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Résumé

Le but de cette étude est 1’évaluation de 1’activité antibactérienne des huiles essentielles
et extraits de propolis de deux différentes régions de I’Est Algérien, et la détermination de
leur effet synergétique avec les antibiotiques. L’analyse quantitative des extraits n-hex et
CHCL3 présente des teneurs en polyphénols et en flavonoides, qui sont confirmés
qualitativement par la technique de CCM de I’extrait CHCL3, qui a révélé la détection des
flavonoides, acides phénoliques et composeés terpeniques. L’activité antibactérienne
mésuré par la méthode de diffusion sur gélose, montre que HE1(Guelma), HE2 (Mila) et
les extraits n-Hex et CHCIlz ont exercés un effet antibactérien important contre
Enterococcus faecalis 14C1104, Bacillus cereus ATCC10876, Escherichia coli
ATCC9738 a la concentration 10mg/ml. La combinaison de chaque HE1, extrait CHCL3,
avec les antibiotiques d’AMP19, CZ30, GEN1o est améliorée 1’effet antibactérien qui a
exerce sur ces derniers souches, par contre la combinaison de chaque HE2, extrait de n-
Hex avec les mémes antibiotiques n’augmentent pas son effet cotre les mémes souches
étudiées a I’exception de Bacillus cereus ATCC10876. Les huiles essentielles et les
extraits de propolis sont des produits naturels, qui peuvent réduire 1’apparition de la

résistance bactérienne aux antibiotiques et leurs effets indésirables associés.

Mots clés: Propolis, huiles essentielles, polyphénols, antibiotiques, activité

antibactérienne, synergie.
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Abstarct :

The purpose of this study is to evaluate the antibacterial activity of essential oils and
propolis extracts from two different regions of eastern Algeria, and to determine their
synergistic effect with antibiotics. The quantitative analysis of the n-hex and CHCL3
extracts presents polyphenol and flavonoid contents, which are qualitatively confirmed by
the CCM technique of the CHCL3 extract, which revealed the detection of flavonoids,
phenolic acids and terpenic compounds.

The antibacterial activity measured by the agar diffusion method, shows that
HE1(Guelma), HE2 (Mila) and the extracts n-Hex and CHCI3 exerted an important
antibacterial effect against Enterococcus faecalis 14C1104, Bacillus cereus ATCC10876,
Escherichia coli ATCC9738 at the concentration 10mg/ml. The combination of each HE1,
extract CHCL3, with the antibiotics of AMP10, CZ30, GEN10 is enhanced the
antibacterial effect that exerted on these last strains, on the other hand the combination of
each HE2, extract of n-Hex with the same antibiotics do not increase its effect cutter the
same strains studied with the exception of Bacillus cereus ATCC10876. Essential oils and
propolis extracts are natural products, which can reduce the onset of bacterial resistance to
antibiotics and their associated adverse effects.

Keywords: Propolis, essential oils, polyphenols, antibiotics, antibacterial activity,

synergy
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Introduction

Introduction

Apres I’age d’ore a été marqué par I’abondance de la recherche scientifique et des
découvertes dans le domaine de la médecine et de la pharmacie, ou de nouvelles molécules
appelées antibiotiques ont été fabriquées, ce qui a été consideré comme une révolution
médicale et un miracle réel et efficace pour traiter diverses maladies bactériennes a
I’époque, récemment une antibiorésistance est émergé qui a contribué a la renaissance et a
la propagation de ces maladies en raison de I’utilisation irrationnelle et excessive d’agents
antibactériens d’origine chimiques. Bien qu’en 1945 Alexander Fleming, le premier
découvreur de la pénicilline comme premier antibiotique, ait mis en garde contre les
dangers lies a [’utilisation extensive de sa découverte, il considérait que « I’homme
inconscient qui joue avec la pénicilline set moralement responsable de la mort de ceux qui

succombent aux coups d’un organisme résistant » (Flemin, 1945).

En raison de ce danger, qui est devenu 1’une des causes principales de mortalité dans le
monde. Les scientifiques ont eu recours a I’étude et a I’évaluation de la propriété
thérapeutique et de [I’efficacit¢ de I’activité antibactérienne des produits naturelles,

notamment les produits de la ruche, en particulier la propolis d’abeille.

La propolis est une matiere résineuse hautement agglutinante, de compositions
chimique complexe, elle est collecter par les abeilles sur différentes plante et modifiée par
leur sécrétions salivaires, pour protéger la ruche des facteurs environnementaux difficiles
et empéche les différentes infections microbiennes. De nombreux études révelent que
certains compositions de la propolis principalement les flavonoides, polyphénols (Grecka
et al, 2019), présentent des activités biologique important, tel que activité antibactérienne,
antioxydant, anti-inflammatoires, antivirales, antitumourales, antifongiques,

antiprotozoaires et immunodulatrices (Oliveira et al, 2010).

Bien étendu, la spécificité de la flore au site de collecte détermine la composition
chimique de la propolis, y compris les compositions volatiles (Bankova et al 2014).
Plusieurs huiles essentielles de la propolis ont été analysées et des substances chimiques
comme les terpenoides, les alcaloides, les aldehydes, les hydrocarbures et les cétones
aliphatiques ont été signale (Clair, Peyron, 1981 ; Pino et al, 2006).

Par conséquent, notre étude vise a étudier I’activité antibactérienne des huiles

essentielles et des extraits chloroforme (CHClIs) et n-hexane (Hex) de propolis récoltées de
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I’Est Algérien, dont les composants peuvent étre exploités comme alternatives aux

composes chimiques.
Pour atteindre ce but, nous suivons les étapes suivantes :

L’extraction des huiles essentielles.

La préparation des extraits bruts.

La CCM de I’extrait CHCls.

Détermination de la teneur en polyphénols totaux et flavonoides dans les
extraits CHClz et Hex.

vV V VYV V

» Etude de I’activité antibactérienne des huiles essentielles et des extraits par la
méthode de diffusion sur gélose.
» L’étude de D’effet synergisme des huiles essentielles des extraits avec les

antibiotiques.
Notre étude comporte deux grandes parties, dont :
La premiére constitue la synthése bibliographique, elle est divise en deux chapitres :

v Le premier chapitre contient généralité sur la propolis.
v' Le deuxiéme chapitre consacré pour I’antibiothérapie et la résistance

bactérienne.
La partie expérimentale se divise en deux grands chapitres:

v Le premier représente les matériels et les méthodes utilisées.
v' Le deuxiéme représente les différents résultats obtenus dans notre étude et leur

discussion.
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Chapitre I Généralité sur la propolis et les huiles essentielles

1. Définition de la propolis

La propolis est une substance resineuse trés agglutinante produite par les abeilles a
partir de différentes parties des plantes, telles que les feuilles, les bourgeons, les gencives,
les fleurs, I'écorce et les exsudats résineux, auxquels les abeilles ajoutent des enzymes
salivaires, de la cire et du pollen .Sa couleur varie en fonction de la nature d'origine
botanique. De maniére caractéristique, elle a une odeur aromatique et agréable. En ce qui
concerne son étymologie, le mot propolis vient du grec et signifie « pro » = défense, et
« polis » = ville. Les abeilles utilisent la propolis pour défendre la ruche, pour sceller les
trous et les fissures, pour embaumer les envahisseurs morts en empéchant leur

décomposition et leurs maladies et pour réguler la température interne (Ripari et al, 2021).

Figure N° 1: Différentes couleurs de la propolis (Site web 4).
1.1. Historique de la propolis

De nombreux enregistrements montrent que la propolis a été utilisée par les anciens
Egyptiens, Perses et Romains. En 460-377 avant JC, Hippocrate favorisé I'utilisation de la
propolis pour soigner les plaies externes et internes et ulceres. Au XVlle siécle, la propolis

a été utilisée comme ingredient majeur des onguents de guérison.

Le développement de la recherche sur la propolis est strictement lié au développement
de la chimie et de la composition chimique de la propolis qui a été déterminée aux XIXe et
XXe siecles. Cependant, il est seulement au cours des cinquante dernieres années que les
scientifiques ont prouvé que la propolis est une substance médicale active et importante

dans plusieurs domaines médicaux (Oryan et al, 2018).
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Chapitre I Généralité sur la propolis et les huiles essentielles

1.2. Origine botanique

Il a été bien démontré que la présence de plantes spécifiques dans une région
géographique donnée, est 1’origine d’une préférence constante et sans ambiguité pour la
fabrication de la propolis. Ainsi les différents types de propolis sont dus a leurs différentes

composantes qui sont controlées par le facteur géographique. (Letullier et al, 2019).

Tableau N° 1 : Origine de la propolis

Region .
, . Espéce »
géographique Référence
Albanie Populus alba. (Meto et al ,2020).
Dalbergiae castophyllum , Baccharis (Neto et al, 2017 ;
Brésil dracunculifolia, Betula verrucosa Rodrigues et al, 2019).
Pologne Populus sp. (Przybylek et
Karpinski, 2019).
(Degirmencioglu et al
Turquie Populus nigra , 2019).
_ (Cardinault et al, 2012).
Cuba, Venezuela Clusia rosea
Nord de la (Cardinault et al, 2012).
) Betula verrucosa
Russie
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Peuplier noir (Populus nigra) Baccharis dracunculifolia Fleur de Clusia(Clusia rosea)
(Site web 1) (Site web 2) (Site web 3)

Figure N° 2: Quelques sources de la propolis.

1.3. Composition de propolis

Sa composition est trés complexe et variable, en fonction de nombreux facteurs tels
que l'origine géographique, les types de sources vegétales, les espéeces d'abeilles, le temps
et la saison de collecte, et des facteurs post-récolte tels que les méthodes d'extraction. La
propolis est constituée de nombreux composants actifs, a savoir des résines (50 %), des
cires (30 %), des huiles essentielles (10 %), du pollen (5 %) et dautres composés
organiques (5 %), notamment des minéraux,(fer, calcium, zinc, cuivre, manganese) et des

vitamines (C, E et du groupe B)( Esposito et al, 2021).

= Plant resins Other organic - Waxes

Essential oil = Poliens

30%

Figure N° 3: Proportions des compositions de la propolis (Przybylek et Karpin” ski,
2019).
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Chapitre I Généralité sur la propolis et les huiles essentielles
Tableau N° 2: Composition chimique de la propolis.
Origine Extrait Composés Références
Flavonoides :
Osthole.
Certaines Chalcone de pinostrobine.
régions 2',4',6'-Trihydroxy chalcone.
d’Iran 2-(1-(2-Méthylcortonoyloxy)-1-
(Chenaran,T EtOH methylethyl)-8-oxo-1,2-dihydrofurano[2,3-
aleghan, 70% H]2H-chromene.
Moradbeig, 3-Méthyl-but-2- énoicacide,2,2- diméthyl-8-
Klaleh) 0x0-3,4-dihydro-2H,8H- pyrano[3,2-
g]chromen-3-yl ester.
Terpénes :
2H-Cyclopentacyclooctene, 4,5,6,7,8,9-
Certai hexahydro-1,2,2,3-tetraméthyl.
ertaines X
régions o Germanicol. ,
$lran Dlme_thyl -1,3,5,6-tetraméthyl-[1,3-
(Chenaran,T (13C2)]b|cyglo[5.5.0] (_jodeca-1,3,5,6,8,10-
aleghan ’ EtOH hexaéne-9,10-dicarboxylate.
M ) 70% Spiro[benzo[a]cyclopenta[3,4]cyclobuta[1,2-
oradbeig, \ ) X
Klaleh) c]cycloheptene-8(5H),2'-[1,3]dioxane],
6,7,7b,10a-tetrahydro-1.
14- Methyl-cholest-7-en-3-o0l-15-one.
——— (3a,40)- 4- Méthyl St[,lgméSt 22-en-3- ol. (Houshang et
régions _ Alkaloides : et al, 2018).
$Iran EtOH 12-Azabicyclo[9.2.2]pentadeca-
70% 1(14),11(15)-dien-13-one.
(Chenaran,T Oreonhili
aleghan R |reop . Vo
; 3',4'-Dihydro-2'-(morpholin-4-yl)-5',7'-
Moradbeig, dinitrospiro[cyclopentane-1,3'-quinazoline]
Klaleh) piroLeyciop 27 '
Acides aromatiques et leurs esters :
Acide benzoique.
Certaines Acide Hydroxybenzoique.
régions Acide Vanillique.
d’Iran EtOH Acide P-Coumarique.
(Chenaran,T 20% Dibutyl phthalate.
aleghan, Acide Ferulic.
Moradbeig, Acide Isoferulique.
Klaleh) Acide Cafféique.
Acide 2-(2',4'-Dichloro-phenoxy)pheényl
acetique.
Certaines E Acides gras et leurs esters :
. tOH : -
régions 20% Ac_lde paImltl_que
d’Iran Acide margarique
(Chenaran,T Acide oléique
aleghan, Acide Stéarique
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Chapitre I Généralité sur la propolis et les huiles essentielles
Moradbeig, Acide 3-hydroxy stéarique
Klaleh) Acide eicosanoique
Acide béhénique
Acide nephrostéranique
2-Methoxycarbonyl-2-(cis-2'pentenyl)-3-
methoxy carbonyl cethyl cyclopentane
Flavonoides:
Angecin.
8,8-Dimethyl-2H,8H-pyrano[2,3-
flchromene-2-one.
Columbianetine.
Certaines Chalcone de pinostrobine.
régions Pinocembrine.
d’Iran 2-(1-(2-Méthylisocortonoyloxy)-1-
(Chenaran,T DCM méthylethyl)-8-oxo-1,2-dihydrofurano[2,3-
aleghan, H]2H-chromene.
Moradbeig, Tectochrysine.
Klaleh) Acide 3-Méthyl-but-2-enoique, 2,2-
diméthyl-8-oxo-3,4-dihydro-2H,8H-
pyrano[3,2-g]chroméne-3-yl ester.
Acide 2-Butenoique, 2-méthyl-, 9,10-
dihydro-8,8-diméthyl-2-oxo-2H,8H-
benzo[1,2-b:3,4-b"ldipyran-9-yl ester.
Terpeénes :
2-Naphthaleneméthanol, 1,2,3,4,4a,5,6,7-
Certaines octahydro-.a.,.a.,4a,8-tetraméthyl-, (2R-cis).
régions Agarospirol.
d’Iran (1E,3a.0.,7a.p.)-1H-Indene, 1- (Houshang et
(Chenaran,T ethylideneoctahydro-7a-méthyl et al, 2018).
aleghan, DCM 1,7,11-Triméthyl-4-(1-méthyléthyl)
Moradbeig, cyclotetradecane.
Klaleh) y-Sitosterol.
B-Sitosterol.
Octahydro cembrene.
Certaines
régions
(Ch(iz;;arlgn,T Acides arombatiqlueﬁ ﬁt IIeu rs esters : (gosfg%qgft
aleghan, DCM Dibutyl phthalate
Moradbeig,
Klaleh)
Certaines Acides gras et Ieu_rs esters :
régions Ac_lde Cap_r0|_que. (Houshang et
$Iran Acide Myristique. et al, 2018).
Acide Pentadecanoique.
(Chenaran, T Methyl palmitate
aleghan, DCM ethy’ paimitate.
k Acide Palmitique.
Moradbeig, . .
Klaleh) Acide Margarique.
Methyl stearate.
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Acide Oléique.
AcideStearique.
2-Méthoxycarbonyl-2-(cis-2'pentényl)-3-
méthoxycarbonylcéthylcyclopentane.
Acide Sebacique, diéthyl ester.
Acide Lignocerique.

Huiles essentielles

Uruguay Propolis a-pinene (23.0% — 53.4%)
B —pinene (24.1% — 27.4%)
limonene (2.1% — 15.6%)

(Kaskoniene
V et al, 2014).

1.4. Récolte de la propolis par ’homme
La propolis peut étre récoltée avec diverses techniques :

Par raclage et grattage des cadres ou des parois de la ruche, de préférence a une

température assez basse, la propolis, alors dure et friable.

Se detachant mieux Par des grilles spécialement congues a cet effet. Ce procédé donne

une propolis de meilleure qualité (Debuyser1984).

On ¢limine les déchets les plus grossiers et elle est ensuite dissoute a froid dans 1’alcool

éthylique a 70 % ce qui permet 1’élimination de la cire (Donadieu 1981).

Figure N° 4: Récolte de la propolis par grattage (Site web 3)
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Figure N° 5: Récolte de la propolis par I’utilisation des grilles (Bogdanov, 2016)

1.5. Propriétés physico-chimiques de la propolis

% Consistance : La propolis est généralement molle, flexible et collante a des
températures chaudes (25-45°C). Elle dure et cassante a des températures froides (moins de
15°C). La propolis commence a fondre a 60-70°C), mais certains échantillons de propolis
ont un point de fusion plus élevé. échantillons de propolis ont un point de fusion allant
jusqu'a 100°C (Aygun, 2017).

s+ Couleur : Elle varie selon sa provenance, sa varie du vert jaune au rouge au brun
fonce selon la source (Anjum et al, 2019).

%+ Saveur : Elle est souvent amere et acre.

% Solubilité : Compte tenu de la structure complexe de la propolis, elle ne peut étre
utilisée directement. La propolis est extraite commercialement avec un solvant approprié.
Les solvants les plus utilisés pour I'extraction sont I'eau, le méthanol, le chloroforme, le
dichlorométhane, I'éther et I'acétone (Wagh, 2013).

% Densité : la densité de la propolis est de 1,2 (El Houssaini, 2013).

% Odeur : Elle a une odeur variable suivant son origine, en général, ardbme agréable
douceétre, mélangé a celui de miel, de la cire et d’autres produits (cannelle, vanille,etc...)
(Enzo et al, 2006).

%+ Conservation : La propolis est conservée facilement dans des conditions favorables
et bien déterminé. Elle est stockée dans un endroit sombre a une température -18°C. mais
les extraits de la propolis sont conservées secs, soit au réfrigérateur (4° C) ou soit encore
au congélateur (-20° C), soit a température ambiante dans un milieu opaque. Apres un
traitement ou une analyse de ses extraits, ils peuvent étre conservés a 1’état liquide

(Boisard S, 2014).
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1.6. Utilisation par I’abeille

La propolis est utilisée pour colmater les trous et les fissures, lisser la surface intérieure
et conserver la température interne de la ruche ainsi que pour prévenir l'altération (par
exemple, elle est utilisée pour diminuer la taille de I'ouverture de sortie pendant les saisons
fraiches), et l'invasion des prédateurs. En raison de son activité antimicrobienne, il
contribue également & un environnement interne aseptique et est utilisé pour momifier le

corps des intrus afin d’éviter leur putréfaction a I’intérieur de la ruche) (Kocot et al, 2018).
1.7. Utilisation de la propolis par ’homme
La propolis est largement utilisée dans plusieurs domaines tel que :
1.7.1. La medecine

La propolis possede un large spectre d’activités biologiques et pharmacologiques, y
compris antioxydant, anti-inflammatoire, immun modulateur, antimicrobien, antitumoral,

anticancéreux, cardioprotecteur, neuroprotecteur, et bien d'autres encore.
1.7.2. La cosmétique

La propolis est largement utilisée dans les produits dermatologiques tels que les crémes
et les onguents. Son utilisation dans les produits de soins de la peau est basée sur son anti
allergie, anti inflammation, propriétés antimicrobiennes, et 1’action promotrice sur la

synthese du collagene cosmétique (Pasupuleti et al, 2017).
1.8. Propriétés biologiques de la propolis
La propolis posséde un large spectre d’activité biologique.
1.8.1. Propriétés antibactérienne

L'activité antibactérienne de la propolis doit étre considérée a deux niveaux. D'une part,
elle est liée a I'action directe sur le micro-organisme, et l'autre a la stimulation du systéme
immunitaire, résultant en l'activation des défenses naturelles de I'organisme avec I'action
directe sur le micro-organisme, et l'autre avec la stimulation du systéme immunitaire.
L'analyse des mécanismes de propolis permet de déduire son effet sur la perméabilité de la
membrane cellulaire du micro-organisme, la perturbation du potentiel membranaire et la

production d'adénosine triphosphate (ATP) ainsi que la diminution de la mobilité
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bactérienne. Généralement, il est observe que Il'activité antimicrobienne de la propolis est
plus élevée par rapport aux bactéries Gram-positives qu'aux bactéries Gram-négatives
(Przybylek et al, 2019).

1.8.2. Propriétés anti-inflammatoires

Encore une fois, ce sont les flavonoides qui jouent le rdle principal dans I’inflammation.
En effet, ils inhibent la synthése des prostaglandines, ainsi que la prolifération des
lymphocytes B et T. On pourrait expliquer cela par le fait que les flavonoides ont la faculté
d’inhiber I’action de protéines kinases (Protéine Kinase C ou encore protéine tyrosine

kinase). Parallelement, une stimulation des macrophages sera observeée.

Certains composés aromatiques et phénoliques, tels que ’acide caféique ou I’acide
férulique possedent respectivement des propriétés analgésiques, anti-inflammatoires et

anti-oxydantes, anti-inflammatoires, régénératrices cellulaires.

L’association d’un extrait de pellicules de raisin riche en anthocyanes, dont la MVG
(malvidine 3-O-glucoside), a la propolis, riche en d’autres polyphénols (flavonoides et
acides phénols), limite la production de médiateurs de I’inflammation sur un modé¢le in
vitro. De plus, dans une étude effectuée in vivo sur des rats arthritiques, il a été observé une
diminution des signes inflammatoires de 1’ordre de 41 % pour des rats traités par
I’hydrocortisone, cette diminution des signes inflammatoires étant plus importante (67 %)

pour des rats traités avec une association raisin/propolis (Mossalayi et al, 2013).
1.8.3. Activité antivirale

Il est connu que, la propolis a montré une activité antivirale qui a été fortement
documentée.en inhibant I'entrée du virus dans les cellules, créant une perturbation dans la
réplication virale qui cause la destruction de I'ARN avant ou apres sa libération (ARN)
dans les cellules (EL HOUSSEINI, 2013). Parmi les virus que la propolis s’attaque, on
cite : les poliovirus, les virus de type herpés (dont zona), les adénovirus, le virus de la
grippe H1IN1, de I’hépatite B et de la stomatite vésiculaire (DONADIEU, 2008).

Les flavonoides qui incluent le kaempferol, lI'acétine, la quercétine, la galangine et la
chrysine ont été rapportés comme cytotoxiques. D'autres chercheurs ont signalé qu'un
composé, séparé de la propolis de peuplier, appelé cafféate de 3-méthyl-but-2-ényle, inhibe

le titrage et la synthése d'’ADN du virus de I'nerpes simplex (type 1) ex vivo. Un autre
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composé appelé isopentyl ferulated a montré une activité contre le virus de la grippe Al
Honey Kong (H3N2) ex vivo. La propolis a montré une activité antivirale contre le virus
de la grippe aviaire, le virus de la fievre de la vallée du rift, le virus de la maladie de
Newcastle de Newcastle, le virus de I'herpes bursal et le virus de la grippe (Anjum et al,
2018).

1.8.4. Propriétés antifongique

La propolis a montré une activité contre différents champignons. Il a été étudié que, la
propolis inhibe les champignons aflatoxigénes, et diminue également la croissance
conidienne dans Aspergillus flavus. La propolis de différentes régions montre une activité
contre Candida guilliermondii, C. guilliermondii, C. krusei, C. albicans. Dans une autre
investigation, une propolis francaise a été utilisée efficacement contre les pathogénes
fongiques humains C. albicans, C. glabrata, Aspergillus fumigates. Un constituant de la
propolis appelé pinocembrine montre une activité contre Penicillium ita-licum, qui arréte la
croissance myceélienne et agit sur la respiration et I'noméostasie énergétique du pathogéne
conduisant a la rupture de la membrane cellulaire et au désordre du métabolisme (Anjum
et al, 2018).

1.8.5. Propriétés anti-oxydante

La propolis est une substance constituée de nombreux composés antioxydants :
vitamines E et C et des polyphénols. Les études ont montré que ’activité antioxydante de
la propolis était positivement corrélée avec son contenu en polyphénols. De ce fait, la
propolis de peupliers plus riche en polyphénols posséde un potentiel antioxydant supé-rieur
a celui de la propolis verte du Brésil par exemple .Dans le méme esprit, on trouve que la
valeur ORAC d’une résine pure et entiere de propolis est supérieure a celle de ses
différentes sous-fractions organiques. In vivo, la propolis réduit significativement la
lipoperoxydation dans différents organes (foie, rein, poumon, cerveau) et module
I’expression des enzymes anti oxydantes (catalase, superoxide dismutase, glutathion
peroxydase). Le CAPE est le composé presentant le meilleur pouvoir antioxydant (N.
Cardinault, M.-O. Cayeux, P. Percie du Ser 2012).
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2. Les huiles essentielles
2.1. Définition des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des essences, aromatiques, volatiles, huileuses et fluides,
sont synthétisés par les plantes medicinale. (AFNOR, 2000). Elles sont obtenues par
différentes procédés mécaniques d’extractions a partir d'une matiére premiere d’origine

végetale (Bruneton, 1999).
2.2. Localisation des huiles essentielles dans la plante

Les huiles essentielles sont des métabolites secondaires bio synthétisées par des familles
botaniques différents qui présentent des organes sécrétrices, qui peuvent étre aussi un lieu
de stockage de ces huiles telle que les poils sécréteurs (Lamiaceae), les poches sécritrices

(Myrtaceae) et les canaux sécriteurs (Apiaceae) (Bouyahya et al, 2016).

Elles sont stockées et localisées divers organes de la plante comme les sommités
fleuries (menthe, lavande), les feuilles (eucalyptus, laurier), les rhizomes(gingembre), les
fruits (agrumes, badiane, anis), les racines (vétiver), les graines (muscades), bien que cela

soit moins habituel dans des écorces (cannelier) (Yahyaoui, 2005).
2.3. Les composition chimiques des huiles essentielles

En général, huiles essentielles sont un mélange complexe et variable qui se compose
souvent de 300 constituants, cependant, la majorité des huiles comportent 20 a 60
molécules qu’ils sont caractérisés par des origines biosynthétiques distinctes. Les terpénes
sont des composés prédominants, mais les phénylpropanoides et les autres composés
(composés nitriques et sulfuriques) se retrouvent avec des fréquences plus faibles et en
proportion similaire. Elles peuvent aussi contenir des composés azotés et sulfuriques
(Bouyahya et al, 2016).

2.3.1. Les composition chimiques des huiles essentielles de la propolis

Les huiles essentielles de la propolis posseédent plusieurs compositions chimiques
présentant une activité antibactérienne important, pour cette raison plusieurs études sont
réalisées pour identifier les différents constituants des huiles essentielles. Le tableau
suivant presents les différent compositions majoritaires des huiles essentielles des la

propolis récoltée par différentes régions.
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Tableau N° 3: Les compositions chimiques majeures des huiles essentielles responsables a
I’activité antibactérienne de la propolis récoltées par différentes pays de monde.

L’origine de propolis

Compositions des HEs

Références

Cerrado biome in

Midwest Brazil.

(E)-Caryophyllene (7.85%)
Cadinene (7.67%)

Spathulenol (6.65%)

(Fernandes et al,
2015)

a-pinene (23.0% — 53.4%)

(KasSkoniene et al,

Urugua _pi % — 0
guay B —pinene (24.1% — 27.4%) 2014)
limonene (2.1% — 15.6%)
Eucalyptol (25.9%)
] a-pinene (20.6%) (Kaskonien et al,
Estonia
benzaldehyde (10.8%) 2014)
B-pinene (8.9%)
_ a-pinene (52.5%) (Kagkoniene et al,
Brazil
B-pinene (20.8%) 2014)
3-methyl-3-butene-1-ol (40.3%)
chi 3-methyl-2-butene-1-ol (11.6%) (Kaskoniene et al,
ina
4-penten-1-yl acetate (9.0%) 2014)
a-longipinene (9.4%)
China (Heilongjiang, acetic acid (44.3% - 60.0%) (Cheng et al,
Beijing) benzyl alcohol (7.3% - 13.9%) 2013)
acetic acid (25.3%)
China (Shanghai) , cedrene (10.4%) (Cheng et al,
3-methyl-3-buten-1-ol (7.1%) 2013)
acetic acid (11.4%)
-(1.5-di -4- - 4- - Cheng et al,
China (Shandong) 1-(1,5-dimethyl-4-hexenyl)- 4-methyl ( g
benzene (9.7%) 2013)

1,2,3,4, 4a,5,6,8aoctahydro-4a,8-
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dimethyl-2-(1-methylethenyl)-
naphthalene (8.3%)

benzyl alcohol (7.4%)

Turkey (Eastern
Anatolia)

phenyl ethyl alcohol (7.7%)
benzyl alcohol (7.4%)
decanal (6.7%)

ethyl benzoate (6.5%)

(Hames-Kocabas
et al, 2013)

Turkey (North Eastern

Cedrol (7.0% - 15.6%)

a-bisabolol (14.3%)

(Hames-Kocabas

Anatolia) et al, 2013)
d-cadinene (2.7% - 5.6%)
Nerolidol (104% — 147%) (Huang et a|,
Brazil
benzenepropanoic acid (14.9% — 20.8%) 2013)
Viridiflorol (9.0% — 39.0%)
) (Miguel et al,
Portugal n-tricosane (5.3%)
2013)

n-nonadecane (4.0% —18.0%)

India (Maharashtra state)

Tricosane (13.6%)
hexacosane (11.5%)
palmitic acid (8.5%)

linalool (6.7%)
methyleugenol (6.0%)

(Naik et al, 2013)

Italy (Northern)

Acid benzoique (3.1% — 30.1%)
benzyl benzoate (0.2% — 13.1%)
B-eudesmol (2.9% — 12.9%)
6-cadinene (1.3% — 13.3%)
y-cadinene (1.4% — 8.9%)

T-cadinol (2.7% — 10.0%)

(Pellati et al,
2013)
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a-cadinol (4.8% — 9.7%)

Italy (Southern)

a-pinene (13.2%)

germacrene D-4-ol (6.3%)

(Pellati et al,
2013)

Ethiopia (Assela)

5, 6, 7,8-tetramethylbicyclo [4,1,0]

hept-4-en-3-one (15.0%)

acoradiene (13.8%)
epicedrol (6.8%)

(Haile et al, 2012)

Ethiopia (Haramaya)

Calamenene (13.8%)

4-terpineol (8.6%)

epi-bicyclosesquiphellandrene (8.4%)

(Haile et al, 2012)

Longipinene (24.9%)

Brazil a-eudesmol (6.9%) (LiY-Jetal,
razi
-eudesmol (6.1%) 2012)
[-caryophyllene (5.3%)
Santiago

(état de Rio Grande do
Sul au Breésil)

a-pinene (62%)

b-Pinene (29,2%)

(Simionatto et al,
2012)

Jaguari (état de Rio

Grande do Sul au Brésil)

a-pinene (63%)
b-Pinene (12,5%)

Limonene (11,2%)

(Simionatto et al,
2012)

San Francisco de Assis
(état de Rio Grande do

Sul au Brésil)

a-Pinene (57%)

b-Pinene (30,8%)

(Simionatto et al,
2012)

Brazil (Rio Grande do
Sul State)

a-pinene (57.0% — 63.0%)

B-pinene (12.5%-— 30.8%)
limonene (1.5% — 11.2%)

(Simionatto et al,
2012)
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Argentina (Andean

region)

O-cimene, limonene

(Aguero et al,
2011)

Brazil (Rio de Janeiro

a-pinene (18.3%)

B-pinene (6.5%)

(loshida MDM et

State) d-cadinene (7.0%) al, 2010)
B B-caryophyllene (12.7%) (Oliveiraet al,
Brésil
Acétophénone (12.3%) 2010)
(Rio de Janeiro)
Linalol (6,47%)
a —bisabolol (20.1%)
_ _ (Fu Y-X et al,
China (Inner Mongolia) 2-methyl-3-buten-2-ol (10.8%)
2009)
3-methyl-2-butene-1-ol (8.3%)
3-methyl-2-buten-1-ol (26.8%)
China (Inner Mongolia) phenylethyl alcohol (17.1%) (FuY-Xetal,
2-methoxy-4-vinylphenol (9.5%) 2009)
Heptadecane (7.0%) (Fu Y-X et al,
China (Inner Mongolia)
phenantrene (4.0%) 2009)
(E)-nerolidol (17.1%)
Brazil (Minas Gerais (de Albuquerque
- 0,
State) B-caryophyllene (13.4%) IL, 2008)
selina-3,7(11) diene (10.4%)
Nerolidol (6.6%)
] (Marostica Junior
Brazil trans-caryophyllene (4.1%)

spatulenol (3.6%)

RM et al, 2008)

Brazil (Teresina, Piaui
State)

1,8 — cineole (24.0%)

exo-fenchol (11.3%)
terpinen-4-ol (7.7%)

(Torres RNS,
2008)

Brazil (Piaui State)

a-pinene (0.3% — 34.4%)

E-caryophyllene (2.6% — 17.4%)

(Torres RNS et
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a-copaene (3.6% — 7.5%) Al, 2008)
a —pinene (7.9% — 45.8%)
] (Melliou et al,
Greece trans-B-terpineol (2.2% — 6.6%)
2007)
Junipene (1.5% — 11.7%)
a-pinene (11.9%)
Mexico (Y ucatan) (Pino JA et al,
exico (Yucatan ic aci 0
hexadecanoic acid (10.9%) 2006)
trans-verbenol (7.0%)
a-pinene (17.6%)
[-caryophyllene (11.8%)
Mexico (Yucatan), (Pino JA et al,
_ spatulenol (9.7%)
stingless bees 2006)
caryophyllene oxide (9.5%)
B-bourbonene (9.2%)
a —terpinene (21.8%)
a —terpineol (12.3%) o
Turkey (South Eastern o (Yildirim et al,
) junipene (9.1%)
Anatolia) 2004)

cinnamyl alcohol (8.7%)
[-cariophyllene (8.1%)

Brazil, stingless

manool, totarol

(Patricio EFLRA

(10.2%)

M. comperittes — ethylphenol (11.4%)

Friesomelita et al, 2002)
) ) (Kujumgiev et al,
Bulgaria sesquiterpene alcohol M = 222 (15.5%)
1999)
Tetragona: nerolidol (12.3%)
Spatulenol (10.4%)
o ) o ) (Bankova et al,
Brazil, stingless bees Melipona quadrifasciata — p-cimen-8-ol 1999)

Canary islands

Nerolidol (3.2% — 11.0%)

(Bankova et al,
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spatulenol (3.2% — 8.4%) 1998)
ledol (1.6% — 3.8%)
Spatulenol (3.0% — 13.9%)
Brazil (Bankova et al,
razi - _
(2Z, 6E)-farnesol (1.6 — 14.9) 1998)
prenyl-acetophenone (0.2 — 8.7)
Limonene (6.4% — 10.5%)
Croati (Borcic et al,
roatia 0p — 0
benzyl alcohol (3.1% — 18.2%) 1996)
benzyl benzoate (3.6% — 4.4%)
benzyl benzoate (86%) (Bankova et a|,
Mongolia
Sesquiterpene alcohol M = 222 (15.7%) 1994)
Cadinene (10.5%)
Albani (Bankova et al,
ania 0
methoxyacetophenone (9.0%) 1994)
sesquiterpene alcohol M = 222 (18.5%)
_ B-eudesmol (8.8%) (Bankova et al,
Bulgaria
§-cadinen (5.3%) 1994)
6-methylheptyl-5-en-2-one (16.0%)
(Greenaway et al,
UK (Wales) benzyl alcohol (14.2%)
1989)
benzaldehyde (9.0%)
Hungary B-eudesmol, benzyl benzoate (Petri et al, 1988)

Poland (Southern)

farnesol, dihydroeudesmol, guaiol

(Maciejewicz et al,
1983)

France

B-eudesmol (30.0%)
guaiol (10.0%)

benzyl benzoate (8.0%)

(Clair et al, 1981)

Czech Republic

benzoic acid, benzyl alcohol, vanillin

eugenol

(Janas et al, 1974)
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2.4. Propriétés physico-chimiques des huiles essentielles

» Caractéristiques physiques

Les huiles essentielles sont liquides a la température ambiante

Leur densité est généralement inférieure a 1.

Elles ont indice de réfraction souvent élevé.

Elles sont douées d'un pouvoir rotatoire.

Elles sont peu solubles dans I'eau et solubles dans la majorité des solvants

organiques tels que I’alcool et 1’éther.
. Elles peuvent étre incolores ou colorées et sont sensibles a I'altération.

. Elles ont tendance a se polymériser pour former des produits résineux
(Bruneton, 1993 ; Erman, 1985).

» Caractéristiques chimiques

Les huiles essentielles s’oxydent a la lumiére et absorbent de grandes quantités d’O2 de

I’air, en se résinifiant, ce qui modifie leurs odeurs (Padrini, 2003).
2.5. Méthodes d’extraction des huiles essentielles

L’extraction des huiles essentielles repose sur différentes Techniques. Généralement la
méthode d’extraction utilisée choisi en fonction de la nature de la substance végétale a
traiter, de la nature des composeés et du rendement en huiles. Les méthodes d’extraction qui
intervient sont extraction au CO2 supercritique, Expression a froid 1’entrainement a la
vapeur d’eau et 1’hydro-distillation est la technique la plus ancienne et également la plus

utilisable.
» Technique d’hydro-distillation

C’est une technique qui consiste a immerger directement le matériel végétal a traiter
dans un alambic rempli d’eau et porter a ébullition. Les vapeurs d’eau formées au sein de
I’eau bouillante entrainent I’huile essentielle qui est recueillie aprés condensation et

décantation (Anonyme, 2008 ; Paris, 1965).
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2.6. Utilisation des huiles essentielles :
Les HE ont de nombreuses utilisations (Mansour, 2006) ; notamment :
« Les HE agissent contre des insectes ou des animaux.
« Il attire les insectes et contribue ainsi a la pollinisation croisée entre les plantes.

« Peut étre utilisé comme substance thérapeutique ; par exemple comme mouline a

vent ; diurétique ; antiseptique ou anthelminthique.
« Ajoutez aux aliments comme épice pour obtenir un gout délicieux et délicieux.

« Ajouté aux bonbons ; aux boissons gazeuses et non gazeuses ; aux médicaments ;aux

cosmétiques et aux cigarettes.

« |l est utilisé dans la fabrication de savon et de pesticides ménagers ; pour son

arome.
2.7. Les activités biologiques des huiles essentielles :

Huiles essentielles présentent des activités antimicrobiennes tels que antibactérienne
et antifongique, antiseptique, anti-inflammatoire (Fekih, 2014), antiviral, antioxydant
(Laurent, 2017).
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2.7.1. L’activité antibactérienne des huiles essentielles de la propolis

Tableau N° 4: I’activité antibactérienne des huiles essentielles de la propolis de certaines payes de monde

Origine Diameétres des zones d’inhibition (ZI=mm) Référence
Gram positif Gram négatif
Staphylococcus Staphylococcus | Bacilo Streptococcus Escherichia Pseudomona Klebsiella
aureus epidermides subtilis pyogenes coli s aeruginosa | pneumoniae
SR ATCC | ATCC | 25/04 | 194/02 | ATCC | 93007 | 75194 | 36298 | ATCC ATCC ATCC
25923 6538 6633 25792 25619 1003
Bg 4> - - - - - - - - - - - ( Kujumgie6
Bri 12.1+0.6 etal, 1999)
Br2 11.5+0.3
Br3 12.8+0.3
11.2+0.3
Br4d
21.0£2
Gl
16.0£0.7
G3 23.0£1.3
K1 12.3+1.1
K2
Rio de - 14 - 10 10 - 14 18 17 - - - (Oliveiraet al,
Janeiro(B 2010)
résil)
Santiago( - - 12 - - 11 - - - 11 10 11 (Simionatto et
Brésil) al, 2012)
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SR : Sans Réfference

Bg :dans la région de Sofia, Bulgarie ; Alb, prés de Tirana,Albanie; Mong, prés d'Ulan Bator, Mongolie ;Egypte, a Bani Swaief, prés de Gizeh,
Egypte

Brl :prés de Rio Claro City, Etat de Sao Paulo, Brésil

Br2 :prés de Prudentopolis, Etat du Parana, Brésil

Br3 :prés de Pacajus, Etat du Ceara, Brésil

Br4 : présLimera, Etat de Sao Paulo, Brésil

K1 :prés de SanMateo, Gran Canaria, Tles Canaries

K2 : présTelde, Gran Canaria, Tles Canaries

G1 :dans I'Etat de Picas Piani, au Brésil, recueilli par I'abeilleMelipona compressipes, et G3, & Prudentopolis,Etat du Parana recueilli par I'abeille
Melipona quadrifasciata anthidioides. (G1 et G3 sont produits par des abeilles indigenes sans dard du genre

Mélipone.)
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Tableau N° 5: I’activité antibactérienne des huiles essentielles de la propolis de certaines payes de monde (CMI=mm)
Origine CMI (mg/ml) Référence
Gram positif Gram négatif
Staphylococcus | Staphylococcus | E.feacalis | Escherichia |  Pseudomonas Klebsiella Enterobacter
aureus epidermides coli aeruginosa pneumoniae Cloacae
ATCC ATCC ATCC ATCC ATCC | ATCC | ATCC | ATCC ATCC
25923 12228 29218 25922 227853 | 27853 | 13883 | 700603 13047
1/Chalcidique (Melliou et
(NorqI-Est de 6,80 5,60 - 4,90 5,70 - 5,30 - 5,80 al, 2007)
la Grece)
2/ile d'Andros 4,10 4,90 - 4,20 5,20 - 4,80 - 5,30
(Egée)
3/Agrinio
(Centre-Ouest 5,30 7,20 - 3,80 6,90 - 6,90 - 7,90
de la Grece)
4/Arta( Nord-
Ouest de la 6,70 6,50 - 3,40 5,90 - 5,60 - 3,10
Gréce)
5/Preveza
(Nord-Ouest 6,50 6,40 - 3,90 7,10 - 7,80 - 7,90
de la Gréce)
Brazilian (Fernandes
) >1 - 5,0 >1 - >1 >1 -
Cerrado biome et al, 2015)
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Chapitre II Antibiothérapie et la résistance bactérienne

1. Antibiothérapie

Antibiothérapie est défini comme un traitement des maladies infectieuses par
I’utilisation des antibiotiques qui apparue a partir de 1941 une véritable révolution. Pour
cette raison, le traitement avec les antibiotiques dépend de la connaissance des propriétés
bactériennes responsables de la maladie et de la pharmacocinétique de I’antibiotique ce qui
prévient le risque des bactéries (Morri et al, 2017). Eradiquer complétement les infections
bactériennes pendant 1’age d’or qui s’étendait sur un demi-siecle. Apres cette période une

émergence de I’antibiorésistance était observée (Trémoliéeres, 2010).
1.1. Définition des Antibiotiques

Pour traiter les différents infections bactériennes en utilise des substances chimiques
sont appelés les antibiotiques qui ont la capacité de tuer ou d’empécher la croissance
bactérienne mais leur administration il doit étre a des faible doses moins de 1mg /ml
(Lancini et al ,1995) pour éviter des altérations dans la hote.lls sont des produits naturelles

d’origine microbienne ou synthétique tels que les sulfamides (Yala et al, 2001).
1.2. Classification des antibiotiques
Les antibiotiques sont classifiés selon différentes critéres :
1.2.1. Classification des antibiotiques selon leur origine

» Les antibiotiqgues naturels: sont obtenues a partir des micro-organismes
(Mokrani et Hamdani, 2017) de type champignons inférieurs comme penicillium pour les
pénicillines (Yala et al, 2001), Céphalosporium pour les céphalosporines (Ghuysen, 1975)
et bactéries comme Bacillus pour polymyxine-colistine (moroh, 2013), et Stréptomyces
pour streptomycine (lancini et al, 1995).

» Les antibiotiques hémi-synthétiques : sont élaborées par modification chimiques
des substances de base naturelle comme les béta-lactamines (Mokrani et Hamdani,
2017).

» Les antibiotiques synthétiques ou artificiels: sont résulté et issue par synthése
chimique (par I’intervention des produits chimiques en laboratoire) comme les quinolones

et les sulfamides (Mokrani et Hamdani, 2017).
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1.2.2. Classification des antibiotiques selon la cible bactérienne

Les antibiotiques agissent différentes cible des bactéries tel que la paroi bactérienne, la
membrane cytoplasmique, la synthese des protéines, la synthése des acides nucléiques
(Sultan et al, 2018).

1.2.3. Classification selon la nature chimique

Elle est basée sur la structure chimique de base (noyau de base ex : cycle R-lactame) sur
laquelle il y a hémi synthese (Mohammedi, 2010), (CATTOIR V, 2006). Selon la nature

chimique du cycle de base elle existe cing familles des antibiotiques :

» Péname porte un cycle a 5 sommets dont un soufre comme les pénicillines.

» Clavame porte un cycle a 5 sommets dont un oxygéne comme les 3-lactamines.

» Carbaménéme porte un cycle insaturé a 5 sommets carbonés comme les
imipenemes.

» Cépheme porte un cycle insaturé a 6 sommets dont un soufre comme les
céphalosporines.

» Oxacéphéme porte un cycle insaturé a 6 sommets dont un oxygéne comme les
lactamoxef (Hnich, 2017).

1.2.4. Classification des antibiotiques selon leur spectre d’activité

» Les antibiotiques a large spéctre : ils sont agisse avec plusieurs types de microbe
tel que les bactéries a Gram positif et a Gram négatif, les virus plus gros, les organismes de
types pleuropneumonie et protozoaires (ex : pénicillines, clarithromycines, azithromycines)
(Naveed et al, 2020).

» Les antibiotiques a spéctre étroit: ils affectent un nombre limité des bactéries et

des microbes (ex : trobramycine, flucloxacilline) (Naveed et al, 2020).
1.2.5. Classification des antibiotiques selon I’effet

» Antibiotiques bactéricides : ils tuent les bactéries (Basha, 2019). Cet effet est
évalué par la mesure de concentration minimale bactéricide (CMB) (Lleo et al, 1987).

» Antibiotiques bactériostatiques : ils inhibent la croissance bactérienne, et garder
la viabilité (Basha, 2019). Cet effet est évalué par la mesure de concentration minimale
inhibitrice (CMI) (Lleo et al, 1987).
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1.3. Mode d’action des antibiotiques

Les antibiotiques agissent sur différentes cibles moléculaire de la bactérie par

différentes modes d’action. On distingue :

Inhibe la synthese de peptidoglycane.
Altération de paroi.
Inhibe la synthése des protéines.

Inhibe la synthése des acides nucléigues.

YV V V VYV V

Perturbation de métabolisme intermédiaire (Olivier L, 2017).
2. Résistance aux antibiotiques

A la fin de I’age d’or, le miracle des antibiotiques dans le traitement des infections
bactériennes se transforme en cauchemar, lors I’apparition de I’antibiorésistance a 1’échelle
mondiale qui devient une préoccupation majeure, a la fois sur des questions sanitaire,

économique, mais surtout humain (Trémoliéres, 2010).
2.1. Définition de la résistance aux antibiotiques

La résistance aux antibiotiques c’est un phénomeéne défini par la capacité des souches
bactériennes d’adapter ou de résister les différents types d’antibiotiques (ZIATI, 2021).
Elle résulte par I’utilisation exagérée et injustifiée des antibiotiques, a permis la sélection

de souches bactériennes résistantes (Med Sci, 2021).

L’évolution des antibiotiques au cours du temps suivi par I’augmentation des bactéries

multi résistantes(BMR), puis les maladies infectieuse.

L’antibiorésistance présente une adaptation et stimulation de la croissance des bactéries,
a des doses trés élevées d’antibiotique ou par une simple augmentation de la CMI
(Concentration Minimale Inhibitrice) par rapport a la sensibilité normale d’un groupes de
bactéries appartenant a une méme espece. De fait, qu’elle soit naturelle ou acquise, elle

empéche la disparition du foyer infectieux (RACHIDI, 2016).

La plupart des bactéries a Gram- résistent les antibiotiques telque
Acinetobacterbaumanni, Pseudomonas aeruginosa ou encore certaines entérobactéries
(Tacconelli et al, 2018).
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2.2. Les types de résistance

Selon le type d’antibiotique utilisé et la présence de génes de résistance et la capacité
d’entrer et d’exprimer du matériel génétique a travers différents hotes (Schwarz et al,
2001), en distinguer deux types de | antibiorésistance : la résistance innée et la résistance

acquise.
2.2.1. Résistance innée

C’est est une résistance naturelle ou les souches bactériennes de méme espéce sont
d’origine résistent un ou plusieurs antibiotiques (Perry et al, 2016), par 1’expression des
génes chromosomiques (la résistance chromosomique).Elle est stable, et transmise a la
descendance lors de la division cellulaire, via le chromosome bactérienne (Transfére
vertical) (MEDICAL, 2012).

La Société Francaise de Microbiologie (SFM) définit la résistance naturelle comme la
caractéristique d’une espéce bactérienne, qui se traduit par des concentrations minimales
inhibitrices (CMI), supérieures a la concentration critique supérieure des tests de sensibilité
pour [D’antibiotique concerné. Habituellement, le support de cette résistance est

chromosomique (Peyrou, 2001).
2.2.2. Résistance acquise

La résistance acquise c’est I’inverse de la résistance naturelle.Elle est spécifique pour
certaines souches bactériennes, qui sont capable de résister une concentration
d'antibiotique beaucoup plus élevée, que celle supportée par les autres souches de la méme
espéce (DEMBELE, 2020). Elle peut s'acquérir soit par mutation chromosomique, soit par
acquisition de matériel génétique exogene (résistance extra chromosomique) (Peyrou,
2001).

2.2.2.1. Résistance par mutation chromosomique (intra chromosomique)

La résistance s’effectue soit par une mutation génomique provoquant un changement de
la séquence nucléotidique qui moduler I’expression génique puis la molécule cible
d’antibiotique qui serait impossible d’interagir avec lui, soit par une recombinaison
rassurante la transition de fragment d’ADN d’un endroit chromosomique bactérienne a un
autre, pour il serait facilement a déplacer et il s’agit de transposon ou intégrons ( Zogheib
et al, 2005).
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Lors la division cellulaire la transmission des genes de résistances vers les

décondenses est verticale.
2.2.2.2. Résistance extra chromosomique

C’est I’acquisition de gene de résistance d’un plasmide étrangére, issue par une autre
bactérie par des mécanismes de conjugaison, transformation ou transduction. Le transfert

de matériel génétique est horizontal.

Gréace a ce processus, les bactéries partagent entre elles des informations génétiques, ce
qui leur confére un trés grand pouvoir d’adaptation aux milieux environnementaux qu’elles

habitent (Springman et al 2009).
2.3. Mécanisme de résistance
Les souches bactériennes présentent quatre grands mécanismes des résistances :
2.3.1. Modification enzymatique

Les bactéries synthétisent des enzymes qui alertent la structure chimiques des
antibiotiques puis leur disfonctionnement (inactivation) soit par un clivage dans le cas de
B-lactamase qui dégrade le cycle B-lactame de pénicilline et de céphalosporine(Jacoby,
1994) , soit par ’ajoute des groupements chimiques dans le cas des aminoglycosidases
(AMG) Acétyltransférase, I’AMG Adényltransférase ou phosphotransférase qui sont
inactivées les aminosides ou les chloramphénicolacétyltransférase qui détritent les

chloramphénicols.(Munita et al, 2016).
2.3.2. Modification de perméabilité membranaire

La bactérie présente un systéeme de permeabilité et de protection contre les agressions
extérieurs .ce systetme se constitue d’une paroi rigide et résistante, qui se differe

structurellement d’une bactérie a gram négatif a une autre bactérie a gram positif.
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Figure N° 6: Paroi bactérienne (perry et al. 2002)

La paroi bactérienne assure les echanges membranaires entre le milieu intra et

extracellulaire tel que les éléments indispensables a la vie bactérienne.

Les substances hydrophobe sont perméable & la membrane, mais les ions et les petites
substances hydrophiles sont imperméable (Davin-Regli, 2020) comme les antibiotiques

qu’ils sont transportés par des canaux protéique appelées porines.

Les interactions antibiotique-porine modulent I’expression génique des porines soit par
une perte d’expression et diminution de nombre des porines ou par une mutation qui
provoque un changement de conformation et un rétréssicement de canal puis

I’imperméabilité membranaire (Davin-Regli et al, 2020).

La diminution de permeabilité est un mécanisme de resistance le plus répondu shez les
bactéries a Gram négatif tel que P. aeruginosaet les Enterobacteriaceae (ALEKSHUN,
2007).
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2.3.3. Modification et remplacement de la cible

L’antibiotique pénétre a I’intérieur de la bactérie peuvent étre modifié ou remplacer leur
cible. Ce processus est plus sauvant existe pour les pénicillines, les glycopeptides et les
molécules du groupe MLS chez les bactéries a Gram positif et pour les quinolones chez les
bactéries a Gram positif et a Gram négatif (GUARDABASSI L, 2006).

Ce type de résistance peut étre la conséquence de I’acquisition de matériel génétique
mobile codant pour une enzyme modifiant la cible de I’antibiotique, ou peut résulter d’une

mutation au niveau de la séquence nucléotidique de la cible (ALEKSHUN M, 2007).

La résistance aux quinolones résulte a I’existence de géne plasmidique Qnr (Quinolone
resistance) dont 5 groupes existent (CAVACOL, 2009), I’expréssion de ce dernier
produise des protéines Qnr qui se fixent sur les topoisomérases, cibles des
fluoroquinolones, réduisent I’affinit¢ de la famille d’antibiotiques pour leurs cibles

(WANG M, 2009).
2.3.4. Pompes a efflux

Les bactéries Présentent plusieurs pompes d’efflux qui leur permettent de se résister aux
stress générés par des molécules toxiques, incluant les antiseptiques et les antibiotiques.
Ces pompes sont parfois spécifiques, mais, le plus souvent, elles sont aptes a exporter des
substances de structure et de fonctions trés différentes. L’ensemble de ces propriétés
confere aux bactéries une grande capacité d’adaptation et donc un potentiel a développer

un phénotype de multi-résistance. (Boulant, 2020).

Les génes codant pour ces transporteurs protéiques sont présents chez presque toutes
les bactéries et se situent sur le chromosome ou sur un plasmide (Boulant, 2020).

Trois genes codant pour des systemes d’efflux ont été décrits chez les cocci a Gram
positif. Leur produit forme un transporteur protéique qui diminue 1’accumulation de

I’antibiotique dans la cellule. (Quincampoix et al, 2001).
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Chapitre I

Matériel et méthodes

1. Matériel

L’ensemble des manipulations ont été réalisé dans les laboratoires du centre universitaire

Abdelhafid Boussouf de Mila :

> LSNM : laboratoire de recherche Sciences naturelles et des matériaux.

» Laboratoires pédagogiques de sciences de la nature et de la vie.

1.1. Matériel technique :

Tableau N° 6: Verriéres et accessoires

Verriéres et accessoires

Papier d’aluminium Potence (support) Ballon a fond rond
Papier film Boite de Pétri en verre Chauffe ballon (bec
électrique)
Papier filtre Boite de Pétri en plastique Réfrigérant a eau
Papier Wattman Pissette Comte goute
Etiquette Porte tube Thermostat
Mortier et pilon Tube a essai Pince
Spatule Tube a vise Flacon + vial
Erlenmeyer Micropipette Embout
Entonnoir Eprouvette graduée Eppendorf
Bécher Ampoule a décanter Pipette pasteur
Ecouvillon Cuve
Tableau N° 7: produits chimiques et réactif
produits chimiques Réactifs

Chloroforme Chlorure d’aluminium

n-hexane Acide gallique

Méthanol Quercitine

Ether di éthylique Folin Ciocalteu

Ammoniaque Bicarbonate de sodium

Eau physiologie

Chlorure de sodium
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1.2. Materiel végetal :

Le matériel végétal utilisé pour cette étude est constitué de la propolis. Deux échantillons
de cette derniére ont été collectés dans deux régions différentes, ['une de la Wilaya de
Guelma (Djebel MAouna) et I’autre de la Wilaya de Mila, de la commune de Terrai Beinen,

exactement dans la région d’El Gharbia et Semta.

La propolis set récoltée durant la saison d’été en 2020.

Figure N° 8: Echantillon de propolis

1.3. Présentation géographique de la zone de prélévement de la propolis

Tableau N° 8: Information géographique des régions de prélevement de propolis

Géographie Wilaya de Mila Wilaya de Guelma
Coordonnées | Latitude : 36.45. Longitude : 6.26667 | Latitude: 36.4667, Longitude:
géographique | 36°27°0 " Nord, 6° 16’0" Est 7.43333 36° 28’ 0" Nord, 7° 25’

60" Est
Superficie 12 989 hectares 4 474 hectares 44,74 km?
129,89 km?
Altitude Minimale 155 m, Maximale 1040 m Minimale 256 m, Maximale 321
m, Moyenne 289 m
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e g EfGharbia A

(D

pie

Figure N° 9: Situation géographique de Terrai Beinen (El Gharbia et Semta), la Wilaya de
Mila (Google earth) .

Maroc

Figure N° 10: Situation géographique de la Wilaya de Guelma (Google earth).

1.4. Matériel microbiologique
1.4.1. Les souches bactériennes étudiées

Sept souches bactériennes de référence ont été testé :Enterococcus, Bacillus, Listeria,
Micrococcus, E-coli, Pseudomonas, Proteus.ces derniers souche obtenues de 1’American
Type de Culture Collection (ATCC). lls ont été obtenus par le laboratoire de recherche
BVBR de I"université d’0Oum El Bouaghi, et par le laboratoire de phytopathologie et de

microbiologie de I’université Ferhat Abbes,Sétif 01.
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Tableau N° 9: les différentes souches testées dans 1’activité antibactérienne.

Gram Famille Genre Espece Référence
Positif Enterococcaceae Enterococcus Faecalis 14C1104
Bacillus Bacillus Cereus ATCC10876
Listériaceae Listéria monocytogenes | ATCC15313
Micrococcaceae Micrococcus Luteus ATCC4698
Négatif Entérobacteriaceae Escherichia Coli ATCC9738
Proteus Mirabilis ATCC35659
Pseudomoneae Pseudomonas aeruginosa ATCC27853

1.4.2. Antibiotiques

Différentes antibiotiques de 3 familles sont utilisés dans notre étude comme des control

positif.
Tableau N° 10: Caractéristiques des antibiotiques utilisés.
Famille Antibiotique Abréviation | Concentration (pg /ml)
B-lactamine Ampicilline AMP1 10
Céfazoline CZ 3o 30
Imipénem IPM1o 10
Aminoside Amikacine AK1o 10
Gentamicine GEN1o 10
Phénicol Chloramphénicol Cao 30
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1.4.3. Les milieux de culture

1.4.3.1. La gélose nutritive (GN)

Elle s’utilise pour la croissance, isolement et réactivation des souches bactériennes.
1.4.3.2. La gélose Muller Hinton (MH)

Elle s’utilise pour tester la sensibilité des bactéries aux antibiotiques et aux extraits des
produits naturelle. Elle facilite la diffusion des antibiotiques et la croissance des souches

bactériennes.
2. Méthode
2.1. Broyage de propolis

La propolis est une matiere difficile a broyer grace leur compositions chimiques (résine,

cire), donc elle refroidie dans un réfrigérateur, puis elle est broyée a I’aide d’un mortier.

Broyage de propolis Poudre de propolis

Figure N° 11: Broyage de propolis
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Au laboratoire pédagogique de SNV : laboratoire N°18
2.2. Extraction des huiles essentielles

L’extraction des huiles essentielles se réalisent par une méthode d’hydrodistilation en

utilisant un Montage d’hydrodistilation .

Apres avoir pesé 50g de propolis, en va I’introduit dans un ballon avec un volume d’eau
distillée. L’ensemble est porté a 1’ébullition au-dessus d’une chauffe ballon, panant 3a4 h a
une température environ 80,90 a 100°C. Les vapeurs d’eau libérent les molécules
d’intérets.les plus volatiles d’entre elle sont emportées avec la vapeur .Celle-ci est ensuite
condensé dans un réfrigérant. Et les différentes substances sont récupérées séparément dans
une verrerie sous forme de I’hydrolat .L’huile colée aux parois de I’ampoule a décanter est
obtenue en lavant ce dernier par 1’éthére diéthyllique a 1’aide d’une micropipette .Conserver

I’huile essentielle dans un tube sec en verre dans un milieu opaque a température 4a6 °C

apres 1’évaporation de I’éthere diéthyllique.

Figure N° 12: Montage de I’hydrodistilation ~ Figure N° 13: Huile essentielle extraite de
propolis
Cette étape est réalisé au laboratoire de LSNM.

2.3. Extraction par solvants (CHCL3, hexane)

L’extraction par solvant est une méthode de séparation des molécules se trouvant dans
une matiere premicre solide, grace a I’utilisation d’un solvant liquide dans lequel la
molécule a extraire est soluble, puis 1’obtention d’un extrait brut. Cette méthode c’est une

extraction solide —liquide est utilisée pour extraire les composés phénoliques totaux.

5g de poudre de propolis ont été repris avec un volume de CHCL3, dans une erlenmeyer
de 250ml.
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Figure N° 14: Pesage de propolis Figure N° 15: Mélange des extraits de
propolis

Le mélange a été macérer et agiter a ’aide d’un appareil agitateur magnétique, pendant

72h a une température ambiante.

Figure N° 16: Maceration des extraits

Aprées la macération le mélange est filtré a 1’aide d’un papier filtre dans une erlenmeyer,

le filtra est transféré dans une petite boite pétri et laisser a concentrer (évaporation de

solvant) sous la haute.

I é ! [ S— ‘K"'«:_-f_\l
| - - .

CHCL

Hexane
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Figure N° 17: Filtration des extraits Figure N° 18: Evaporation des extraits

Apres ’évaporation de CHCL3 et séchage de I’extrait brut, il est gratté et conservé dans

une Vial pour obtenir de 1’extrait de CHCL3 brut.

Figure N° 19: Grattage des extraits Figure N° 20: Conservation des
extraits

Ce processus a été effectué aussi pour la préparation de 1’extrait hexane au laboratoire

pédagogique de SNV : Laboratoire 18
2.4. Détermination des rendements d’extraction

Le rendement d’extraction a été calculé par rapport au poids total de la matiére premiére,

il est exprimé en pourcentage.

> Calcule des rendements en extraits secs :

Le rendement d’un extrait sec est déterminé en calculant le rapport suivant :

Rdt(%)=P1-P2/P3x100

P1 : poids de la boite pétri avec extrait brut apres évaporation.
P2 : poids de la boite pétri vide.

P3 : poids de la matiére premiere de départ.

Page 45



Chapitre I Matériel et méthodes

2.5. Dosage des polyphénols totaux

L’importance des polyphénols totaux dans les activités biologiques, nous a fait étudier le

pourcentage de leur présence dans la matiere premiere.

La teneur des composées phénoliques des extraits bruts, a ét¢ déterminée par 1’utilisation
d’un réactif de Folin- Céocalteu, qui se compose d’un mélange d’acide phosphotungstique
et d’acide phosphomolybdique, qui est réduit en milieu alcalin par les groupements
oxydables des polyphénols, provoquant la formation de produit de réduction de couleur
bleu. L’intensité de cette couleur indique la présence et la teneur des polyphénols totaux
dans le mélange. Ces derniers absorbent le maximum de la lumiére a 760nm, ou 1’intensité
est proportionnelle a la concentration des composés phénoliques présentent dans

1’échantillon.

La teneur en polyphénols totaux est determinée a partir de 1’équation de régression de la

gamme d’étalonnage d’acide gallique.

On préparer une gamme d’acide gallique avec des concentrations de 5mg/ml, 10mg/ml,
20 mg/ml, 20mg/ml, 40mg/ml, 80mg/ml.

Le milieu réactionnel de chaque extrait (CHCL3, Hex) est préparé a partir de 0,5ml
d’extrait. On ajoute 2ml de la solution Na,Coz (75 mg/ml d’ecau distillée) et agiter le
mélange, aprées une agitation, 2,5ml de la solution de Folin Ciocalteu (dilué 1/10 dans I’eau
distillée) est ajouté a 1’ensemble, aprés 90min d’incubation & la température ambiante,
I’absorbance est lue a 765nm contre un blanc (MeOH). Le taux de polyphénols totaux dans
chaque extrait, a été calculé a partir de 1’équation d’une courbe d’étalonnage, établie avec
des concentrations d’acide gallique comme standard de référence, dans les mémes
conditions que I’échantillon. Les résultats sont exprimés en microgramme équivalent d’acide

gallique par milligramme de chaque extrait (CHCL3, Hex).

Le milieu réactionnel est répété deux fois pour chaque extrait.
2.6. Dosage des flavonoides totaux des extraits (CHCL3, Hex)

La détermination de la teneur en flavonoides totaux, repose sur 1’oxydation des
flavonoides par trichlorure d’aluminium (AICI13) qui provoque la formation d’un complexe
de couleur jaune, qui absorbe la lumiére a 430nm. L’intensité de couleur jaune confére le

pourcentage des flavonoides présentent dans un mélange.
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La teneur en flavonoides totaux est déterminée a partir de 1’équation de régression de la

gamme d’étalonnage de quercitine (2,5ug/ml-20ug/ml).

On préparer une gamme de quercitine avec des concentrations de 2,5ug/m, I,5ug/ml, 7,5

pg/ml, 10 pg/ml, 15pug/ml, 20pg/ml.

Le milieu réactionnel de chaque extrait (CHCL3, Hex) est prépare a partir de 1ml
d’extrait. On ajoute 1ml de la solution de AICI3 (2 mg/100ml dans MeOH) et agiter le
mélange, puis ajouter 1ml de blanc (MeOH). Aprés 10 minutes de réaction, 1’absorbance est
lue & 430nm. Le taux des flavonoides dans chaque extrait, a été calculé a partir de
I’équation d’une courbe d’étalonnage, établie avec des concentrations de la quercitine
comme standard de référence, dans les mémes conditions que 1’échantillon. Les résultats
sont exprimés en microgramme d’équivalent d’acide gallique par milligramme de chaque

extrait (CHCL3, Hex).
2.7. Etude qualitative par CCM des extraits CHCI3 et Hex
2.7.1. Principe de CCM

CCM est une technique analytique qui se repose sur la séparation et I’identification des
différents constituants d’un extrait selon leur force de migration dans la phase mobile qui est
en général un systéeme de solvant adapté au type de séparation recherché, et une force de

rétention dans la phase stationnaire qui est un gel de silice.
2.7.2. Le choix de la phase mobile

Le choix de systeme de solvant est basé sur ceux qui donnent la meilleure séparation,
dans cette méthode de nombreuses systémes ont été essayées jusqu’a 1’obtention d’un

systéeme donnant des taches bien séparer.

Le systeme choisis est un mélange de dichlorométhane, n-hexane, méthanol
(7v/3v/1,5v).

2.7.3. Préparation de concentration de I’extrait

A partir d’une solution 1 de concentration 100mg/ml, on préparer une autre solution 2
de concentration 50mg/ml qui on I'utilise, apres 1’application de loit de dilution on préleve
0,5ml de solution 1 et le ajouté dans une eppendorf de 1ml, puis continue par 0,5ml de

méthanol.
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2.7.4. Révélation

La révélation s’effectue dans une chambre noire, sous une lampe a UV (ultra-violet) qui

présenter les couleurs de différents constituants séparer.

Le comportement d’une molécule particuliere dans un systeme donné est exprimé par

son rapport frontal Rf, calculé par la formule suivante :
Rf=d/D
d : la distance parcourue par la molécule.
D : la distance parcourue par la phase mobile (front du solvant).
2.8. Etude de ’activité antibactérienne

Pour tester la sensibilit¢ des bactéries, on réalise la méthode d’antibiogramme et
d’aromatogramme, qui reposent sur la diffusion des antibiotiques et des extraits de produit

naturelle (en imprégnés dans des disques) sur un milieu gélosé (MH).
2.8.1. Préparation des milieux de culture
2.8.1.1. La gélose nutritive (GN)

En pesé 28g de poudre de GN et le verser dans une erlenmeyer contenant 1L d’eau
distillée. A I’aide d’une plaque chauffante et agitatrice, on dissout la poudre de GN & une
température 100°C pendant quelque minutes, jusqu’a ce que le mélange déborde, puis on le

verser dans des flacons en verre.

Figure N° 21: Préparation de milieu GN
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2.8.1.2. La gélose Muller Hinton(MH)

Apres de peser 38g de poudre de MH, on le introduit dans une erlenmeyer contient 1L
d’cau distillée, le mélange obtenu est agité sur une plaque agitatrice et chauffante a une

température 100°C jusqu’a leur bouillage, puis le verser dans des flacons en verre.

Figure N° 22: Préparation de milieu MH
2.9. Préparation d’eau physiologique
On utilise I’eau physiologique pour la préparation de suspension bactérienne.

On ajoute 0,9¢ de poudre de NaCl a 100ml d’eau distillée sous agitation, pendant
quelques minutes jusqu’a la solubilisation de NaCl, puis 9ml de la solution est divisée dans

chaque tube en verre a vesse.

Figure N° 23: Préparation de I’eau physiologique.
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2.10. Préparation des disques d’aromatogramme

On coupe une feuille de papier Wattman N °3 par un perforateur en disque de 5,5mm de

diamétre.

Mettez le disque 1’un sur I’autre et récupérez les 10 de ces derniers dans du papier

aluminium et mettez-les dans une boite pétri.
2.11. Stérilisation du materiel

A Tlaide d’un autoclave en stérilise les milieux de culture (GN, MH), 1’eau
physiologique, les disques d’aromatogramme, les emboles et les ependrof (couvrer par le

papier d’aluminium), a une température de 121°C pendant 15min.

2.12. Préparation des concentrations des extraits et des huiles essentielles
(20mg/ml ,200mg/ml, 10mg/ml)

On solubilise 20mg d’huile essentielle, 100mg de chaque extrait de CHCL3 et d’extrait
de n-hexane dans 1 ml de DMSO qui se trouve des 3 eppendorfs étiquetés, on agite et

solubilise le tous a I’aide d’un vortex et d’un Bain Marie. Les solutions obtenues de deux
3

concentrations (20mg/ml, 100mg/ml) sont diluées pour la préparation des autre solutions

de 10mg/ml.
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Figure N° 24: La préparation des concentrations des CHCL3, Hex, HE.
2.13. Teste d’antibiogramme et aromatogramme

Ce teste consiste a étudier le caractere bactéricide des antibiotiques et des extraits de

produit naturel. 1l dure 3 jours :

> Premiére jour : on réalise le repiquage.
» Deuxieme jour : on s’effectue 1’écouvillonnage.

» Troisiéme jour : on lire les résultats.

Ces trois processus sont établés a des conditions stériles, dans une zone de travail bien

prépare.

Dans notre étude ce teste est Réalisé en deux étapes, dans la premiére, Les extraits sont
testés a la concentration la plus élevé (20 mg/mL pour les HEs et 100 mg/mL pour les
extraits CHCI3 et Hex), avec deux antibiotiques pour chaque souche, et dans la deuxieme
fois en tester 1’association antibiotique- extrait et 1’association antibiotique-HE a une

concentration del0mg/ml.
2.13.1.  Préparation des boites de pétri (coulage)

Aprés liquéfaction des milieux de culture (GN, MH) stériles, en les coulent dans des
boite de pétri stériles auteur de bec bunsen, a une épaisseur de 4mm dans tous la surface des
boites, puis laisser leur séchage a une température ambiante pendant 30min.

Figure N° 25: coulage des milieux de culture Figure N° 26: Séchage des milieux de
Culture
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2.13.2.  Repiquage des souches bactériennes

Aprés la préparation d’une zone de travail stérile avec 1’eau de javel, on a repiqué et
ensemencer chaque souche bactérienne prélever de géelose incliné sur la gélose nutritive en
boite pétri ou dans des tubes gélosés incliné et de BN, a I’aide d’une pipette pasteur, puis
incubées dans 1’étuve a une température 37°C pendant 18 a 24 heurs. Pour obtenir des

souches bactériennes jeunes.

E.faecalis 14C1104 B.cereus ATCC10876

Figure N° 28: quelques souches bactériennes jeunes
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2.13.3.  Préparation des suspensions bactériennes

A partir des boites de pétri repiquées et a 1’aide d’une pipette Pasteur, en prélever
quelques colonies bien isolées et les transférer et décharger dans un tube d’eau
physiologique stérile, puis homogénéisées a 1’aide d’un vortex. On réalise cette étape pour
obtenir d’une charge bactérienne de 0,5Mc Farland (10® UFC/mI), qui correspondant & une
densité optique limitée entre 0,08 et 0,1 ; lorsque on mesure 1’absorbance de 1’inoculum
bactérienne a 625nm, par le spectrophotométre. Si la densité mesuré est supérieur a
I’intervalle mentionné, en décharger la suspension par 1’ajoute d’eau physiologique, mais si

la densite est le contraire, ici en charger I’inoculum par 1’adition d’une autre colonie.

La préparation et I’utilisation de suspension bactérienne ne dépasse pas 15min.

Solubilisation des colonies dans
I’eau physiologique

Prélevement de colonies bien isolées

Figure N° 29: Préparation de suspension bactérienne
2.13.4.  Ecouvillonnage (ensemencement bactérienne)

Ensemencement bactérienne s’effectue par 1’utilisation d’un écouvillon stérile qui est
trempé dans I’inoculum bactérienne et I’essorer en pressant fermement sur la paroi interne
du tube ,puis on étale la surface gélosée (MH) de haut en bas de la boite pétri en stries serrés
et écouvillonné aussi leur bordure. L’étalement a été répété deux fois, en tournant la boite de
60° pour assurer la distribution réguliere de suspension bactérienne. Les boites

écouvillonnées ont été fermées jusqu'a leur utilisation dans 1’étape suivant.
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2.13.5.  Dépot des disques et injection des extraits et d’huile essentielle

On dépose des disques stériles, vierge de 5,5mm de papier Wattman e et des disques
d’antibiotique délicatement sur la surface de gélose inoculée, par une pince stérilisée en bec

bunsen. Les disques vierges et quelques disques d’antibiotique sont imprégnés par 10 ul des

extraits et d’huile essentielle a ’aide d’une micropipette, mais un antibiotique reste seul pour

comparer les résultats obtenus dans une méme boite pétri.

Figure N° 30: Dépdt des disques vierge Figure N° 31: Injection des extraits,
HE

2.13.6. Incubation et lecture des résultats
On incube les boites de pétri dans I’étuve a 37°C pendant 18 a 24 heurs.

Les résultats obtenus sont évaluées par la mesure des diamétres des zones d’inhibition
produitent auteur de chaque disque qui ont ét¢ mésurés a I’aide d’un pied a coulisse en

(mm).

L’effet des extraits et d’HE et des antibiotiques se traduit par 1’appariation d’une zone
transparant auteur de disque correspondant a une absence de la croissance bactérienne. Le

diamétre de cette zone est grande plus la souche est sensible.

La souche est résistante, si le diametre égal a 5,5mm, la souche est sensible si le diamétre

plus de 5,5mm.
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Figure N° 32: mesure le diamétre d’inhibition par le pied a coulisse

Page 55



G hapitrel
(Rl df diuim



Chapitre II Résultat et discussion

1. Rendement d’extraction

Le rendement d’extraction a été calculé pour les deux huiles essentielles (HE1, HE2) de
la propolis des deux régions de I’Est Algérien : Guelma et Mila respectivement, et pour les
deux extraits bruts de CHCL3 et de n-hexane de la propolis de la Wilaya de Mila. Les
résultats obtenus sont présentés dans la figure 34:

rendement des extraits

50,00 A
40,00 -
30,00 -
20,00 A
10,00 -
0,00

B rendement( %)

\\ \\ \\ \\ \\

n-hexane CHCI3

rendement des huiles essentielles

040 1
0)20 ' - lrendement(%)
0,00 +- :

HE1 HE2

Figure N° 33: représentation graphique des rendements des HE et des extraits de la
propolis.

Le rendement de chaque extrait est calculé par rapport au poids sec, initial de la

propolis.

Les deux huiles essentielles de deux échantillons de la propolis extraites par
hydrodistilation sont de couleur jaune claire et d’odeur agréable. Les HE sont solubles dans

le DMSO et dans éther di éthylique.

Selon les résultats illustrés au-dessus, HE1 possede un grand rendement de 0,20% par

rapport a ’HE2 qui présente un rendement de 0,12%. Donc la propolis de la Wilaya de
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Guelma a des teneurs élevés en matiere extraite (HE1) par rapport a la propolis de la
Wilaya de Mila.

> Discussion

Les rendements de deux huiles essentielles obtenus dans notre étude sont trés faible
comparativement a celui rapporté par (Simionatto et al, 2012) qui note des rendements de
2,5%, 2,7%, 3,8% de certaine régions de Brésil tels que Santiago, San Francisco de Assis,
Jaguari respectivement. Par contre ils sont élevés par rapport a (Fernandes et al, 2015) qui

a indiquée un rendement de 0,07% de la région Cerrado biome de Brésil.

Cette différence est due a plusieurs facteurs d’ordre naturel (génétique, localisation, sol,
climat, ect...) ou technologiques comme le mode d’extraction des huiles essentielles

(Regnault et al, 2005).

Les deux extraits de la propolis de la Wilaya de Mila obtenues par la macération ont
des couleurs différents, le marron claire pour I’extrait chloroformique et le jaune claire
pour I’extrait n-hexane. Les deux extraits bruts sont moyennement solubles dans le DMSO

et dans le méthanol.

Les résultats presentés ci-dessus montrent la différence de rendement des deux extraits
de CHCL3et de n-hexane, ou I’extrait de CHCL3 représente un grand rendement de
42,08% par rapport a I’extrait n-hexane qui représente 18,66%.

D’apreés nos recherches dans des travaux antérieurs sur chacun des extraits de CHCL3
et d’n-hexane de la propolis, nous trouvons qu’il n’a pas beaucoup études qui s’y
rapportent. Pour cette raison, les résultats obtenus par I’extrait de CHCL3 seront comparés

avec 1’extrait de DCM.

Les rendements obtenus par les deux extraits de CHCL3 et de n-hexane dans notre
étude sont faible comparativement a celui rapporté par (Monica et al, 2020) qui note des
rendements de 62,3% pour ’extrait de DCM, de 27,3% pour I’extrait n-hexane d’une

région de Brésil.

Cette différence est due a la variation des compositions chimiques de la propolis qui
varie selon l’origine botanique, I’espece d’abeille, le temps de la récolte et la zone
géographique, mais elle présente tout de méme qualitativement de nombreuses substances

qui s’y retrouvent de fagon constante et relativement stable (SEGUENI, 2011).
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2. Teneurs en Polyphénols totaux

L’analyse quantitative des polyphénols totaux de chaque extrait est calculée a partir de

I’équation de régression de courbe d’étalonnage, établie avec I’acide gallique (5-80ug/ml),

ou cette équation est constitué de y=0,006x-0,019.

Courbe d'étalonage des CPT

0,6
E 0,5 Yy =0,0062x-0,0191
- R?=0,9824
S 04
-~
]
g 03
s
2 02
5 *
2 o1
< r

0 T T T T 1
0 20 40 60 80 100
Concentration de I'ac gallique (ug/mL)

Figure N° 34: Courbe d’étalonnage d’acide gallique

Les résultats obtenus de la teneur en polyphénols totaux, de chaque extrait brut

(CHCLZ3, n-hexane) sont illustrés dans le tableau suivant :

Tableau N° 11 : La dose des polyphénols totaux dans chaque extrait brut de la propolis.
CHCL3 Hex

[C] g eq d'Ac galliqgue\mg d'extrait | 16,41+2,24 |5,00£0,71

Les résultats de dosage représentent dans le tableau sont faibles, ils indiquent qu’il y’a

une supériorité des teneurs en polyphénols totaux dans 1’extrait de CHCL3 (16,41 ug/ml),

par rapport aux I’extrait de n-hexane (5,00 pg/ml).

> Discussion

D’aprés nos recherches dans des travaux antérieurs sur le dosage des polyphénols et des

flavonoides des extraits de CHCL3 et n-hexane de la propolis, nous trouvons qu’il n’a pas
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beaucoup études qui s’y rapportent. Pour cette raison, les résultats obtenus par I’extrait de

CHCL3 seront comparés avec autres extrait de propolis.

D’une part les résultats obtenues dans notre étude sont tres faible comparativement a

celui rapporté par :

Boufadi, 2014 qui note des teneurs en composés phénoliques de 1’extraits d’acétate
d’éthyle de propolis six région algériennes varient de 70,26 mg EAG/gr de propolis d’Ain
Ouassara a 292,95 mg EAG/gr de propolis de Tigzirt.

Hochheim et al, 2019 qui montre que [I’extrait méthanolique, 1’extrait brut
hydroalcoolique et la fraction d’acétate d’éthyle de la propolis de Brésil contiennent des
concentrations de polyphénols de 57,53 + 0,2 ug EAG/mg, 4,87 £ 0.2 ug EAG/mg, 64,93
+ 0,6 ug EAG/mg, respectivement.

Yang et al. 2011 qui révélent que la fraction chloroforme et la fraction acétate d’éthyle
de propolis d’ Anhui de la Chine contiennent des concentrations de polyphénols de 195,7 +
1,58ug EAG/mg, 235,6 + 1,78ug EAG/mg respectivement.

D’autre part la teneur en polyphénols de 1’éxtrait CHCL3 est supérieure a celui rapporté

par :

Hochheim et al, 2019 qui montre que la fraction de dichlorométhane contient une
concentration de polyphénols de 8.10 £ 0.3ug EAG/mg.

Alors, cette variation des teneurs en polyphénols de la propolis de différentes régions
dans le monde s’explique par la variation des composés chimique de la propolis qui sont
contr6lées par la diversité de la flore et de la zone géographique de collecte (Letullier et
al, 2019).

3. Teneurs en flavonoides
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L’analyse quantitative des flavonoides de chaque extrait est calculée a partir de

I’équation de régression de courbe d’étalonnage établie avec la quercetine (2,5-20ug/ml),

ou cette équation est constitué de y = 0,044x - 0,097.

Courbe d'étalonage des flavonoides
0,9

0,8 y = 0,044x- 0,0976/’
0,7

R*=0,999

0,6

0,5 //‘K/

0,4

0,3 /(

0,2 j'///

0,1

0 ’/ T T T T 1

0 5 10 15 20 25

Absorbance a 540 nm

Concentration de la quercetine (ug/mL)

Figure N° 35: Courbe d’étalonnage de la quercetine

Les résultats obtenus de la teneur en flavonoides de chaque extrait brut (CHCL3, n-

hexane) sont illustrés dans le tableau suivant :

Tableau N° 12 : La dose des flavonoides dans chaque extrait brut de la propolis.

CHCL3 |Hex

[C] pg eq quercetine\mg d'extrait | 7,13+2,84 | 2,89+0,26

Les résultats représentent dans le tableau sont faibles, ils indiquent qu’il y’a une

supériorité des teneurs en flavonoides dans 1’extrait de CHCL3 (7,13 ug/ml), par rapport

aux ’extrait de n-hexane (2,89 ug/ml).

Discussion

D’aprés nos recherches dans des travaux antérieurs sur le dosage des flavonoides et des
extraits de CHCL3 et n-hexane de la propolis, nous trouvons qu’il n’a pas beaucoup études
qui s’y rapportent. Pour cette raison, les résultats obtenus par I’extrait de CHCL3 seront

comparés avec autres extrait de propolis.
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D’une parte les résultats obtenues dans notre étude sont trés faible comparativement a

celui rapporté par

Yang et al. 2011 qui révélent que la fraction chloroforme et la fraction acétate d’éthyle
de propolis d’ Anhui de la Chine contiennent des concentrations des flavonoides de 52.4 +

0.7 ug EAG/mg, 62.1 + 0.7ug EAG/mg respectivement.

Boufadi et al. 2014 qui révélent des concentrations en flavonoides de 1’extrait d’acétate
d’éthyle de propolis de six régions algériennes varient 14,4+0,9mg EQ/g a 80+1mg EQ/g.

Hochheim et al, 2019 qui montrent que la fraction de dichlorométhane de la propolis

contient une concentration des flavonoides de 8,10 + 0,3 EAG/mg.
D’autre part nos résultats sont supérieurs a celui rapporté par :

Hochheim et al, 2019 qui montrent que la fraction de dichlorométhane et la fraction
d’acétate d’éthyle de la propolis contiennent des concentrations des flavonoides de 3,99 +
0,4pug EAG/mg, 2,20 £ 0,3ug EAG/mg, 4,23 + 0,5 EAG/mg respectivement.
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4. Etude qualitative par CCM des extraits CHCI3 et Hex

Tableau N° 13 : Composés phénoliques identifiés par CCM dans I’extrait CHCI13

Couleurs sous Rt ) . .
Spots Pultra violé (cm) Types de compose possible Réfernces
01 Stérols (N’guessan et
jaune-vert 0,06 Flavonoides al, 2011)
02 . (N’guessan et
Stérols al, 2011)
(Markham,
Jaune pale 0,09 Flavonols 1982)
Dihydroflavonols (Lhouel, 2005)
03 N (N’guessan et
Flavonoides al, 2011)
Anthocyanidine 3-glucoside.Flavonols, (Markham,
Brun 0,13
flavones, aurones. 1982)
3-OH absent ou 3-OH substitué (Lhouel, 2005)
04 Anthracenes (N’guessan et
al, 2011)
Flavone (Markham,
1982)
Flavones 5-OH et 4'-OH
. Flavones 3-OR et 5-OH, 4'-OH
Violet 0.28 Flavones ou flavonols 5-OH avec 4'-OH
absent ou substitute en 3
Flavones 6 ou 8-OH (Lhouel, 2005)
Chalcones, isoflavones, dihydroflavonols,
flavonones
05
Flavonole 5, 6, 7 tri-OH libre
Noire 0,33 Flavonole 5, 7, 8 tri-OH libre (Lhouel, 2005)
06 Anthracénes (N’guessan et
al, 2011)
Flavone (Markham,
1982)
Violet 0,42 Flavones 5-OH et 4'-OH

Flavones 3-OR et 5-OH, 4'-OH
Flavones ou flavonols 5-OH avec 4'-OH
absent ou substitute en 3
Flavones 6 ou 8-OH

(Lhouel, 2005)

Page 63




Chapitre II

Résultat et discussion

Chalcones, isoflavones, dihydroflavonols,

flavonones
07 . (N’guessan et
Coumarines al, 2011)
vertlalre . Flavonols, flavonones,aurones (Markham,
’ ’ ' 1982)
0 / (Markh
. T arkham,
Bleu claire AC'giSr?]er]?nléque 1982)
blanchatre 0,51 i
fluorescente Flavones sans 5 —OH libres avec3-OH
substitué (Lhouel, 2005)
” o Nguesan
al, 2011)
Acide phénolique (Markham,
Blue 0,55 Coumarine 1982)
Flavones sans 5 —OH libres avec3-OH
substitué (Lhouel, 2005)
10 Anthracenes (N’guessan et
al, 2011)
Flavone (Markham,
1982)
Flavones 5-OH et 4'-OH
. Flavones 3-OR et 5-OH, 4'-OH
Violet 0,59 Flavones ou flavonols 5-OH avec 4'-OH
absent ou substitute en 3
Flavones 6 ou 8-OH (Lhouel, 2005)
Chalcones, isoflavones, dihydroflavonols,
flavonones
11 Triterpenes de type oléanane et ursane.
Rouge Anthracenes. (N’guessan et
fluorescente 081 Anthracenes al, 2011)
12 Anthracénes (N’guessan et
al, 2011)
Flavone (Markham,
1982)
Violette 0,88 Flavones 5-OH et 4'-OH

Flavones 3-OR et 5-OH, 4'-OH
Flavones ou flavonols 5-OH avec 4'-OH
absent ou substitute en 3
Flavones 6 ou 8-OH
Chalcones, isoflavones, dihydroflavonols,

(Lhouel, 2005)

Page 64




Chapitre II Résultat et discussion
flavonones
13
Noire 0,94 Flavonole 5, 6, 7 tri-OH libre (Lhouel, 2005)
Flavonole 5, 7, 8 tri-OH libre
14
Acide phénolique (Markham,
) ) 1982)
Bleu claire 0.99 Coumarine
fluorescente , Flavones sans 5 —OH libres avec3-OH
substitué (Lhouel, 2005)

(A)

DCM/Hex/MOH
TVI3V/I1,5V

Figure N° 36: (A) : révelation des composés de I’extarit CHCL3 sous la lumiére UV

365nm ; (B) : révélation des composés de I’extarit CHCL3 sous la lumiere UV 254nm

Le chromatogramme obtenu comporte une série de spots avec des différents couleurs et

différents rapports frontaux aux des polarités croissantes, I’identification des composée

était basée sur les couleurs visualisées sous la lampe UV des taches apparues sur la plaque

CCM avec ceux de la littérature.

Sur la base des résultats présentés dans le tableau ci-dessus, on a remarqué que la

majorité des constituants de 1’extrait CHCL3 de la propolis de Mila sont des flavonoides

tel que flavanols, flavanones, et isoflavones, par contre les coumarines, acides phénoliques,

stérols, terpénes qui ont été identifiées par certains couleurs des spots.
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> Discussion

Il n’ya pas de résultats antérieurs sur la séparation des composées de I’extrait de
CHCL3 par la méthode de CCM, et pour cela nous pouvons comparer nos resultats avec
les résultats du chercheur (C.E.A.Botteon et al, 2021),qui a €té mené sur un fraction de
DCM afin de séparer ses composants a 1’aide de la technique HPLC, qui a révélé
I’existence de chacun de liquiritigénine (flavanone), formononétine, vestitol, néovestol,

médicarpin, 7-0-méthylvestol, guttiférone E, oblongifoline B(coumarines).
5. Etude de ’activité antibactérienne

Au début, on a étudié I’évaluation de ’efficacité de I’HE de la propolis de Guelma
(HE1) a des concentrations 20mg/ml et 10mg/ml et des extraits bruts de CHCL3 et de n-
hexane aux deux concentrations 100mli/mg, 10ml/mg de propolis de la Wilaya de Mila, et
I’effet des antibiotiques contre les souches testées. Ensuite, 1’effet de tous les extraits en
association avec les antibiotique, afin d’étudier leurs synergie sur des souches bactériennes

présentant une résistance intermédiaire.

Le DMSO est un meilleur solvant organique qui solubilise les HE et les deux extraits

de CHCLS3 et de n-hexane. Il est inactif vis-a-vis toutes les souches utilisées.
5.1. Les huiles essentielles

Les résultats obtenues, montrent que I’HE1 et I’HE2 aux deux concentrations
successivement 20mg/ml et 10mg/ml pour chacun exercaient un effet antibactérienne
contre les souches bactériennes testées, avec des diametres d’inhibition entre 6mm et
11,20mm a I’exception des souches Proteus mirabilis ATCC35659, Micrococcus luteus
TCC4698 qui sont résistantes a I’HE1 & la concentration 20mg/ml et Listeria

monocytogenes ATCC15313 qui résiste les deux HE1 et HE2 a la concentration 10mg/ml.

Les résultats de I’activité antibactérienne de HEL & une concentration de 10mg/ml et de
différents types des antibiotiques sont exprimés par le diamétre de zone d’inhibition en

millimétre (mm) et illustrés dans le tableau N°14 et dans la figure N°38 suivants :
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Tableau N°14 : les diamétres des zones d’inhibition (mm) d’HE1 (20mg /ml, 10mg/ml),

des différentes antibiotiques utilisées pour chaque souche bactérienne.

d’HE1 et des antibiotiques.

Diameétre d'inhibition (mm)
Souches testées HE 1 Antibiotiques (ATB)
20mg/ml | 10mg/ml | IPM10 | AK30 |CZ30| C30 GEN10 | AMP10
Proteus mirabilis
3 ATCC35659 NI 7,5+0,71 | 21,5+0,71 NT NT NT NT NT
S | E-coli ATCC9738 60 60,00 |22,5+0,71 NT NT NT 22,5+2,12 NT
< | Pseudomonas
(O] aeruginosa 8,75+0,35 | 9,5+0,71 NT 21,5+£0,71 NT NT 2440 NT
ATCC27853
Listeria
monocytogenes 6,75+1,06 | 6,5+0,71 NT NT 7+0 NT 1940 NT
= ATCC15313
—| Enterococcus
<§1: fa(_acalis 14C1104 8,5+0,71 | 7,5+0,71 NT NT 250 NT NT 16,5+0,71
% :\St'gl:g(fg_?%é 4698 NI 7+1,41 NT NT NT | 40,5+0,71 NT 50,5+0,71
Bacillus cereus
ATCC10876 7+0 8,25+1,06 NT NT NT 22+0 NT NI
a c30o
E HE1 ( 10mg/ml) i —
] AMP10
é § HE1 (10mg/ml) : —
E AMP10
g ég HE1 (10mg/ml) H
g = - GEN10
g ‘é HE1 ( 10mg/ml) -
'% g B GEN1O
- § g HE1 ( 10mg/ml) -
= _ GEM10
E HEL ( 10ma/mi) H ‘ ‘H
= IPM10 =
E ’ HE1 (20mg/ml) H H‘ !
-10 O 10 20 30 40 50 60
DI
Figure N° 37: Histogramme des les diamétres d’inhibition des deux concentrations

L’activité antibactérienne d’HE1 qui en résulte, montrent que toutes les souches

bactériennes sont sensible aux deux concentrations, qui présentent des diamétres

d’inhibition proches et >5,5mm, a I’exception de certaines souches (Proteus Mirabilis
ATCC35659, Micrococcus Luteus ATCC4698) resistantes a la concentration 20mg/mi

d’HE1.
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Les résultats de ’activité antibactérienne de HElet HE2 a une concentration 10 mg/ml

sont illustrés dans le tableau N°15 et dans la figure N° 39 suivants :

Tableau N°15 : Diamétres d’inhibition de I’HE1et ’HE2 a la concentration 10mg/ml,

exprimés en mm.

Diamétres des zones d’inhibition de croissance

= bactérienne (mm)
Extraits (10mg/mL) ATB
Souche bactérienne HE1 HE2 AMP C§3 GEN10
Enterococcus faecalis | 11,07+0,3 | 10,91+0,5 | 21,44454 NT NT
14C1104 3 0 5
GRA Bacillus cereus 11,20+0,0 | 19,27+0,8
M (+) ATCC10876 9,7520,27 7 7 NT NT
Listéria monocytogenes
ATCC15313 NI NI NT NI NT
GRA Escherichia coli 9,025+0,1 20,93+4,9
M (-) ATCC9738 8 9,0620,81 NT NT 3
g=R GEN10 | ' '
£ 938 HE2 (10mg/ml)
o g <= g HEL (10mg/ml) -
E = % 2 A CZ30
2 9253090  HE2 (10mg/ml)
w Y g GDE
bt S g ok HE1 (10mg/ml)
3 298 AMP
@ 5 2 S HE2 (10mg/ml)
3 @ © HE1 (10mg/ml) -
v S u3 AMP —
O 9 5 A
E § ¢ o HE2 (10mg/ml)
s &8 HE1 (10mg/ml)
0 5 10 15 20 25 30
DI

Figure N° 38: Histogramme des diamétres d’inhibition de chaque HE1, HE2 a une
concentration de 10mg/ml.

D’apres les résultats au dessus on remarque que les HElet les HE2, ont un pouvoir
antibactérien important contre toutes les souches testés, a des diamétres d’inhibition
différents, sauf Listéria monocytogenes ATCC15313 qui les résiste. HE2 appliqué contre
les deux souches bactériennes de Bacillus cereus ATCC10876, Escherichia coli
ATCC9738 présente des diamétres d’inhibition (11,20mm 9,06mm respectivement)

supérieurs au diamétre d’inhibition d’HE1 (9,75mm 9,025mm respectivement) de ces deux
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souches respectivement, par contre I’HE2 testé sur I’Enterococcus faecalis 14C1104

posseéde un diamétre d’inhibition (10,9 1mm) inferieur de I’HE1 (11,07mm).

HEL appliquée contre Enterococcus faecalis 14C1104, Bacillus cereus ATCC10876,
Escherichia coli ATCC9738, ont donné des diameétres des zones d’inhibition (11,07mm
9,75mm 9,025mm respectivement) inferieur a celles résultant de 1’effet d’AMP1o
(21,44mm), d’AMP10 (19,27mm) et de GEN10(20,93) contre ces trois bactéries
respectivement. Les trois diametres d’inhibition de ces derniers antibiotiques sont
supérieurs aux diameétres d’inhibition résultant de I’effet de HE2 (10,91lmm 11,20mm

9,06mm) conte les souches susmentionnées respectivement.
5.2. Extraits CHCL3 et n-hexane

Les résultats obtenues, montrent que les extraits de CHCL3et de n-hexane aux deux
concentrations de 100mg/ml et 10mg/ml exercaient un effet antibactérienne important
contre la majorité des bactéries a Gram(+) et a Gram(-) testées, avec des diametres des
zones d’inhibition différents, qui sont entre 7mm et 11,06 pour n-hexane, entre 7mm et
13,26mm pour CHCLS3.

Tableau N°16 : Diamétres des zones d’inhibition des extraits de CHCL3, n-Hex a une

concentration 100mg/ml et des antibiotiques.

DI . Diamétre d'inhibitign- (mm)
Extrait Antibiotique (ATB

Souche 1&';7%'751 | 100"r:$;‘/m| IPM10 | AK30 [Cz30| €30

23 ZrTOtCeéssggngi“s NI NI |21,580,71| NT NT NT

2 [ E-coli ATCC9738 7+1,41 750 [225:071] NT | NT | NT

& Zsﬁé‘gggggs aeruginosa |\, | g5ig71 | NT |21,5¢071| NT | NT

kﬁtég?g;‘igocymge”es NI NI NT NT | 740 | NT

g ﬂ‘éelrfggccus IS 0,5¢0,71 | 85:0,71 | NT NT | 25¢0| NT
;;: X}Cégzgggs'“teus 9,5£0,71 | 91,41 NT NT NT |40,520,71

iaTcg'CulsO%e;gus 9+0 |8,75:0,35| NT NT | NT | 22%0
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Figure N° 39: Histogrammes de I’effet antibactérien de CHCLS3 et n-hexne a une

concentration de 100 mg/ml

CHCL3 appliqué contre les trois souches bactériennes de 1I’Enterococcus faecalis
14C1104, Micrococcus luteus ATCC4698, Bacillus cereus ATCC10876, présente des

diamétres d’inhibition (9,5mm 9,5mm 9mm respectivement) supeérieurs au diameétre

d’inhibition de n-hexane (8,5mm 9mm 8,75mm respectivement) de ces trois souches

respectivement, par contre le n-hexane testé sur Pseudomonas aeruginosa ATCC27853

possede un diamétre d’inhibition de 8,5mm par rapport a CHCL3 qui n’a exercé aucune

activité contre cette souche. Ces deux extraits sont inactifs contre Proteus mirabilis
ATCC35659, Listeria monocytogenes ATCC15313.

Tableau N°17 : Diameétres des zones d’inhibition des extraits de CHCL3, n-hexane a une

concentration 10mg/ml et des antibiotique.

- Diamétre d'inhibition (mm)
Extrait Antibiotique (ATB)

Souche S;\‘;/Lj’l 10:‘;’/‘m| IPM10 | GEN10 | AMP10
ZC| Proteus mirabilis ATCC35659 90 7+0  |21,5#0,71| NT NT
<§( E-coli ATCC9738 NI NI 22,5+0,71 | 22,5+2,13 NT
% Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 8,540,71 | 841,41 NT 2410 NT
= Listeria monocytogenes ATCC15313 7+0 NI NT 19+0 NT
E Enterococcus faecalis 14C1104 8,5+0,71 8+0 NT NT 16,5+0,71
é Micrococcus luteus ATCC4698 7+0 8+0 NT NT  |50,5+0,71
O | Bacillus cereus ATCC10876 7,56+0,71 | 7,2540,35 NT NT NI
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Figure N° 40: Histogrammes de I’effet antibactérien de CHCLS3 et n-hexne a une

concentration de 10 mg/ml

CHCL3 appliqué contre les quartes souches bactériennes de Proteus mirabilis
ATCC35659, Pseudomonas aeruginosa ATCC27853, I’Enterococcus faecalis 14C1104, ,
Bacillus cereus ATCC10876, présente des diamétres d’inhibition (9mm 8,5mm 8,5mm
7,5mm respectivement) supérieurs au diamétre d’inhibition de n-hexane (7mm 8mm 8mm
7,25mm respectivement) de ces trois souches respectivement, par contre le CHCL3 testé
sur Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 posséde un diameétre d’inhibition de 7mm
inferieur & diamétre d’inhibition de n-hexane (8mm). Ces deux extraits sont inactifs
contre E-coli coli ATCC9738.
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Tableau N°18 : les diamétres des zones d’inhibition (mm) de CHCL3 (100mg /ml,

10mg/ml), testées pour chaque souche bactérienne.

CHCL3 et des antibiotiques.

DI Diametre d'inhibition (mm)
Extrait Antibiotique (ATB)
Souche CHCL3 | CHCL3 1 \n\00 | akso | cz3o| c30 GEN10 | AMP10
100mg/ml | 10mg/ml
Proteus mirabilis
~ ATCC35659 NI 9+0 21,5+0,71 NT NT NT NT NT
= | E-coli
<§( ATCC9738 741,41 NI 22,5+0,71 NT NT NT 22,542,13 NT
?D: Pseudomonas
aeruginosa NI 8,5+0,71 NT 21,5+0,71 NT NT 2440 NT
ATCC27853
Listeria
monocytogenes NI 7£0 NT NT 7£0 NT 1910 NT
ATCC15313
= | Enterococcus
S | faecalis 14C1104 9,5+0,71 8,5+0,71 NT NT 2540 NT NT 16,5+0,71
é Micrococcus
O | luteus 9,5+0,71 7+0 NT NT NT 40,5+0,71 NT 50,5+0,71
ATCC4698
Bacillus cereus
ATCC10876 9+0 7,5+0,71 NT NT NT 2240 NT NI
$200 C30
T L2 ® —CACE 10mg/ml M
g 8 ':1 = mg;/m
S wasx C30
53203
= g s Ko CHCL3 10mg/ml H
o @ ] 2 CZ30 ne——)
E o 8 =
b =38 oY CHCL3 10mg/ml H
g w o F 5 —
kS '§§§M82 CZ30 i .
.E, £ S 9 9 m  CHC3 10mg/ml H
o 5 E = <T
© =
g % g 23 g 5 CHCL3 10 ’[:KEIO H
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Figure N° 41: les Histogrammes des les diamétres d’inhibition des deux concentrations de

L’extrait de CHCL3 a la concentration 10mg/ml qui a exerce présente un effet

antibactérienne contre la majorité des souches utilisées :

Proteus,

Pseudomonas,

Enterococcus, Bacillus, Micrococcus, Listéria,avec des diamétres d’inhibition de 9mm,
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8,5mm, 8,5mm, 7,5mm,7mm, 7mm respectivement a I’exception d’E-coli qui résiste cette
concentration, par contre la concentration 100mg/ml ne montre pas une activité
antibactérienne avec Proteus, Pseudomonas, Listéria, mais elle [P’affiche avec
Enterococcus, Micrococcus, Bacillus, E-coli par des zones d’inhibitions de diamétre de

8,5mm, 9,5mm, 9,5mm, 9mm, 9mm respectivement.

Tableau N°19 : les diamétres des zones d’inhibition (mm) de n-hexane (100mg /ml,

10mg/ml), testées pour chaque souche bactérienne.

DI Diameétre d'inhibition (mm)
Extrait Antibiotique (ATB)
Hex Hex
Souche 100mg/ | 10mg/ | IPM10 G%Nl AI\(/I)Pl C30 GEoNl Al\gPl
ml ml

Proteus

mirabilis 21,50,

ATCC3565 NI 7+0 7 NT NT NT NT NT
9
=/ E-coli 22,542, 22542,
<§(ATCC9738 7+0 NI NT 12 NT NT 13 NT
@ | Pseudomon
O

s 8,540,7

aeruginosa I 8+1,41 NT 24+0 NT NT 2410 NT

ATCC2785

3

Listeria

monocytoge

nes NI NI NT 19+0 NT NT 19+0 NT

ATCC1531

3
—~ Enterococc
' Us faecalis 8'5f0'7 8+0 | NT | NT 16’75;’0’ NT | NT 16'75110’
<§E 14C1104
@ | Micrococcu
Olsluteus | 9+141 | 8+0 | NT | NT 50%”’ 40’755—“0’ NT 50'75110’

ATCC4698

Bacillus

cereus 8,750, | 7,25+0,

ATCC1087 35 35 NT NT NI 22+0 NT NI

6
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Figure N° 42: les Histogrammes des les diamétres d’inhibition des deux concentrations de

n-hexane et des antibiotiques.

Les résultats obtenues, montre que les concentrations de n-hexane présentent une
activité antibactérienne pour la plupart des souches testées a I’exception de listéria et de

proteus pour la concentration 100mg/ml et de E-coli pour la concentration 10mg/ml.

La concentration 100mg/ml présente des diameétres d’inhibition de 8,5mm, 8,5mm,
9mm, 8,75mm supérieurs aux diametres d’inhibition présentés de 8mm, 8mm, 8mm, 7,25
obtenues par la concentration 10mg/ml contre Pseudomonas, Enterococcus, Micrococcus,

Bacillus respectivement.

Les résultats de test d’antibiogramme obtenues, montrent que la majorité des
antibiotiques utilisés ont été exercés un effet antibactérienne important, contre toutes les
bactéries testées avec un diametre d’inhibition >6mm, a 1’exception d’AMP1o qui ne

présente aucune diffusion sur le tapie bactérienne gélosé de Bacillus cereus ATCC10876.

Les trois ATB de GEN, IPM et AK testés sur E-coli 9738 et P.aeruginosa 27853
présentent des effets antibactérienne, contre chaque souche de ces dernies avec des
diametres d’inhibition trés proches et égale 22,5mm pour GEN et IPM appliqués sur E-
coli 9738, egale 24mm pour GEN et 21,5mm pour AK appliqués sur P.aeruginosa 27853.
Le CZ3o présente une activité tres faible contre Listéria monocytogenes ATCC15313 par
rapport a la GEN avec des diamétres d’inhibition de 7mm et 19mm respective, par contre

I’AMP présente une activité trés importante contre Micrococcus Luteus ATCC4698 par
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rapport a Czo avec des diameétres d’inhibitions de 50,5mm et de 40,5mm. Le diametre

d’inhibition d’AMP (16,5mm) est inferieur de CZ3o (25mm) pour 1’Enterococcus Faecalis
14C1104.

5.3. Association HE/ATB

Les huiles essentielles et les antibiotiques ont exercé un effet antibactérien important,

cet effet sera augmenté ou diminué par 1’association HE/ATB comme il montre dans le

tableau et la figure suivant :

Tableau N°20 : Diamétres d’inhibition de ’association HE/ATB

DI Diamétres des zones d’inhibition de croissance bactérienne (mm)
Extraits (10mg/mL) ATB Assoc::_tllgn sl
Souche bactérienne
Cz3 ATB- | ATB-
HE1 HE2 AMP | =07 | GEN10 | HED
ENLerococeus | 11 7.0, | 10,010, | 21,4445, 25,68+0, | 17,860,
faecalis 33 50 45 NT NT 12 01
14C1104
Bacillus
GRA cereus 9’75710’2 11’(2)(7)10’ 19’§;i0’ NT NT 20,8110, 20'251;—'0’
M (+) | ATCC10876
Listéria
monoggtoge” NI NI NT | NI | NT NI NI
ATCC15313
GRA | Escherichia | o 5y5.0, | 006508 20,934, | 25,0320, | 18,6620,
M () ol 18 1 NT | NT |93 88 01
ATCC9738

| | | | -
ATB-HE1
!

coli

HE2 (10mg/ml) |

Listéria
monocytogen| Escherichia

ATB-HE2

es

CZ30

HE1 (10mg/ml)

Souches bactériennes

Bacillus

ATB-HE1

cereus

ATCC10876 A ATCC15313 | ATCC9738

HE2 (10mg/ml)

Enterococcus

ATB-HE2

faecalis
14C1104

HE1 (10mg/ml)

Figure N° 43: Histogrammes des diameétres d’inhibition de I’association HE/ATB
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Concernant D’efficacit¢ de I’association HE/ATB, on observe que I’HE2 n’a pas
amélioré le pouvoir antibactérien des ATB testés sur [’Enterococcus faecalis 14C1104,
Bacillus cereus ATCC10876, Escherichia coli ATCC9738, mais a plutdt réduit son effet,
par contre I’HE1 augmente les effets des ATB utilisées pour ces derniéres souches sauf
[’Enterococcus faecalis 14C1104.

On remarque les diamétres des zones d’inhibition (17,86mm 20,31mm 18,66mm
respectivement) d’HE2 associer au ABT testé sur Enterococcus faecalis 14C1104,
Bacillus cereus ATCC10876, Escherichia coli ATCC9738 sont inferieur aux diameétres

d’inhibition d’HElassocier aux ATB (25,86mm 20,84mm 25,03mm) contre ces trois

souches respectivement.

5.4. Association extrait/ATB

Les résultats d’activité antibactérienne sont exprimés par le diamétre de zone

d’inhibition en millimétre (mm) et illustrés dans le tableau N°20 et dans le figure N°45

suivants :

Tableau N°21 : Diameétres d’inhibition de CHCL3 (10mg/ml), n-hexane (10mg/ml), les
ATB et de I’association ATB-CHCL, ATB-Hex (synergie) exprimés en mm.

Diameétres des zones d’inhibition de croissance bactérienne (mm)
. Association Extrait-
Souches Extraits (10mg/mL) ATB ATB
ATB-
Hex CHCL3 AMP |CZ30| GEN10 |ATB-Hex CHCL3
Enterococcus
faecalis 11,06+0,23 | 11,75+1,06 | 21,44+5,45 | NT NT 18,47 24,75+0,71
14C1104
Bacillus cereus
ATCC10876 10,58+0,66 | 13,26+0,34 | 19,27+0,87 | NT NT 21,06 20,68+0,16
Listéria
monocytogenes | 10,58+0,67 NI NT NI NT NI NI
ATCC15313
Escherichia
coli 10,58+0,68 | 8,21+0,01 NT NT |20,93+4,93 | 18,97+0,42 | 25,51+0,70
ATCC9738
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Figure N° 44: Diagrammes représentent les diamétres d’inhibition de CHCL3 (10mg/ml),
n-hexane (10mg/ml), les ATB et de 1’association ATB-CHCL, ATB-Hex (synergie)

exprimés en mm.

Concernant 1’efficacité des extraits sur ’ATB, on observe que I’extrait de CHCL3
augmente les effets des antibiotiques testés sur, Bacillus cereus ATCC10876,
["Enterococcus faecalis 14C1104, Escherichia coli ATCC9738 par contre 1’extrait n-
hexane n’augmente pas les activités des antibiotiques utilisées pour ces deux dernieres
souches et aussi pour la souche de Listéria monocytogenes ATCC15313, mais a plutdt
réduit ses effets, par rapport 8 AMP1o qui présente une amélioration d’effet par cet extrait
contre Bacillus cereus ATCC10876
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E.coli ATCC9738 P.mirabilis ATCC35659

B.cereus ATCC10876 L.monocytogenes ATCC15313

E.faecalis 14C1104

Figure N° 45: Zones d’inhibition des quelque souches bactériennes testés par HE1
(20mg/ml), les extraits de CHCLS3 et n-hexane (100mg/ml)
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P.aeruginosa ATCC27853 E.coli ATCC9738 L.monocytogenes ATCC15313

M.luteus ATCC4698 B.cereus ATCC10876 E.faecalis 14C1104

Figure N° 46: Zones d’inhibition des quelque souches bactériennes testés par HE1, les

extraits de CHCL3 et n-hexane a une concentration de 10mg/ml

E.coli ATCC9738 L.monocytogenes ATCC15313

Figure N° 47: Les zones d’inhibition de HE2, n-hexane, ATB seul et leurs synergies avec
I’ATB
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E.coli ATCC9738 L.monocytogenes ATCC15313

Figure N° 48: Les zones d’inhibition de HE1, CHCL3, ATB seul et leurs synergies avec
I’ATB

NB: A:HE
B:ATB
C:HE/ATB
D : CHCLS, n-hexane
E : CHCL3/ATB, n-hexane/ATB

> Discussion

Les tests de I’activité antibactérienne évaluée, il montre que les huiles essentielles de
propolis de la Wilaya de Guelma et la Wilaya de Mila sont efficaces contre la majorité de
souches bactériennes testées, a Gram positif et a Gram négatif. Cette efficacité est due a la
richesse des ces huiles essentielles en substances inhibitrices, il s’agit probablement des
terpenoides qui sont doués d’une activité antibactérienne (Sacchetti et al, 2005). La
puissance de cette activité preuve de plus en plus ’efficacité de ces substances face a ces

bactéries pathogenes.

L’effet positif des huiles essentielles contre les bactéries a été signalé par quelques
travaux, qui sont résulte en fonction de diamétre d’inhibition (DI=mm) et de concentration

minimale inhibitrice (CMI=mg/ml ) (Simionatto et al, 2012 ; Oliveira et al, 2010 ;

Fernandes et al. 2015 ; Melliou et al. 2007).
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Concernant les diamétres des zones d’inhibition calculés a partir des bactéries a Gram
positif, Gram négatif on trouve que les huiles essentielles de K1, G1, G3 ont été donné la
meilleur activité avec les plus grands diamétres contre Staphylococcus aureus avec ZI de

23,0£1,3mm, 21,0£2mm et 16,0+0,7mm respectivement, alors que des ZI moyenne de
diamétre 4>mm, 12,1+ 0,6mm, 11,5+0,3mm, 12,8+0,3mm, 11,2+0,3 ,12,3+1,1mm sont

présentés par Bg, Brl, Br2, Br3, Br4, K2 respectivement (Kujumgie et al. 1999). Selon
(Oliveira et al. 2010) les huiles essentielle de Rio de Janeiro(Brésil) donnent une méme
activité antibactérienne avec moyenne DI de 14mm pour Streptococcus pyogenes 93007,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, faible DI de 10mm pour Staphylococcus
épidermides 25/04, Staphylococcus épidermides 194/02 et aussi donnent des zones
d’inhibition de diamétre différents 17mm, 18mm pour Escherichia coli 36298 et
Streptococcus pyogenes 75194. Selon (Simionatto et al. 2012) les résultats des huiles
essentielles de Santiago(Brésil) présentent des diamétres d’inhibition un peu importante de
10 mm pour pseudomonas aeruginosa ATCC25619, de 11mm pour Escherichia coli ATCC
25792, de 12mm pour Staphylococcus aureus ATCC 6538.

Noté bien :

Bg : dans la région de Sofia, Bulgarie, Alb, prés de Tirana, Albanie, Mong, prés d’Ulan
Bator, Mongolie, Epypte, a Bani Swaief, prés de Gizeh, Egypte.

Brl : prés de Rio Claro City ,Etat de Sao Paulo, Brésil.

Br2 : prés de Prudentopolis, Etat du Parana, Brésil.

Br3 : prés de Pacajus, Etat du Ceara, Brésil.

Br4 : présLimera, Etat de Sao Paulo, Brésil.

K1 : pres de SanMateo, Gran.

K2 : présTelde, Gran Canaria, Tles Canaries Canaria, Tles Canaries.

G1: dans I'Etat de Picas Piani, au Brésil, recueilli par I'abeilleMelipona compressipes, et
G3: & Prudentopolis, Etat du Parana recueilli par l'abeille Melipona quadrifasciata

anthidioides.
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Concernant les CMI on trouve qu’il existe une activité inhibitrice importante testé par
(E. Melliou et al. 2007) des huiles essentielles de propolis de quelques régions de Gréce
contre Escherichia coli ATCC25922 avec des concentrations minimal inhibitrice de
3,40mg/ml, 3,80mg/ml & 3,90mg/ml, et une valeur de 3,10mg/ml obtenue contre
Entérobacter cloacae ATCC 13047 et des des valeurs CMI de
7,90mg/ml, 7,80mg/ml, 7,10mg/ml contre Entérobacter cloacae ATCC 13047, Klebsiella
pneumonaie ATCC13883, pseudomonas aeruginosa ATCC 227853 réspectivement.

La différence d’efficacité antibactérienne des huiles essentielles de nombreux
échantillon de propolis est due a la différence de ces compositions chimiques majoritaire et
biologiquement active (alcool, phénols, composés terpéniques et cétonique) (Touzani et
al, 2018)qui sont liées aux facteurs abiotique, tels que le climat spécifique aux régions de
provenance des échantillons, les facteurs géographiques comme I’altitude, la nature du sol,
la durée de récolte de la propolis, et la variation de la qualité des espéces végétaux et les
especes d’abeilles qui sont intervient dans sa production aussi des facteurs technologiques

comme le mode d’extraction des huiles essentielles (Regnault et al, 2005).

Pour cette raison, nous confirmons la différence dans les résultats existante entre

I’HElet I’'HE2, qui ont été tirés et récoltés dans deux régions différentes.

Bien que les huiles essentielles de la propolis aient une activité antibactérienne

importante, il n’y a beaucoup d’études et des références sur I’importance de ce composé.

Les sesquiterpenes (E-nerolidol et spathulénol) sont des principaux constituons des
huiles essentielle de la propolis de brésil qui sont présentés un pouvoir antibactérienne
contre Escherichia coli, Entérococcus faecalis, Staphylococcus aureus (Fernandes et al,
2015), cette derniére souche aussi sensible aux composées majeurs (a-pinéne, b-pinéne
limonéne) des huiles esentielles de propolis de brésil (Simionatto et al, 2012).0On
mentionne encore des constituants majoritaire des huiles essentielles de propolis de
différentes régions de monde qui sont intervient dans les testes d’activité antibactérienne
tel que farnesol, dihydroeudesmol, guaiol de Pologne (Maciejewicz et al 1983), pB-
eudesmol, benzyl benzoate de Hongrie (Petri et al,1988), o —pinene, trans-p-terpineol,
Junipene, o-cadinene de Grece (Melliou et al,2007), p-eudesmol, &-cadinen,
sesquiterpene alcohol de Bulgarie (Bankova et al, 1994 ; Kujumgiev et al,1999),

nerolidol, spatulenol, ledol de les Tles canaries (Bankova et al,1998).
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L’extrait de DCM de propolis Iranien de quelques régions telles que Chenaran
(Mashhad), MoradBeyg (Hamedan), Kalaleh (Goleatan), Alborz (Taleghan) présente
réspectivement des zones d’inhibition des diamétres 11mm, 12mm, 11,33mm, 10,33mm
contre E. coli et 11mm, 11,33mm, 11,67mm, 10,33mm contre S.aureus (Afrouzan et al,
2018). Le screening antibactérien des fractions de DCM et d’hexane de la propolis

Brésilien présente respectivement des CMI (6,25 pg/ml et 15,64 ug/ml), (125 pg/ml et
6,25 ug/ml ), (15,64 ng/ml et 7,82 ug/ml ) contre S.aureus, E. coli, Streptococcus mutans
respectivement,il présente aussi des CMB (125 pg/ml et 31,25 pg/ml), (250 ug/ml et
62,5 ng/ml), (31,25 ug/ml et 7,82 pg/ml ) contre les méme souches bactériennes

respectivement (Botteon et al, 2021).

L’activité des extraits n-hexane et CHCL3de la propolis, est due au fait qu’ils
contiennent des principes actif tels que guttiférone E, oblongifoline B(coumarine) qui
caractérisent I’extrait d’hexane, et liquiritigénine (flavanone), formononétine (isoflavone),
vestitol (isovlavane), néovestol, médicarpine (), 7-0-méthylvestol, guttiférone E,
oblongifoline B (coumarine) qui caractérisent 1’extrait d¢ CHCL3 (C.E.A.Botteon et al,
2021).

L’activité antibactérienne des huiles essentielles et des extraits, révele qu’il existe une

Iégere différence de sensibilité entre les bactéries Gram+ et Gram-.

La plupart des travaux antérieurs conviennent que les bactéries a Gram+ sont plus
sensibles que les bactéries a Gram- (Pobiega et al, 2017). En effet, les Gram- ont une
résistance intrinséque aux antibactériennes, qui est en relation avec la nature de leur paroi
bactérienne (Labiode, 2016).La résistance des bactéries a Gram- pourrait étre due a la
présence des pompe d’efflux empéchant la pénétration intracellulaire des biomolécules de

la propolis (Seidel et al, 2008).

Certains composants de la propolis, tel que, I’acide cinamique, 1’acide benzoique,
I’anthraquinone et ses dérivés, les alcaloides, les sesquiterpénes, les acides gras, lanostan-
3-one, 11R, la podophyllotoxine, les phénothiazines, le pyrrolidone, les dérivés de
barbituriques, la chrysine, Androst-5-en-17-one, 1’alpha-terpinol, le thymol, les dérivés de
rhodanine, les dérivés imidazoliliques, la carbamazépine et le méthylene Bis Aspidinol

affecte négativement le potentiel de la membrane cellulaire bactérienne, augmentant sa
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perméabilité et entrainant une diminution de la motilité (Soltani, 2017). Des protéines
dénaturées (par exemple des enzymes) ont également été montrées apres des doses élevees
des composés phénoliques contenus dans 1’extrait éthanolique de propolis (EEP) (Pobiega
et al, 2017), des composes de type sesquiterpene peut entrainent des dommages a I’ADN
(Soltani, 2017), des ingrédients de la propolis, principalement les flavonoides (quercitrine,
galangine, pinocembrine), agissent sur les facteurs de virulence des bactéries a Gram
positif, inhibe ’activité de la coagulase et diminuent 1’activité de lipase et empéchent la

formation des biofilms (Scazzocchio et al, 2006).

Le faible effet sur les bactéries a Gram négatif peut également étre expliqué par le fait
que la propolis contient principalement résine d’origine végétale constituants et que les
résine sont sécrétées par les plantes pour se protéger principalement contre les agents

patogenes a Gram positif (Seidel et al 2018).

L’effet d’un agent antibactérien tel que HE1, HE2, ATB, I’extrait de CHCL3, 1’extrait
de n-hexane est lié a son interaction avec son site d’action. Cet agent doit avoir une

certaine affinité pour son site.

Pour cette raison, 1’augmentation d’efficacité de 1’antibiotique peut s’expliquer par
association HE1/ATB et I’extrait CHCL3/ATB qui sont appliqués contre Enterococcus
faecalis 14C1104, Bacillus cereus ATCC10876, Escherichia coli ATCC9738et par
association d’extariat n-hexane/ATB appliqué sur Bacillus cereus ATCC10876, ou chacun
des extraits (CHCL3, n-hexane) et de HEL1 ont été utilisés comme des agonistes qui
provoquent un effet comparable a celui d’ATB. Donc plus ’affinité d’agoniste pour son
site d’action est grande plus sa puissance est ¢levée, puis I’effet biologique est s’amélioré

et augmenté.

Par contre la diminution d’efficacité de I’antibiotique peut s’expliquer par association
HE2/ATB appliqué sur Enterococcus faecalis 14C1104, Bacillus cereus ATCC10876,
Escherichia coli ATCC9738et par I’association extariat n-hexane/ATB appliqué sur
Bacillus cereus ATCC10876, Escherichia coli ATCC9738, ou chacun d’extrait n-hexane
et de HE2 ont été utilisés comme un antagoniste qui se lie au niveau du récepteur sur un
site distinct du site de liaison d’ATB(site allostérique) et entraine des modification
conformationnelles du récepteur avec diminution d’affinité du récepteur pour son ATB,
I’association de I’antagoniste au récepteur est pratiquement irréversible. Dans ce cas

I’efficacité d’ATB est démunie.
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Selon (Monica et al, 2020) on trouve que le teste en damier a montré que les deux
extraits éthanolique présentaient un effet synergique avec la gentamicine contre E.faecalis
ATCC 29212 ;Mirim a montré une avec tous les agent antimicrobiens testés contre le
SARM , contrairement a 1’extrait de mandagaia. L’extrait de Mandagaia n’a pas montré
d’effet synergique avec la vancamycine contre les souches VRE et HLAR.Mais le test
time-kill a montré que les echantillons de mandacaia et de mirim ont montrés un effet
synergique avec la gentamicine contre SARM et E.faecalis ATTC 29212. De plus,
I’extraitde mirim a montré un effet bactéricide contre le SARM et E.faecalis ATCC 29212
al8h et 4h, respectivement. L’extrait Mandagaia a montré un effet bactériostatique contre
le SARM et E.faecalis ATCC 29212 qui a comence a 18h et 4h, respectivement, etpersisté
pendant 24h.Aucun des extraits n’a montré de synergie avecl’oxacilline et la vancamycine
contre le SARM. Enfin, I’extrait de mandagaia n’a pas montré d’effet synergique avec la

vancamycine contre les souches VRE et HLAR.
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Conclusion

Les produits naturels tel que les huiles essentielles et les extraits de la propolis sont une
source intéressante de nouvelles thérapeutiques, compte tenu de la propagation des
maladies infectieuses et de I’émergence des bactéries résistantes aux antibiotiques, dont
I’effet est devenu faible, en plus de provoquer des effets secondaires indésirables chez

I’homme pendant la période de traitement.

Sur la base de ces résultats, on peut conclure que ’activité antibactérienne des huiles
essentielles et les extraits de CHCL3 et de n-hexane de la propolis de I’Est Algérien est
important, contre la plupart des souches bactériennes de référence a Gram négatif et a
Gram positif testés avec des diamétres d’inhibition entre 6mm et 13,26mm. Cette activité
antibactérienne est améliorée et augmenté, par une combinaison de chaque HEL, extrait
chloroformique, avec les antibiotiques d’AMP1o, CZszo, GENio appliquées sur
Enterococcus faecalis 14C1104, Bacillus cereus ATCC10876, Escherichia coli
ATCC9738, par contre la combinaison de chaque HEZ2, extrait de n-hexane avec les mémes
antibiotiques n’augmentent pas son effet cotre ces dernies souches a I’exception de

Bacillus cereus ATCC10876.

Les résultats des testes quantitatifs on révélés que les deux extraits de CHCL3, n-hexane
ont été caractérises par une teneur en flavonoides et en polyphénol, ce qui suggére que ces
composés sont cruciaux pour ’activité antibactérienne de la propolis. Donc grace a les
caractéristiques et les compositions des huiles essentielles et des extraits de la propolis,
démontrant leur potentiel d’utilisation comme agent antibactérienne, ils peuvent étre
utilisés soit adjuvant pour les antibiotiques actuels ou comme alternatifs utilisées
ultérieurement dans le domaine pharmaceutique, par ’extraction de ces principes actifs,

aprés une analyse de GCMS.

On propose de suivre ce travaille par une méthode de micro dilution des huiles
essentielles et des extraits de CHCHL3, n-hexane de la propolis affine déterminer leurs
CMI.
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