
Cui-Ping Zhang et al., 2010; Rui Cai et al.,2012; Hongzhuan Xuan et al., 2011;
Tomazevicaet al., 2013; Yoshihiro Okamoto et al., 2013).

Cette ¢tude est réalisé afin de tester l'activité antibactérienne de propolis et d'exploiter

ses vertus. Elle a été motive par:

» La volonté de valoriser un sous-produit de la ruche.
» Avoir une connaissance sur les effets thérapeutique de propolis. Afin

d'améliorer son utilisation.

Notre document sera donc subdiviseren quatre chapitres, initié par une recherche
bibliographique sur un abrégé de I'histoire et I'étymologie de la propolis d'abeille, ainsi que
son utilisation au cours des siecles et ses activités biologiques. Quant au deuxiéme chapitre

qui ¢lucide les méthodes utilisées pour évaluer l'activité antibactérienne.

La partie pratique est subdivisée en deux chapitres, le premier chapitre (3°™ chapitre)

présente les méthodes et les techniques qui servent la réalisation de ce travail a savoir :

» L'extraction par I'éthanol avec pourcentage d'eau durant une semaine.
» Evaluation de son activit¢ antibactérienne par la détermination de la

concentration minimales inhibitrice et la concentration minimale bactéricide.

En fin, le quatrieme chapitre discute les résultats obtenu dans cette étude.



[ Chapitre I: Généralités sur la propolis \I
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I.1. Définition:

La propolis ou colle d’abeille est un produit résineux naturel recueillies aupres des
bourgeons et des exsudats de certains arbres et des plantes récolté par les abeilles et considéré
comme une barri¢re protectrice contre leurs ennemis ( Luis Dias et al., 2010; Costel Sarbu
et al., 2012; Federica Pellati et al., 2013; Sirivan Athikomkulchai et al., 2013; Soraia
Falcao et al., 2013; Angélica Silva et al., 2014; Sherine Rizk et al., 2014; Wael Semida et
al., 2014).

Les composants volatils de la propolis différent sensiblement selon leurs origines
géographiques et botaniques, principalement parce que les abeilles recueillent les résines et
les exsudats de plantes a partir des sources végétales disponibles. Les sources botaniques les
plus importantes de la propolis sont : peupliers (Populus), bouleaux (Betula), saules (Salix),
ormes (Ulmus), pins (Pinus), chénes (Quercus), cypres (Cupressus), frénes (Fraxinus), épicéa
(Picea), aulne (Alnus) et lemarronnier d'Inde (4desculushippocastanum) (Cheng et al., 2013;

Jaqueline Ferreira Campos et al., 2014).

La détermination de I'origine botanique de la propolis n'est pas une tache simple et deux
approches ont été appliquées: la comparaison de la composition chimique et 1’analyse

palynologique (Begofia Giménez-Cassinal.dpez et al., 2014).

La propolis est caractéris€ par un ensemble de propriétés biologiques, en effet elle
présente une activité antibactériennes, antivirales, antifongique, anti-inflammatoire
antioxydant, immunostimulant (Viuda Martoset al., 2008; Maria Valente et al., 2010; Akio
Lio et al., 2012; .Federica Pellati et al., 2013; Lagouri Prasianaki et a/ ., 2014).
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Figurel.1. Abeilles collecte résine (A) / exsudation de la tige et la gousse (B).

(Van Tran et al., 2012).
I.2. Historique:

La propolis a été utilisé dans la médecine populaire depuis environ 300 ans avant JC, les
peuples anciens comme 1I’Egyptiens, Grecs, Romain et Incas utilisent les propriétés de la
propolis (Abhishek Parolia et al, 2010; Narimane Segueni et al., 2010; Adriana Andrade
Carvalho et al., 2012; Nebojsa Potkonjak et al., 2012; Bodiniet al., 2013).

Les Egyptiens ont bénéficié des propriétés anti-putréfaction de la propolis pour

embaumer leurs morts (José Mauricio Sforcin et al., 2011).

La propolis a été utilisée comme antiseptique et comme agent cicatrisant par les
médecins grecs et romains. Les Grecs utilisaient la propolis comme un ingrédient principal
d’un parfum exquis appelée « polyanthus », tandis que les anciens Juifs considérent comme

un médicament « tsori » (Abhishek Paroliaetal., 2010).
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A la fin du 21°™ siécle, I'important marche de la propolis existe en Russie et
Allemagne, son utilisation continue aujourd’hui comme un remede populaire et est disponible
en état pur ou combine avec d’autre produits naturels, des produits cosmétique et en tant que

constituant d’aliment de santé (Segueni Narimane et al., 2011).
I.3. Origine botanique:

La composition chimique de la propolis est trés variable et complexe, en raison de la
biodiversité¢ de la végétation de chaque région visitée par les abeilles. Bien qu'il existe
quelque exceptions, la principale source de la propolis dans les zones tempérées est 1'exsudat
de bourgeon des espéces de peuplier avec des flavones, des acides phénolique. Cela a été
conclu a partir d'études réalisée avec la propolis de I’Europe, la Nouvelle-Z¢lande, et en Asie.
Des exceptions peuvent étre trouvées, par exemple, le type trouvé dans la Russie de bouleau
de propolis, qui a son origine dans les espéces comme Betula verrucosa, ou les principaux
composés sont des flavones différents de ceux trouvés dans la propolis des peupliers. Aussi
un type de propolis Méditerranée a été trouvé en Sicile, Malte Creteand, dont les composés
principaux sont des diterpénes probablement son origine dans l'usine de coniferes du genre
Cupressaceae. (Silvana Libério et al., 2009; Michelle Cristiane Bufalo et al., 2013;
Soraia. Falcaoet al., 2013; Nadjet Debbache et al., 2014).

.Dans les régions tropicales ou il n'y a pas de peupliers, les abeilles trouvent d'autres
sources veégétales pour la production de propolis. Dans les Sonoran Désert, Ambrosia de

Itoidea a été considérée comme la source végétale (Silvana Falcaoet al., 2009).
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1.4. Récolte:

1.4.1. Période de récolte:

La récolte s’opere des le printemps et ce jusqu’a I’automne. Cependant les apports en
propolis sont plus importants en fin de miellée et a I’automne. La propolis est récoltée par une
journée chaude (T° > 20°C) et entre 10h00 et 16h00. Les raisons de cela se trouvent dans le
fait que sa consistance est différente selon la température ambiante (voir plus loin). En
période de sécheresse, la récolte de propolis serait un dérivatif a la récolte de nectar.
Cependant une colonie peu récolter en moyenne jusqu’a 300 gramme par ans (Ferhoum

Fatiha., 2010).

1.4.2. Par les abeilles :

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

travail se limite au colmatage de I’intérieur de la ruche. (Ferhoum Fatiha., 2010).

Figure 1.2. La collecte de propolis par Apis mellifera partir de Baccharisdracunculifolia
au Brésil, (a) Apis mellifera collecte des sommets des feuilles de Baccharisdracunculifolia,

(b) le dépot de fissures de propolis vert dans la ruche (Viviane Cristina Toreti et al., 2013) .


http://www.hindawi.com/38068967/
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1.4.3. Récolte de la propolis par I’apiculteur:

La récolte de la propolis peut se faire par grattage des cadres, couvres cadres et coins de
la ruche lors des visites de celle-ci. Bien que ce n’est pas la meilleure méthode pour avoir de
la propolis pure, elle reste néanmoins facile et permet aussi a 1’apiculteur de conserver la
ruche et les cadres propres et peu collant. Ce qui facilite son travail. Cette méthode permet
une récolte de propolis qui contient beaucoup d’impuretés comme les morceaux de bois, les

pattes ou ailes d’abeilles, de la cire etc (Segueni Narimane., 2011).

Il faudra alors la purifier avant toute utilisation. Une autre méthode qui permet de
récolter de la propolis contenant moins d’impureté, consiste a utiliser une grille a propolis que
nous plagons en lieu et place du couvre cadre. Cette grille perforée en plastique souple va
stimuler les abeilles a venir combler ces interstices par de la propolis. L’apiculteur n’aura
alors plus qu’a retirer cette grille une fois remplie de propolis, la placer dans un endroit frais
(frigo) de manicre a rendre la propolis cassante. Ainsi par simple torsion de la grille au-dessus
d’un récipient ou d’un linge propre, il pourra récupérer la propolis (Segueni Narimane.,

2011).

Figure 1.3. Détail de la récolte du cadre de propolis place entre le couvercle et le corps
de la ruche. La propolis est déposée dans I'espace de 2 cm entre les lattes de bois (Daniel

Nicodemo et al., 2013).



CHAPITRE | GENERALITES SUR LA PROPOLIS

I.5. Composition de la propolis:

En général, la propolis est composée de 50% de résine (contenant flavonoide et 1’acide
phénolique et de 1égumes baumier, 30 % de cire, 10 % d'huiles essentielles et aromatiques, 5
% de pollen et de 5% diverses autres substances. Cire et les débris organiques sont éliminés
durant le traitement, habituellement par extraction éthanolique, et la teinture de propolis
(sapin) ainsi obtenu, contient les constituants bioactifs essentiel de la propolis (Nerida
Coleetal., 2009; Vanna Francine de Castro Ishida et al., 2010; El Sayed El Ashry et al.,
2012; Federica. Pellati et al., 2013).

Plus de 300 composés, dont les poly phénols, les terpénes, les stéroides, les sucres et les
acides aminés Les acides aliphatiques, les esters, les acides aromatiques, les acides gras, les
hydrates de carbone, les aldéhydes, les acides aminés, les cétones, les chalcones, les
dihydrochalcones, les vitamines telles que B1, B2, B6, C et E et les substances minérales tels
que le Mg, Ca, I, K, Na, Cu, Zn, Mn et Fe et Pb. En outre, il contient certaines enzymes
comme déshydrogénase succinique, glucose- 6-phosphatase, 1'adénosine tri phosphatase et de
l'acide phosphatase. leur abondance est influencée par les facteurs botanique et géographique,
ainsi que par la saison de collecte (Katarina Hrobomova et al., 2008; Nick Kalogeropoulos
et al., 2009; Mahmoud Lotfy., 2010; Reda ElMazoudy et al., 2011; Cristina Manuela
Mihai et al., 2012; Dungporn Teerasripreecha et al., 2012; Ghada A Elbaz et al., 2012;
Shangji Gong et al., 2012; Caroline Olivieri da Silva Frozza et al., 2013; Joao Carlos
Silva et al., 2013; Fabio Henrique Fernandes et al., 2014).
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Tableau I.1. Quelques types de propolis les plus répandus avec leurs principales

familles de composés poly phénoliques.(Cardinaultet al., 2012).

Type de
Origine géographique Origine botanique Principaux constituants
propolis
Europe, Amérique du
Populus spp. Et Flavones, flavonones ,
Peuplier Nord, région non o .
. ) principalement acides phénols et ses esters
Ambrée a brune tropicales de 1’ Asie, )
P.nigra.L. et sesquiterpenes
Nouvelle Zélande.
Baccharis spp. rivés prénylés de I’acide

Verte du Brésil

Zone tropicale du Brésil.

principalement B.

coumarique Acides

dracunculi foliaDC diterpéniquesLignanesDe
Flavones, flavonols,
Bouleau Nord de la Russie Betulaverrucosa flavonones et

sesquiterpenes

I.6. Caractéres organoleptique :

Les différences d'origine végétale provoquent ¢également

les wvariations dansles

propriétés de la propolis, telles que l'activité biologique, la texture, la saveur et la couleur.

(Kohsuke Shimomura et al., 2013).

I.6.1. Couleur :

Selon les Etats-Unis de l'agriculture (USDA), La propolis est une gomme collante qui a

été récolté par les abeilles de différentes plantes, dont la couleur varie de vert jaune au brun

foncé en fonction de sa source et I’age. Il peut étre comparé a un composé aromatique collé

(Burdock., 1998; Astrid Nathalie Karine Toullec., 2008; Jaroslav Pochop et al., 2011;

Thirugnanasampandan et al., 2012; Maryam Zare Jahromi et al., 2013; Sharafet al.,

2013).
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1.6.2. Consistance :

Les abeilles récoltent sur les bourgeons et I'écorce de nombreux arbres une substance résineuse
qu'elles mélangent avec de la cire pour créer la propolis et qu'elles utilisent pour boucher, consolider,
climatiser et aseptiser la ruche.La consistance de la propolis a des températures supérieures a
30°C, la propolis est molle et trés collante, en dessous de 15° C par contre, elle est dure et

friable (Stefan Bogdanov et al., 2006).

Tableau L.2. Caractéristiques organoleptiques et physiques de la propolis recueillies

(Dora Valencia et al., 2012).

Quantité de
Aspect
Saison propolis Couleur Consistance
physique
récoltées (mg)
Printemps 45 Terreux Vert brun Collante
Eté 245 Flocon Vert brun Non collante
Automne 60 Terreux Brun jaune Collante
] éclat, comme
Hiver 8 Vert brun clair Trés collante
I'apparence

1.6.3. Odeur :

Elle possede une odeur aromatique qui varie selon la provenance: en général, odeur de miel, de
cire a laquelle s'ajoute selon l'origine celle des bourgeons visités. Généralement la propolis a une

odeur marquée et agréable de résine (Stefan Bogdanov et al., 2006).

1.6.4. Saveur :

De saveur souvent acre et parfois amere (Segueni Narimane., 2011).

1.6.5. Densité :

Elle est de I’ordre de 1,2 moyen (Ferhoum Fatiha., 2010).
10
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1.6.6. Solubilité :

La propolis ne peut pas €tre utilisée directement en tant que matiére premicre en raison
de sa structure complexe. Les solvants les plus couramment utilisés dans 1’extraction
sont:I’eau, le méthanol, 1'éthanol, le chloroforme, le dichlorométhane, 1'éther, et I'acétone. Seul
un mélange adéquat de différents solvants permet de dissoudre la quasi-totalité de ses
composants (Coneac etal., 2008; Segueni Narimane., 2010; Vijay Wagh et al., 2012;
Supakit Khacha ananda et al., 2013).

» Le pourcentage d’impureté est de 18 a 34 % (Segueni Narimane., 2010).
» Le pourcentage d’humidité est de 5,07 % (Segueni Narimane., 2010).

L.7. Activités biologiques de la propolis:
La propolis posséde un large spectre d’activité biologique (Ferhoum Fatiha., 2010):
I.7.1. Activité antimicrobienne :

Des nombreuses ¢tudes ont démontrés que la propolis présente une activité
antimicrobienne sur les souches a Gram positif, Gram négatif, les bactéries anaérobies et a la
fois aérobie, cet effet dépend de la souche étudiée, de I’origine de la propolis et du solvant
utilisé. De plus, la propolis possede des propriétés antifongiques, antiparasitaire et antiviral

(Nick Kalogeropoulos et al., 2009; Segueni Narimane., 2010; Dora Valencia et al., 2012).
1.7.1.1. Activité antibactérienne :

L'activité antibactérienne de la propolis a été confirmée par de nombreuses études
scientifiques. Bien que la composition de la propolis varie considérablement en fonction de
son origine botanique tous les types examinés de propolis révelent une forte activité
antibactérienne due a la flavonoide, 1’acide phénolique (Abhishek Parolia et al,

2010; Bodini et al., 2013; EmrahTorlak et al., 2013).
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1.7.1.2. Activité antifongique :

La propolis de peuplier recueillies par Apis mellifera caucasica par la Turquie a une
activité antifongique plus ¢élevé que celui recueillies par Apis mellifera et Apis mellifera
anatolica carnica. D'autre part, les propriétés antifongiques et antivirales de la propolis
d'origine botanique et géographique différente était similaire (Stefan Bogdanov., 2012;

Bodini et al., 2013).

1.7.1.3. Activité antiviral :

Les études ont montré que la propolis et/ou ses constituants étaient efficaces contre de
nombreux virus: myxovirus, poliovirus, coronavirus, rota virus, adénovirus. Ainsi, la propolis
et certains de ses constituants (apigénine, chrysine) possédent un effet prophylactique contre
le virus de la grippe, en atténuent les symptomes a travers une action anti-neuraminidase

(Cardinault et al., 2012; Stefan Bogdanov., 2012; Bodini et al., 2013)

1.7.1.4. Activité anti parasitaire :

Quelques études ont montré que la propolis était efficace contre les trichomonas, les
trypanosomes (responsable de la maladie du sommeil), la leishmania ou Giardia lamblia
(parasitose intestinale) qui sont pour la plupart des parasites trés répandus dans les pays

tropicaux et subtropicaux (Cardinault et al., 2012)

1.7.2. Activité anti tumorale:

La teinture de propolis a un effet cytotoxique qui permet d’inhiber les cellules
tumorales Héla avec une CIS0 de 7,45 mg/ml. La propolis verte du Brésil fait I’objet de
plusieurs recherches, au Japon entre autres, pour ses propriétés anticancéreuses (Burdock.,

1998; Ghediraet al., 2009; Nick Kalogeropoulos et al., 2009; Dora Valencia et al., 2012).
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1.7.3. Activité antioxydant:

La propolis est une substance constituée de nombreux composés antioxydants:
vitamines E et C et des poly phénols. Les études ont montré que I’activité antioxydant de la
propolis était positivement corrélée avec son contenu en poly phénols (Nick Kalogeropoulos

et al., 2009; José Mauricio Sforcin et al., 2011; Cardinault et al., 2012).
1.7.4. Anti-inflammatoire:

Les extraits de propolis inhibent significativement I’augmentation de 1’interleukine-6
(IL-6), mais n’agissent pas sur les taux d’interleukine-2 (IL-2) et d’interféron gamma (IFN-
gamma). Elle agit en inhibant [’activation et la différenciation des macrophages
mononucléaires. La propolis, par ses flavonoides, retarde 1’inflammation de la pulpe dentaire
(pulpite) qu’elle protége en la chapotant et stimule la réparation de la dentine. Cet effet est
utilise” dans I’inflammation de la gencive (Burdock., 1998; Ghedira et al., 2009; Nick
Kalogeropoulos et al., 2009; Simées-Ambrosioet etal., 2010; Dora Valencia et al., 2012;
José Mauricio Sforcin et al., 2012; Lucas Gressler et al., 2012).

1.8. Toxicité :

La dermatite de contact est une réaction allergique bien documentés a la propolis, avec
environ 200 cas signalés dans la littérature au cours des 70 derni¢res années, mais il a été
démontré que la propolis n'est pas toxique pour les humains ou les mammiferes sauf dans le

cas de treés grandes quantités administrés (Mohammadzadeh Shiva et al., 2007).
I.9. Conservation :

La propolis est généralement conservée dans des récipients sombres, a I’abri de la
lumiére et de la chaleur. Elle peut étre lyophilisée, processus qui en conserve les propriétés
physiques et chimiques. En Europe de I’est, il est fréquent de dissoudre la propolis dans de
I’alcool éthylique. Cet extrait est a son tour dissous dans une solution organique amine. La

solution ainsi obtenue est ensuite filtrée et les résidus de cire sont éliminés. Elle est alors
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soluble dans une solution aqueuse et peut étre lyophilisée (Blanc Mickaél., 2010; Nicola

Bradbear., 2010).

(@) (b)

Figure 1.4. (a) propolis dans la ruche, (b) propolis apres la récolte (Blanc Mickaél.,
2010).
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CHAPITRE Il ACTIVITE ANTIBACTERIENNE

I1.1.Définition de P’activité antibactérienne :

L’activité antibactérienne correspond a I’activité d’une molécule ou composé présent au
sien d’un composequi a trés faible concentration, inhibe le développement d’une bactérie ou
la tue. La sensibilité d’une bactérie a un antibactérien varie selon la nature de 1’antibactérien.
Face a une antibactérienne donnée. La sensibilité d’une bactérie peut étre trés différente selon

la souche d’appartenance (Allane Tous., 2009).
I1.2. Définition de la concentration minimale inhibitrice (CMI) :

La concentration minimale inhibitrice (CMI) est définie comme la plus petite
concentration de produit pour laquelle aucune croissance bactérienne n’est visible
comparativement au témoin, apres un temps d’incubation a 37 °C. La CMI a été déterminées
par dilution en milieu liquide, ce milieu étant représenté soit par du bouillon de Mueller-
Hinton soit bouillon nutritif glycoluse selon les méthodes du Clinical Laboratory Standard

Institute(CLSI) (Rula Darwish et al., 2010; Cheurfa et al., 2013).

I1.3. Méthodes de détermination de I’activité antibactérienne :

L'activité antibactérienne est souvent testée comme il est courant dans les échantillons
de propolis et de nombreuses méthodes ont ét¢ employées, avec divers degrés de succes. Le
procédé de diffusion dans de la gélose est souvent utilisé pour le criblage des échantillons
contre un réseau de micro-organismes et le paramétre de l'activité est le diametre de la zone
d'inhibition. Cela peut étre trompeur (Alexandra Christine Helena Frankland Sawayal.,

2011).
I1.3.1.Aromatogramme :

Aromatogramme d’un produit est testée pour son pouvoir antibactérien suivant la
méthode de diffusion des disques. Les boites de pétri contenant le milieu Mueller-Hinton agar
sont inondées par 1 ml du pré -culture des bactéries pathogenes. Aprés un séchage de 30
minutes a 37 °C, des disques en papier buvard (6 mm de diamétre) imprégnés de 50 pl du

produit a tester sont déposés a la surface de la gélose avec trois répétitions. Les boites de pétri
15
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ainsi préparées sont pré incubées dans des conditions réfrigérées pendant deux a quatre heures
a +4 °C afin de permettre la diffusion de 1’agent inhibiteur qui sera suivie par I’incubation
pendant 24 heures a 37 °C. L’absence de croissance microbienne autour des disques se traduit
par un halo translucide; le diamétre est mesuré et exprimé en millimétre (mm) Les zones
doivent étre uniformément circulaires (Qaralleh et al., 2010; Hellel zohra., 2011; Aouni et

al. , 2013; Cheurfa et al., 2013; Frouhat Zoulikha et al., 2013; Chiki Ilyas., 2014).

Selon Barros et Coll. (2007), I’activité antimicrobienne est exprimée en zones d’inhibition

comme suit :
> Diamétres inférieurs a 7 mm : aucune activité antimicrobienne (—),
> Diameétres de 7 2 9,9 mm : activité antimicrobienne faible (+),
> Diamétres de 10 a 11,9 mm : activité antimicrobienne modeste (+ +),
> Diamétres de 12 a 15 mm : activité antimicrobienne élevée (+ + +),
> Diamétres supérieurs a 15 mm : activité antimicrobienne forte (+ + + +)

Doite de péri

Enscmencement de la gclosc

en nappe par 1ml de Finpcbien ,,Q Gelose Mucller Hinton

Depol aseplique d'un diseue
mibibe de Muie essenticlie

#: zone d'mhibition

Crolssmce nncrobienne

(LUl =MIMC UDC OpNdIne

BRI AL L o

Figure II.1. Illustration de la méthode d'aromatogramme (FrouhatZoulikha et al.,

2013).
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I1.3.2. Microatmosphéres:

Dérivé de la méthode précédente; le protocole des microatmospheres est techniquement

proche de celle des aromatogrammes. (Maria-CécilePibiri., 2006; Attou Amina., 2011).

Cette méthode consiste a déposer un disque de papier filtre imprégné de produit a tester
au centre du couvercle d’une boite de pétri, sans que 1’huile essentielle entre en contact avec
la gélose ensemencée par les micro-organismes. La boite est hermétiquement fermée et placée

couvercle en bas a I’étuve a 37°C (Bactéries) (Khadija Rhaour., 2002).

Il se produit une évaporation des substances volatiles dans I’enceinte de la boite et les
cellules sensibles de I’inoculum sont inhibées, I’essence n’agit qu’a 1’état des vapeurs qu’elle
développe a 37°C. La lecture du test porte donc sur la croissance ou non de 1’inoculum.
Chaque essai est répété en double. Apres I’incubation, la croissance est comparée a celle du
témoin. La quantit¢ minimale inhibitrice est définie comme la plus petite quantité pour
laquelle aucune croissance n’est visible comparativement au témoin sans produit.Cette
méthode ne quantifie pas D’activité antimicrobienne des produits, elle montre seulement
I’activité des constituants volatils a température d’incubation (Benabdallah Fatima Zohra.,

2012; Chikhi Ilyas., 2014).

TEST ORGAMISM INOCULUM
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Figure I1.2. Illustration de la méthode des microatmosphéres (Maria-CécilePibiri., 2006).
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11.3.3. Méthode de dilution :

Grace aux méthodes de dilution, on peut déterminer les valeurs de la CMI et de la CML
(CMB). Ces méthodes peuvent étre appliquées en gélose et en bouillon. La plus faible
concentration de chaque fraction ne montrant aucune croissance sera considérée comme la
concentration minimale inhibitrice (CMI). Elle est confirmée par la recherche de la CMB. La
CMB est définie comme la plus faible concentration de ’antibiotique qui détruit 99,9% de la

concentration cellulaire finale.

La sensibilit¢ d'une bactérie est mesurée par la concentration minimale inhibitrice
(CMI) de l'antibiotique considéré. C'est la méthode de référence préconisée par 1’organisation
mondiale de la sante (OMS). La CMI d'un germe donné peut étre mesurée par différents

procédés (Chikhi Ilyas., 2014).
v La dilution en bouillon :

La dilution en bouillon est une technique dans laquelle une suspension bactérienne (a
une concentration optimale ou appropriée prédéterminée) est testée contre des concentrations
variables d’un agent antimicrobien dans un milieu liquide. La méthode de dilution en bouillon
peut étre effectuée dans des tubes contenant un volume minimum de 2 ml (macrodilution) ou

dans de plus petits volumes a 1’aide de plaques de microtitration (microdilution).

L’utilisation de ces plaques avec un protocole documenté, y compris les précisions sur
les micro-organismes de référence approprié, peut faciliter la comparaison des résultats entre
analyses. Elle est utilisée aussi pour déterminer la concentration minimale inhibitrice

(Kechkar Madina., 2008; Chaker El Kalamouni., 2010; Qarallehet al., 2010).
v" La dilution en gélose

La dilution en gélose implique I’incorporation d’un agent antimicrobien dans un milieu

gélosé a des concentrations variables, en général une dilution en série de 2 en 2, suivie de

18



CHAPITRE Il ACTIVITE ANTIBACTERIENNE

I’ensemencement d’un inoculum bactérien défini a la surface de la gélose de la boite (Chaker

El Kalamouni., 2010).
v' La lecture :

Aprées incubation durant 18 heures, les valeurs des CMI sont mesurées. Cette CMI est la
plus petite quantité¢ d'antibiotique (ATB) capable d'inhiber une croissance visible a I'eeil nu.
On détermine la CMB en transférant un échantillon des tubes ne présentant pas de croissance
dans un milieu frais dépourvu d’antibiotique. La concentration d’antibiotique la plus faible a
laquelle les micro-organismes ne se développent pas dans ce nouveau milieu est la CMB

(Harley et al., 2010).
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II1.1. Matériels et réactifs utilisés:

II1.1.1. Matériels utilisés

» Balance de précision : KERN ABT. 220-5 DM.
» Etuve microbiologique

» Papier chromatographie standard.

» Rotavapeur : 591-11200-2 Nr. Heidolph
I11.1.2. Réactifs utilisés

» Gélose nutritif

» Milieu de Chapman

» Milieu d’Hekteen

» Milieu de Mueller Hinton : M173-500G.

II1.2. Présentation de la matiére premiére:

L’échantillon de propolis récolté au 13 novembre 2013 a été fourni par I’apiculteur de la
région Héla Khenchla. Cette région est caractérisé par un tapis végétal varies entre Genévrier,
Pinus sylvestris, Rosmarinus officinalis et Olea europeae. Le poids est ¢égal a 30g, la
conservation de I’échantillon a été faite a froid. La récolte a été effectue par recalage des

cadres.
I11.3. Extraction :

Tous les échantillons de propolis ont été€ conservés au congélateur (- 20° C) pendant 48
h avant d’étre utiliser. L’extraction des substances bioactives de la propolis est réalisée par
macération dans 1’éthanol 70% (V/V), celui-ci posséde ’avantage d’étre plus facilement
¢liminé sous vide, il donne en plus un meilleur rendement d’extraction (7 fois plus que celui
d’eau la propolis est additionnée de dix volumes de solvant de son poids (pour 30 g de
propolis, nous ajoutons 300 ml de solvant). Le mélange est laissé pour macération pendant

une semaine avec agitation de temps en temps a 1’abri de la lumicere.
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Les suspensions ont ¢ét¢é maintenus pendant une semaine, ils ont été filtrés sur papier
filtre (Papier filtre quantitatif, Roth) et la procédure a été¢ répétée deux fois, la solution a été
concentrée au rotavapeur a 110°C, L’extrait obtenu est appelé Extrait Ethanolique de Propolis

(EEP). L’EEP est conservé au réfrigérateur a -4°C a 1’abri de la lumiére.

Photo III.1. Propolis brut (Héla khanchela).
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Propolis brut
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Photo II1.2. Protocole d’extraction.
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II1.4.Tests d’activité antibactérienne :

11.4.1. Souches microbiennes testés :

Les germes testés pour déceler 1’activité¢ antibactérienne de I’EEP sont présenté dans le

tableau ci-dessous:

Tableau III.1. Souches bactériennes testées.

Souche bactérienne Gram Famille Source

Enterococcus feacalis

Entreococcacae
« pusy

Positive Staphyl
Staphlococcus aureus v apryfococcacae

ATCC43300
Escherichia coli Enterobacteriaceae Laboratoire central
d’hopital Dr Saadan
ATCC 25922
Négative
Pseudomonadaceae

Pseudomonas aeruginosa
ATCC27853

II1.4.2. Conservation des souches :

Les souches sont conservées a 5°C dans des tubes stériles contenant 10 ml de milieu de

culture incliné (gélose nutritive).
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111.4.3. Milieux de culture :

Les milieux de culture utilisés pour la réalisation des tests antimicrobiens sont les

suivants :

» La gélose nutritive pour 1’isolement et 1’entretien des souches bactériennes.

A\

Milieu de Chapman pour I’isolement de Staphylococcus aureus.

» Milieu de Hecktoen pour I’isolement d’Escherichia coli et Pseudomonas
aeruginosa.

» Milieu de Mueller Hinton pour I’isolement d’Enterococcus faecalis, pour I’étude

de la sensibilité des bactéries.
I11.4.4. Repiquage :

Le repiquage consiste a prendre une colonie a partir d’une culture bactérienne conservée

(congelée) et la mettre dans 2 a 3 ml d’eau physiologique puis on laisse 20 minutes.

A laide d’une pipette pasteur on prend une goutte de cette suspension et on
I’ensemence sur le milieu de culture qui est coulé préalablement dans une boite de pétri. En

fin on incube a 37°C.
I11.4.5. Préparation de I’inoculum:

On préleve 3 a 5 colonies a 1’aide d’une pipette pasteur stérile a partir d’une pré-culture
(culture pure de 18 a 20 heures), on I’introduit dans un tube contenant 5 ml d’eau
physiologique stérile. Les souches bactériennes ont été utilisées pour 1’étude in vitro de

I’activité antibactérienne. Toutes ces étapes ont été réalisées dans des conditions stériles.
I11.4.6. Préparation des McFarland standard No. 0.5 :

Le standard McFarland 0.5 correspond approximativement a une suspension homogene

d’Escherichia coli de 1.5 x 10® cellules par ml.
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Tableau IIL.2 : Les valeurs de McF pour chaque souche étudiées

Standard McFarland 0.5

L’espece . .
P Etalement par inondation

Inoculum est équivalent au standard de

Escherichia coli MCcF 0.5 (" 10° UFC/em?).

Pseudomonas aerigunosa

Inoculum est équivalent au 10°
Staphylococcus aureus UFC/em’

Enterococcus feacalis

I11.4.7. Antibiotiques :

Les antibiotiques utilisés dans ce test comme témoin positif sont présentés dans le

tableau ci-dessous :

Tableau II1.3. Les antibiotiques utilisés comme témoin positif contre les souches

étudiés.

La dose
Antibiotique Germe sensible Gram

(mg/disc)
Tétracycline «TE» 30 Staphyloccous aureus positif
Tétracycline «TE» 30 Enterococcus feacalis positif
Ticarcilline «TCC» 30 Eschericia coli négatif
Ticarcilline «TCC» 75/10 Pseudomonas aeruginosa négatif
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II1.5. Calcul de rendement :

I1 s’agit d’une macération de la propolis dans 1’éthanol (70%) puis détermination du

rendement.

Expression des résultats

TE (%) : (Mi -Mf)/Mi x 100

> Mi : masse initiale

> MIf : masse finale.
I11.6. Activité antibactérienne:

Nous avons utilis¢ la technique NCCLS (National Commite for Clinical Laboratory

Standars).
I11.6.1. Aromatogramme :

1. Préparation des disques :

Les antibiotiques habituellement testés existent sous forme de disques de 6 mm de
diametre. Pour reproduire les mémes conditions, nous avons utilisés le papier de
chromatographie standard coupé en disques (6 mm). Ces derniers doivent avoir un contour
régulier pour donner une zone d’inhibition facile a mesurer. Les disques une fois découpés,

seront stérilisés.
2. Réalisation de ’antibiogramme :

Cette méthode différe selon que la bactérie soit exigeante ou non. Pour les bactéries non
exigeantes, la gélose Mueller-Hinton est coulée en boite de pétri sur une épaisseur de 4 mm.
Les géloses sont ensuite pré-séchées. L’inoculum est prépare a partir d’une culture de 18
heures sur milieu d’isolement comme suit: de deux a cinq colonies bien isolées et

parfaitement identiques sont raclées a I’aide de 1’anse de platine puis déchargées dans 10 ml

26



CHAPITRE I MATERIELS ET METHODES

d’eau physiologique stérile a 0,9%. La suspension bactérienne est ensuite homogénéisée. Son
opacité doit étre équivalente a 0,5 Mc Ferland. L’ inoculum peut étre ajusté en ajoutant de la

culture s’il est trop faible, ou bien de I’eau physiologique s’il est trop fort.

L’ensemencement doit se faire dans les 15 minutes qui suivent la préparation de
I’inoculum par inondation. Inonder la boite entiére avec 2 a 4 ml de la suspension bactérienne
a I’aide d’une pipette pasteur, puis aspirer le surplus de la suspension aussi par pipette pasteur,
finalement laisser sécher les boites 15 minutes a température ambiante a proximité de la

flamme.

3. Application des disques :

Pour chaque boite de pétri, des disques de papier chromatographie standard de 6 mm de
diameétre, préalablement stérilisés sont déposés a la surface de Mueller Hinton (MH) aprés
avoir ét¢ chargé de 10 pl de dilution de ’EEP dans diméthylsylfoxyde (DMSO), d’autre
disques charges de 10 pl d’eau sont utilise comme témoins négatifs. L’antibiotique sera
utilis€ comme témoin positif, un antibiogramme est effectué en parallele avec les
aromatogrammes, le test est répété trois fois. Apres 24h d’incubation a 37 °C, le diamétre de

la zone d’inhibition est mesuré.

Photo II1.3. Application des disques.
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I11.6.2. Méthode de dilution en milieu liquide :

La méthode de dilution en bouillon, a pour but de déterminer la CMI pour P.
aeruginosa, E. coli, S. aureus et E. feacalis, c'est-a-dire la plus petite concentration de I’EEP

qui peut inhiber totalement la multiplication bactérienne apres 8 a 24 h d’incubation.

Le principe consiste a réaliser des dilutions croissantes d’une solution mere d’un agent
antimicrobien dans un milieu liquide que I’on ensemence avec un inoculum calibre de la
souche a étudier. Apres 24 h a 37° C, la plus faible concentration de la gamme produisant

I’inhibition de la culture microbienne est qualifiée de CMLI.
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VI1.1. Extraction :

La propolis a un aspect hétérogene. Elle est d’une consistance rigide et d’une odeur agréable.
De couleur noir-brun. Aprés extraction; la propolis est molle et malléable. Notre résultats a en

accord avec (Azza et al., 2009).

Selon Pietta(2002), la propolis ne peut pas étre utilisée comme matieére premicre, elle
doit étre purifiée par extraction. L’extrait de propolis peut représenter une nouvelle option, car
cette substance est facile a obtenir et peu coliteuse, en plus peut montrer des effets bénéfiques

(GhadaElabaz et al., 2012).

Photo VI.1 : Extrait éthanolique de propolis EEP.

VI1.2.Calcul du rendement :

L’extrait récupéré parle solvant a ¢ét€¢ pesé pour déterminer le poids sec apres
évaporation a sec. Le rendement a été déterminé par rapport a 30 g de propolis brut, rendue
en petit morceaux subissant une extraction a température ambiante pendant une semaine.
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Notre rendement est égal a 36.66%,nos résultats sont en accord avec celle trouvés par
Ferhoum Fatiha. (2010) qui a obtenue des taux de rendement variant de 26.6 % a 75,8 %
pour I’éthanol 70 %.

En effet, le solvant le plus souvent utilisé est 1'éthanol contenant différents pourcentage
d'eau. L’¢éthanol 70% permetd’extraire les majeurs composants actifs de propolis mais pas les
cires. Comme la propolis peut contenir jusqu'a 20-30% de cire, ce solvant a été appliqué dans

de nombreuses études.

VI1.3. Activité antibactérienne:

VI.3.1. Aromatogramme :

Les disques imprégnés de 10ul d’extrait éthanolique de propolis sont testés par la
méthode NCCLS contre les souches de référence (E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC
43300 et P. aeruginosa ATCC 27853) ainsi que la souche pathogeéne (E.feacalis).

Les résultats obtenus ont montrés que tous les souches bactériennes ont une sensibilité

vis-a-vis la propolis mais avec un dégrée de sensibilité différent.
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v’ S.aureus :

S. aureus

60-

20+
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concentration de I'EEP(mg/ml)

Photo VI.2.Résultats de I’aromatogramme pour S. aureus. (Mesure par SD)

On note que les zones d’inhibition les plus large ont été observés pour S. aureus (10-
20.5 mm), nos résultats sont similaires aux zones d’inhibition obtenus pour la propolis de
I’Argentine (=10 mm) et de Bulgarie (20 mm),de Serbie (=15 mm), de Mongolie (24mm),
d’Egypte (24.3mm), d’Albanie (21.8mm) etde Brésil (21.8mm)(Nieva Moreno et
al.,(1999);Prytzyk et al.,(2003); Boyanova et al., (2012); Kujumgiev et al.,(1999).
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vE.feacalis :

E. feacalis
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Photo VI.3. Résultats de I’aromatogramme pour E.feacalis. (mesure SD)

E. feacalis présente une zone d’inhibition varie de 10-21.5 mm. En effet, selon
Maryam Ehsani et al. (2013) I’E.feacalis présente une zone d’inhibition égale a 17.5 mm, le

méme résultat a été observé par Anurak Phankhongsap et al.(2012) avec une zone

d’inhibition de 10 mm.

Tandis que, Srdjan Stepanovi¢ et al.(2003) ont montré que la zone d’inhibition

obtenue pour la propolis de Serbie est de 6-7 mm.
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vE. coli :

E. coli
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Photo VI.4.Résultats de I’aromatogramme pour E. coli.(mesure par SD)

On note que la zone d’inhibition est de 7-10 mm, les mémes résultats ont été obtenus

par Motior Rahman M et a/.(2010) (10 mm);Jiri Trousil et al. (2013) (9mm).

Tandis que les résultats obtenus par Wei-Cai Zeng et al.(2012)qui ont montréque la

zone d’inhibition varie de 16.5-26.5 mm.
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vP. aeruginosa :

P. aeruginosa
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Photo VI.5. Résultats de 1’aromatogramme pour P.aeruginosa. (mesure par SD)

On note que la zone d’inhibitionvarie de 10 -14.5 mm, nos résultats sont en accord avec

celle trouvés par Segueninariman.(2011)qui a trouvé une zone de (10-16 mm).

Tandis que Drago et al.(2000);Keskin et al.(2001);Koo et al.(2000) n’ont signalés

aucune action de la propolis sur cegerme.
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Entrecoccusfaecalis

Pseudomonas aeruginosa Escherichia coli

Photo VI.6.Résultats de I’aromatogramme.

La propolis désorganise le cytoplasme,la membrane cytoplasmique et la paroi cellulaire,
provoque une partielle bactériolyse et inhibe la synthése des protéines. Il a été mis en
évidence que le mécanisme d'action de la propolis est complexe, une simple analogie ne peut
pas étre fait sur le mode d'action de tous les antibiotiques classiques (Shigenori Kumazawa

et al., 2008).
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V1.3.2. Méthode de dilution:

1. Détermination de concentration minimale inhibitrice :

Cette étude est basé sur la présence ou I’absence de turbidité dans des tubes a vis

contenants le bouillon nutritif, "EEP a différentes concentrationset la suspension bactérienne.

Les résultats de la CMIsontprésentés dans le tableau ci-dessous :

Tableau VI. Résultats de la CMI pour S. aureus et E. feacalis

Dilution Concentration de propolis S. aureus E.feacalis
(mg/ml) CMI
1/2 50 g -
1/4 25 : -
1/8 12.5 - -
1/16 6.25 _ g
1/32 3.12 . -
1/64 1.56 . -
1/128 0.78 _ g
1/256 0.39 _ n
1/512 0.195 n n
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S.aureus

E.feacalis

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
CMI (mg/ml)

Photo VI.7. Résultats de la CMI pour S. aureus et E. feacalis.

v’ S. aureus

La CMI pour S. aureus a ét¢ noté a la concentration de 0.39 mg/ml, ces résultats sont
similaire avec celle obtenus parRobert Wojtyczkaet al. (2013) (0.39 mg/ml),Giilhnan
Vardar et al.(2008)(0.25-0.50 mg/ml) et Silva et al. (2012) (0.3-1.72mg/ml).

Tandis que Motieret al. (2010); Bonvehiet et al.(1994); Campos et al.(2014);
Farzaneh Zeighampour et al. (2013) ont trouvés que la CMI obtenue pour S. aureus est de

(2.74 mg/ml),(0.080-0.1 mg/ml),(3.1 mg/ml), (11.7 mg/ml) respectivement.
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Témoin

Photo VI.8. Résultats de la CMI pour S. aureus.

vE. feacalis :

On note que la CMI est de 0.78 mg/ml, nos résultats sont en accord avec celui obtenu

par Giilhnan Vardar et al. (2008)(0.50-2 mg/ml).

Tandis que Maryam Ehsani et al.(2013); Bernard J. Monclaa et al. (2012);
Jaysheree et al. (2011), ont trouvés une CMI pour E.feacalis de (2.25 mg/ml) ou égale a (1.6
mg/ml), (0.24 mg/ml) respectivement, ce dernier est comparativement différent a nos résultats

Kristina Ramanauskien et al.(2009) qui ont obtenus une valeur de 0.034 mg/ml comme

CMlI de I’E feacalis.

Selon Flaviana Bombarda de Andrade Ferreira. (2007) La CMI pour E.feacalis est
de 6.42 mg/ml.
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Photo V1.9.Résultats de CMI pour E. feacalis.

Tableau VI. Les valeurs de CMI pour E. coli et P. aeruginosa.

Dilution Concentration de propolis E. coli P.aerigunosa
(mg/ml) CMI
1/2 50 § -
1/4 25 - -
18 12.5 5 -
1/16 6.25 _ -
1/32 3.12 n -
1/64 1.56 T -
1/128 0.78 n "
1/256 0.39 T n
1/512 0.195 T n
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P.aerigunosa -

CMI (mg/ml)

Photo VI.10. CMI pour E. coli et P.aeruginosa.

vE. coli :

La CMI pourE. coli est notéea 6.25 mg/ml, ce résultatest similaire aux résultats de

certains auteurs comme Giilhnan Vardar et al. (2008) qui ont trouvés une CMI >4 mg/ml.

Tandis que Zeng et al.(2012) ont obtenu une CMI variante de 0.9-12.5 mg/ml alors que
Hegazy. (2002) ont noté une valeur de 1,6 mg/ml, Milind et al. (2012) (0.0097 mg/ml).

D’autres auteurs comme Josep Serra Bonvehi et al. (2012) ont trouvé que la propolis

n’a aucun effet inhibiteur contre la méme bactérie.
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[ 50 ][ 25 ][12.5][6.25] [3.12][ Témoin ]

Photo VI.11. Résultats de la CMI pour E coli.
v'P. aeruginosa :

La CMI pour P.aeruginosa est noté a 6.25 mg/ml, nos résultats sont en accord avec
celle obtenus par Giilhan Vardar-Unlii et al.(2008) qui ont montré une CMI >4 mg/ml
tandis que Andresa Piacezzi Nascimento et al. (2013) et Farzaneh Zeighampour et al.

(2013) ont trouvé une valeur de (1.37mg/ml) et (750 mg/ml) respectivement.
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[ 50 ] [ 25 ] [12.5] [6.25][3.12 ][ Témoin ]

Photo VI.12. Résultats de CMI pour P.aeruginosa.

On remarque qu’il existe une relation entre les valeurs des CMI de la propolis et le
niveauderésistance aux antibiotiques des germes testés. Une souche sensible aux antibiotiques
I’est aussi pour la propolis. Une souche résistante pour les antibiotiques 1’est aussi pour la

propolis.

De nombreux chercheurs ont étudié 1’activité antibactériennede la propolis contre des
souches Gram positif et Gram négatif, ils ont constaté que la propolis a une activité
antibactérienne contre une large gamme de bactéries Gram positif, mais ont une activité
limitée contre les bacilles a Gram négatif (Mohamde lotfy., 2010; Ghada A. Elabaz et
al.,2012).
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2. Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB) :

Les agents antimicrobiens agissent par différents mécanismes, selon les objectifs
recherchés et selon leur spécificités d’action, cette derniere peut globalement étre répartie en
deux type: action bactéricide (ou germicide) pour une action létale sur les bactéries, action

bactériostatique pour les agents qui inhibent les bactéries sans les tuer (Kechar., 2008).
Les résultats obtenus sont présentés dans le Tableau VI.:

Tableau VI. Les valeurs de la CMB pour S. aureus et E. feacalis

Dilution Concentration de propolis S. aureus E.feacalis
(mg/ml) CMB
1/2 50 - -
1/4 25 - -
1/8 12.5 - -
1/16 6.25 - -
1/32 3.12 - -
1/64 1.56 - -
1/128 0.78 - -
1/256 0.39 - +
1/512 0.195 + +

+ : présence de turbidité (il n’ya pas d’inhibition).

- : absence de turbidité (il y’a une inhibition).

43




CHAPITRE IV RESULTATS ET DISCUSSION

vS. aureus :

La CMB pour S. aureus est exactement similaire par rapport a la valeur de CMI, tandis
que Farzaneh Zeighampour et al. (2014 ; 2013) a montré une CMB égale 4(0.0286 mg/ml),
(23.4 mg/ml) respectivement, alors Giilhan Vardar-Unlii et al. (2008) indique des valeurs

similaire et supérieur a 4 mg/ml.

Témoin S.aureus 0.195 mg/ml 0.39-50 mg/ml

Photo VI.13.Résultats deCMB pour S. aureus.

vE. feacalis:

La CMB pour E. feacalis est observée a la concentration de (0.78 mg/ml), alors que
Giilhan Vardar-Unlii et al. (2008) ont montr¢ une CMB variante de (2-4 mg/ml),
FlavianaBombarda de Andrade Ferreira.(2007) a montré une CMB égale a(7.64 mg/ml).

Témoin E.feacalis 0.78 mg/ml 1.56- 50 mg/ml

Photo VI.14.Résultats de CMB pour E. feacalis.
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Tableau VL3 : les valeurs de CMI, CMB pour E. coli, P. aerigunosa.

Dilution Concentration de propolis E coli P aerigunosa
(mg/ml) CMB
12 50 . -
1/4 25 . -
1/8 12.5 ; -
1/16 6.25 - -
1/32 3.12 " "
1/64 1.56 " "
1/128 0.78 T n
1/256 0.39 T n
1/512 0.195 T i

+ : présence de turbidité (il ne y’a pas d’inhibition).
- : absence de turbidité (il y’a une inhibition

vE. coli :

On note que la CMB est obtenu a une concentration de 6.25 mg/ml, nos résultats sont
similaire a celle trouve par Giilhan Vardar-Unlii et al. (2008)qui ont montré une CMB (>4

mg/ml).

Témoin E coli 3.12 mg/ml 6.25-50 mg/ml

Photo VI.15. Résultats de CMB pour E. coli.
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vP.aeruginosa :

On note que la CMB est obtenue a la concentration de 6.25 mg/ml, nos résultats sont
similaire a celles obtenus par Giilhan Vardar-Unlii et al.(2008) et celles obtenus par Motior

Rahman et al. (2010) qui ont montré des résultats identiques entre la CMI et la CMB.

Tandis que Farzaneh Zeighampour et al. (2014 ; 2013) ont montréune CMB a (1.5
mg/ml), (1500 mg/ml).

Témoin P aeruginosa 3.12 mg/ml 6.25- 50 mg/ml

Photo VI.16.Résultats de CMB pour P.aeruginosa.

Apres la projection, les meilleurs échantillons peuvent étre évalués par la méthode de
macro dilution en bouillonpour déterminer la CMB, les validations ont montré que la méthode
de diffusion sur disque et méthode de macro dilution de bouillon sont appropriés pour
'évaluation de 1’activité antibactérienne des extraits de propolis. Les méthodologies validées
dans cette étude peuvent étre des outils utiles dans la recherche de la propolis. (Andresa

Piacezzi Nascimento., 2013).
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Conclusion

Conclusion

La propolis est une substance résineuse collectée par les abeilles a partir de différentes
plantes. Ce produit a été longtemps utilisé comme remeéde naturel. De nombreux travaux ont
mis en évidence plusieurs activités biologiques de cette substance. A cet intéressant, nous
avons extraire la propolis en utilisant I’éthanol 70%, 1’extrait éthanolique de propolis (EEP)
est testé vis-a-vis de nombreux souches bactériennes soit a partir dans un prélévement
humain, soit par 1’usage des souches référenciés.Une étude préliminaire est réalisée par
I’application de D’aromatogramme sur 1’activité antibactérienne. Ensuite une étude
approfondie pour déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI), ce dernier est

déterminé par macrodilution de I’EEP en DMSO.

Apres une incubation de 18-24h des tubes contentant différente concentration de L’EEP
avec un inoculum déja calibre au standard de McFarland. La CMI est défini comme la plus
faible concentration qui peut inhiber la croissance bactérienne visible par port au tube du
témoin, les tubes clair sont ensuite ensemencé sur des boites de pétri prealablement coulé par
Mueller Hinton, la CMB est reconnaitrai comme la concentration qui inhibe 99.99% des

colonies.

Finalement on obtenu une CMI et CMB similaire pour chaque souche étudies, S.
aureus(0.39 mg/ml)et E. feacalis(0.78 mg/ml). Tandis que E. coli(6.25 mg/ml) et P.
aeruginosa(6.25 mg/ml), donc on conclu que la propolis est plus active contre coci Gram

positif. Par contre, elle est peu active contre les bacilles Gram négatif.

Par le biais de ce travail, nous espérons avoir apporte notre modeste, contribution a la
valorisation d’un sous produits a mettre a la disposition de la population un produit naturel,
efficace et accessible. Au vu des résultats obtenu est tant compte de la problématique du sujet,

il nous semble judicieux d’approfondir le présent travail :

» Elargissement du nombre de I’échantillon pour toucher toutes les wilayas de pays.
» Identifier différent plantes productrices de propolis.

> Enfin, ’idéal serait de poursuivre I’investigation sur la propolis algérienne. A savoir
du fractionnement de I’extrait voir méme d’isolement des molécules pour ’attribution

al’un ou I’autre des constituants des effets thérapeutique observe.
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Annexe

Annexe
Milieu de Mueller Hinton :
P Eau distille. ..o 1000ml
» Infusion de viande de DoeuL ... ..ot e, 300,0 ml
P Peptone de CaASEINE .......oouiiniiiti ittt ey e 175¢
P AMIdON de MATS ..oee.ttitiie et e I,5¢g
A T e 30g

Standard de McFaraland:

» Formuleapproximative par 100 ml d’eau purifie.
» Acide sulfurique, 0.18 M. ..o 99.5 ml
» Chlorure de baryum, 0.048 M.......c.iiiiiiiii e 0.5 ml



Résume :

La propolis est une substance résineuse collectée par les abeilles a partir de différentes
plantes, ce produit a été long temps utilise comme un remede naturel.

L’étude de I’activité antibactérienne est tester contre différentes souches par deux méthodes,
I’un est I’aromatogramme, I’autre est la méthode de dilution en milieu liquide, la 1% méthode est

pour une étude approximative, la 2°™ méthode est pour étude plus approfondie.

On obtenu une CMB similaire a la CMI, pour S. aureus (0.39 mg/ml), E. feacalis (0.78 mg/ml),
tandis que P. aeruginosa et E. coli (6.25 mg/ml).tract

Mots clé : propolis, EEP, activité antibactérienne, S. aureus, E. feacalis, E. coli, P. aeruginosa./
\\
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Summary :

Propolis is naturel resinous hive products collected by bees from buds of diffirent trees, It has long been
used by humans as a naturel remedy, and interest for this product has increased recently.

The study of the antibacterial activity against various stains was tested by two methods, one is
aromatogramme, the other is the method od dilution in liquid meduim. The first method is an approximate
study, the 2™ method is more depth study.

We obtained a similar CMB to the CMI. For S. aureus (0.39mg/ml), E. feacalis (0.78 mg/ml). While E.
coli and P. aeruginosa have a value of (6.25mg/ml).

Keywords : propolis, EEP, antibacterial activity, S. aureus, E. feacalis, E. coli, P. aeruginosa. J




