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Introduction

De nombreuses maladies dues a 1’action d’agents pathogenes microscopiques sont
d’origine bactérienne, virale ou mycosique et se développent au sein d’un tissu ou d’un organe
provoquant ainsi des maladies infectieuses. Les infections urinaires sont d’une extréme
fréquence, elles constituent le deuxieme motif de consultation en pathologie infectieuse apres
les infections respiratoires, et la premiére cause d’infections nosocomiales. L’infection urinaire
est définie comme une colonisation microbienne asymptomatique de 1’urine et symptomatique

avec une inflammation des structures de 1’arbre urinaire.

Les antibiotiques ont joué un réle crucial dans la lutte contre de nombreuses pathologies,
quel que soit le type d’infection, le traitement repose sur 1’administration d’antibiotiques de
maniére soit empirique, soit guidée par les résultats de I’examen cytobactériologique des urines.
Le développement de la résistance des micro-organismes aux divers antibiotiques ne cesse
d’augmenter, ce qui a favorisé 1’utilisation de bioressources naturelles thérapeutiques. Ces
bioressources constituent un immense réservoir de composés d’une grande diversité chimique
possédant un large éventail d’activités biologiques bénéfiques pour la santé humaine
(HADDOUCHI et al., 2016 ; ERENLER et al., 2019). Parmi ces précieux produits ou sous-
produits naturels, la propolis résulte de la collecte de la résine provenant de différentes parties
des plantes avec 1’ajout de sécrétions mandibulaires des abeilles. Au cours des derniéres annees,
ce produit a fait I’objet de diverses investigations et revues bibliographiques lesquelles se sont
intéressées a sa composition chimique et confirmant de maniére scientifique ses propriétés
biologiques et pharmacologiques liées a sa composition en polyphénols et en flavonoides
(FEAS et al. 2014 ; BALIKA et al. 2021). Son efficacité prouvée lui a value un interét
particulier par I’ensemble des chimistes, biochimistes et pharmacologues qui essayent

d’identifier de nouveaux principes actifs susceptibles d’étre utilisés en thérapeutique.

Nous espérons a travers cette étude confirmer son action inhibitrice sur les micro-
organismes pathogenes, et souligner son importance comme alternative naturelle aux

antibiotiques classiques.




Introduction

Le présent manuscrit est scindé en deux parties :

-la premiére est une recherche bibliographique consacrée a un rappel sur les infections
urinaires, les microorganismes causals et des genéralités sur la propolis et ses propriétés

biologiques ;

- La deuxiéme est consacrée a la partie expérimentale ou sont décrits les matériels et les

méthodes utilisés suivis des résultats obtenus et d’une discussion.

Enfin le document s’achéve avec une conclusion générale et des perspectives pour la

poursuite de ce travail.
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bibliographique



. Infection urinaire



Revue bibliographique Infection urinaire

Problématique

L’infection urinaire est une pathologie fréquente affectant les humains au cours de leur
vie, qui constitue un probleme de santé publique (BRIQUET, 2016). Au niveau mondial, elle
arrive au second rang derriere les infections respiratoires dans la catégorie de la pathologie
communautaire (BEZZICHE, 2018).

Ce sont les infections bactériennes les plus communes, qui touchent les deux sexes au
moins une fois au cours de leur vie, chez la femme environ 50 a 60% et chez I’homme a 10%
(DELHAGE, 2021). Environ 8% des enfants a 1’dge d’un mois a onze ans présentent cette
infection (LESLIE, 2022).

Les infections urinaires sont causées par la prolifération anormale d’agents infectieux
dans le systéme urinaire (quoique ce soit le rein, les uretéres, la vessie ou 1’urétre) (KENKOUO,
2008). Sur le plan microbiologique, les germes les plus fréquemment isolés sont les
entérobactéries avec un taux de 81% (69,4 % Escherichia coli, 5,2 % Proteus mirabilis,
Klebsiella sp. 5,3 %, 1,3 % Citrobacter freundii) puis des cocci a gram positif 12,9 % (2,2 %
Staphylococcus aureus, 0,7 % Staphylococcus epidermidis, 0,6 % Staphylococcus
saprophyticus, 1,9 % Streptococcus agalactiae, 7,4 % Enterococcus sp.) (PILLY, 2020).

Plusieurs travaux rapportent que les antibiotiques ont apporté un immense bénéfice a
I’humanité, en permettant de soigner de nombreuses infections bactériennes. Malheureusement,
la fréquence élevée des résistances aux antibiotiques constatées chez les bactéries pathogenes
complique la conduite thérapeutique des pathologies infectieuses. Ce qui justifie d’une part,
I’évaluation de I’efficacité de ces médicaments, et d’autre part, la recherche de nouvelles

molécules antimicrobiennes.

I.1. Définition
I.1.1. Infection urinaire

L’infection urinaire correspond a I’agression d’un ou plusieurs organes de I’appareil urinaire
par une multiplication de microorganismes pathogenes (bactériurie) accompagnée d’une
réaction inflammatoire avec afflux de leucocytes (leucocyturie) générant des symptémes de
nature et d’intensité variables selon le terrain (BERICHE et MALKI, 2019). Elle se manifeste
le plus souvent par des douleurs ou une sensation de brilures lors de la miction et de la fievre
(BUETTCHER, 2020). Cette infection est majoritairement féminine, le risque d’infection est
moindre chez le sexe masculin (BERICHE et MALKI, 2019).
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1.1.2. Appareil urinaire
L’arbre urinaire est partagé essenticllement en deux parties (Figure 01) (BOUBCHIR et
YEBDRI, 2019) :
*= Le haut de I’appareil urinaire : les reins en nombre de deux (2), chargés d’¢laborer
I’urine et les deux ureteres ;
» Le bas de I’appareil urinaire qui comprend : la vessie : réservoir musculo-membraneux
dans lequel s’accumule 1’urine dans 1’intervalle de mictions, 1’urétre : canal évacuateur

de la vessie et la prostate.

Appareil

Urinaire
. _

Glande
surrénale

Rein

Appareil urinaire

Uretére haut
Artére

abominale
Veine cave
inférieure

Vessie

Appareil urinaire
Prostate bas

Urétre

Figure 01. Appareil urinaire (SYLVIE, 2010).

1.2. Etude de I’urine
1.2.1. Définition
Le terme “’urine’’ est un mot issu du latin urina et du grec Oron. L’urine est un liquide
biologique composé de déchets de 1’organisme, elle est secrétée par les reins apres filtration

du sang, qui sera expulsée hors du corps par le systéme urinaire.

1.2.2. Composition de ’urine
Une urine normale est composée principalement de 95% d’eau dans laquelle les déchets

du métabolisme sont dissous, on y trouve également des sels minéraux tels que du magnésium,
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du calcium, du chlore, du potassium, du sodium, des sulfates et des phosphates (Figure 02),
(tableau 01).

CREATININE, AMMONIAC
ET ACIDE URIQUE : 0,2 %

SELS ET AUTRES IONS
DISSOUS : 2,8 %

- EAU:95%

UREE:2 %

Figure 02. Les principaux composants de 1’urine (JULIE, 2021).

Tableau 01. Caractéres généraux de 1’urine saine et d’une urine contaminée (DOMART et

BOURNEF, 1989).

Caractéres Etat Etat
normal contaminé
Diminution augmentation
Volume 20 mL/Kg de poids | <500 mL constitue 1'oligurie: =2000 mL constitue la
corporel, soit 13004 |  s’observe dans foutes les polyurie: tous les diabétes
1500 mL par 24h maladies infectieuses (sucrées, rénaux, et insipides

ansl que dans les néphrites
interstitielles).

Couleur Jaune citron plusou |  Jaune paille ou incolore: Brun acajou dans le cas d’un
moins fonce. néphrite interstitielle ictére, rouge sanglant dans
chronique. I’hématurie
Odeur Peu prononcée ! Odeur de pomme au cours de
I’acétonurie.
pH 548 S’abaisse (acidité Augmente (acidité diminuée)
augmentée) chez les dans les insuffisances rénales
diabétiques

1.3. Epidémiologie et physiopathologie des infections urinaires
1.3.1. Epidémiologie
L’IU est la premiére des maladies infectieuses non épidémiques. Elles sont, apres les

infections respiratoires, au second rang des motifs de consultation et de prescription
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d’antibiotiques. L’incidence de la maladie dépend de 1’age et du sexe (FRA et SANCHEZ,
2017).

» Infection urinaire symptomatique

Elle survient plus fréquemment chez la femme que chez I’homme. Selon des données
épidémiologiques, chez la femme, la fréquence augmente avec 1’dge, avec deux pics, 1’un au
début de ’activité sexuelle et 1’autre en période post ménopausique (PILLY, 2020). Chez
I’homme, la fréquence augmente aprés 50 ans, en relation notamment avec la pathologie

prostatique (CHEKROUD et FATHI, 2017 ; PILLY, 2020 ; DELHAGE, 2021).

» Infection urinaire asymptomatique (colonisation urinaire)

La prévalence de la colonisation urinaire varie en fonction du sexe, de 1’age et de
I’existence ou non d’une anomalie urologique sous-jacente. Chez la femme, la prévalence
augmente pour atteindre 8 a 10 % apres la soixantaine, pour la femme enceinte, 1I’incidence
d’IU et de bactériurie asymptomatique est semblable a celle rencontrée dans la population
générale mais elle entraine des conséquences plus importantes, alors que chez I’homme, la
fréquence est faible jusqu’a la soixantaine, puis elle s’éleve a 4% du fait des obstacles

cervicoprostatiques (CHEKROUD et FATHI, 2017).

1.3.2. Physiopathologie

L’arbre urinaire est un systeme fermé normalement stérile, mais a son extrémite, 1’urétre
distal est contaminé par des bactéries de la flore digestive (entérobactéries ; streptocoques
anaérobies), cutanée (staphylocoques coagulas négative, corynébactéries) et génitale chez la
femme (lactobacilles). Il est protégé de la colonisation bactérienne par le sphincter vésico-
urétral, par le flux permanent d’urine pyélique et son acidité, et par les cellules du systéme
immunitaire (BOUBCHIR et YEBDRI, 2019 ; PILLY, 2020).

La physiopathologie de I’IU débute par une colonisation de 1’urétre par une souche
uropathogene issue de la flore digestive. Grace aux différents facteurs de virulence, cette souche
peu migrer le long de 1’urétre pour atteindre la vessie et la prostate. Elle pourra ensuite rejoindre
le parenchyme rénal via les ureteres (PILLY, 2020). A ce stade si I’infection n’est pas traitée,
elle peut aboutir a un épisode bactériémique par translocation hématogéne du micro-organisme.
(BOUBCHIR et YEBDRI, 2019).
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1.4. Différents types d’infections urinaires
1.4.1. Infections de I’appareil urinaire bas
1.4.1.1. L’urétrite

C’est une inflammation de 1’urétre qui peut également toucher de nombreuses glandes péri-
urétrale, présentent le long de 1’urétre féminin et des portions bulbaires et mobiles de 1"urétre
masculin (TALHA, 2021).

Il s’agit d’une infection sexuellement transmissible (BERICHE et MALKI, 2019 ;
ANTIBIO’MALIN, 2022). Les spécificités dépendent des germes en cause. (AMRANI et
BECHIRI, 2018). Les trois microorganismes les plus communs responsables d’urétrite sont :
Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis et Mycoplasma genitalium (BOUBCHIR et
YEBDRI, 2019).

1.4.1.2. Cystite
La cystite est une infection localisée a la vessie, ¢’est 'une des formes les plus courantes
des infections de 1’appareil urinaire bas (BEZZICHIE et BOUNEMOUR, 2018). Elle est
provoquée par la prolifération de bactéries intestinales du type Escherichia coli (LESLIE,
2022), mais elle peut étre due a d’autres bactéries (Pseudomonas aeruginosa, Proteus,
Klebsiella...).

1.4.1.3. Prostatite
La prostatite est une inflammation aigiie d’origine bactérienne de la glande prostatique,
elle fait suite a I’infection de 1’urétre, sa fréquence augmente avec 1’age, elle touche surtout

I’homme adulte entre 20 a 40 ans (ANNE-CHRESTINE, 2019 ; MANIX et al., 2021).

1.4.2. Infections de I’appareil urinaire haut

On distingue deux types, la Pyélonéphrite qui est une infection bactérienne des voies
urinaires haute et du parenchyme rénal. Elle désigne 1’inflammation du bassinet et du rein. Les
germes les plus fréquemment rencontrés sont des bactéries gram négatif de type entérobactéries,
le plus souvent due a Escherichia coli (BOUBCHIR et YEBDRI, 2019). Chez la femme environ
20% des bactériémies communautaires sont dues a une pyélonéphrite (TALHA, 2021) et la
pyélite qui est une infection grave, le plus souvent a Escherichia coli, de la muqueuse du

bassinet qui peut précéder la pyélonéphrite.
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1.5. Symptémes d’une infection urinaire

Il arrive que les infections urinaires se présentent sans symptomes. Néanmoins la plupart
du temps leurs manifestations dépendent de la partie de ’appareil urinaire infectée (LIGHTS et
BOSKEY, 2015).

1.5.1. Infection urinaire basse
Les symptomes d’une infection urinaire basse sont les suivants :
-Des douleurs ou des brulures en urinant ;
-Des envies fréquentes de miction durant le jour ;
-Une géne au niveau du bas ventre.
Parfois, du sang dans les urines. Le patient atteint de simple cystite ne présente généralement
pas de fieévre contrairement au patient atteint de prostatite qui peuvent présentes de la fievre
(BOUBCHIR et YEBDRI, 2019).
1.5.2. Infection urinaire haute
Les symptomes d’une infection urinaire haute sont les suivants :
-Une fievre élevée (supérieur a 38,5 C°) ;
-Des douleurs intenses dans le bas du dos ou dans I’abdomen ou aux organes sexuels ;

-Des signes digestifs : diarrhées vomissement... (LATY, 2021).

1.6. Mécanisme et mode de transmission
1.6.1. Contact direct

Il s’agit de propagation interhumaine d’un microorganisme pathogeéne par contact
physique entre une personne abritant le pathogene et un hote réceptif (BOUARRODJ et
BOUTEBZA, 2015).Le malade s’infecte avec ses propres germes (endogene), les lésions
cutanées, par les contacts directs des muqueuses entre deux individus durant le rapport sexuel
ou a la naissance lors du passage au travers d’un col cervical infecté, les germes seront ceux de

la peau, des muqueuses du tractus digestif (ETTIEN, 2015).

1.6.2. Contact indirect

Il s’agit d’une infection d’origine exogene ou le malade attrape une infection a partir
d’un germe qui lui a été transmis soit via la personne soit par matériel (AIT MILOUD, 2011),
les aliments ou les instruments, les liquides de perfusion mal désinfectés et les solutions

antiseptiques contamingées.
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1.7. Microorganismes impliqués dans les infections urinaires

Les germes les plus frequemment isolés d’une infection de 1’appareil urinaire sont des
entérobactéries (JACQUELINE et LYONEL, 2020) avec une prédominance d’Escherichia coli
responsable de 85% des infections communautaires suivi par Proteus et Klebsiella. Alors que
dans les infections urinaires nosocomiales, le pourcentage diminue de 25% pour Escherichia
coli au profit d’autres espéces : Enterobacter, Klebsiella, Pseudomonas, Acinetobacter et
Serratia (PILLY, 2020). Les IU dues a Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus sp. sont rares
et surviennent dans des contextes particuliers (antibiothérapie, hospitalisation...).
Staphyoccocus saprophyticus est une cause d’IU rencontrée surtout chez 1’adolescente et la
femme adulte jeune.

Selon BOUBCHIR et YEBDRI (2019), la pathogénicité de ces agents est liée a :
-La présence de facteurs d’adhérence a la muqueuse : ces structures permettent 1’adhésion et la
migration des bactéries le long des voies urinaires, malgre le flux urinaire et assurent un contact
étroit avec les nutriments présents a la surface cellulaire. Parmi celle-ci les fimbriae de type 1

permettent 1’adhésion aux cellules vésicales et confinent 1’infection a ce niveau ;

-Le lipopolysaccharide (LPS) : c’est une endotoxine qui induit la réponse inflammatoire et la

libération de cytokines ;

-Production d’hémolysine : c’est une exotoxine qui favorise la rupture de 1’épithélium rénal et

la pénétration de la bactérie dans 1I’endothélium des capillaires pour provoquer une bactériémie ;

-D’autres facteurs offrent ¢galement a ces pathogenes des avantages pour leur développement
dans le tractus urinaire : toxines, systemes de captation du fer, capsule et flagelles. Certaines
bactéries peuvent s’adapter au PH acide des urines en libérant de ['uréase qui alcalinise les

urines.

1.8. Diagnostic d’une infection urinaire
1.8.1. Bandelette urinaire

C’est I’examen de premier choix facile et rapide a réaliser. Elle permet la détection
simultanément et rapidement de la présence de leucocytes et de bactéries sur des urines émises
(FRANCOIS et al., 2013). 11 s’agit d’une longuette avec différents carrés de papier buvard
imprégnés de réactifs, qui une fois trempée dans I’urine fraichement émise elle change de
couleur (VALERIE, 2021).

La présence de leucocytes permet de déceler I’estérase, une enzyme présente dans les

globules blancs qui réagit avec la bandelette lorsque la leucocyturie est a 10* leucocyte/mm?
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(GAZZAH, 2018). La présence des nitrites signifie la présence de bactéries, seules les bactéries
qui possedent une nitrate réductase sont capables d’élaborer des nitrites dans les urines (AIT
MOULOUD,2011 ; FRANCOIS et al., 2013 ; PAUL et al.,2022). Le résultat sur la bandelette
est lu négatif si celle-ci ne montre ni leucocytes ni nitrites et il est lu positif si elle détecte des
nitrites et/ou des leucocytes. La bandelette urinaire donne des informations rapides mais ne

permet pas de confirmer I’infection de fagon certaine.

1.8.2. Examen cytobactériologique des urines (ECBU)

C’est I’examen de confirmation du diagnostic d’IU, il comprend un examen direct, une mise
en culture et un antibiogramme pour identifier le germe responsable afin de recourir au
traitement le plus efficace (DAVID, 2018). C’est un examen banal, qui impose des techniques
de prélevement rigoureuses, des conditions de conservation et de pratique précise, et aussi une
interprétation critique des résultats (JEAN, 2022).

1.8.3. Examens sanguins
Une hémoculture (avant toute antibiothérapie) en cas d’atteinte parenchymateuse
(prostatite).
1.9. Traitement et prophylaxie
» Traitement

L’IU est une pathologie fréquente, son traitement repose sur une antibiothérapie adaptée
afin d’éviter 1’aggravation ou la rechute. L’épidémiologie de la résistance des bactéries aux
antibiotiques doit permettre de débuter une antibiothérapie probabiliste (DEDDACHE, 2017).
» Prophylaxie
Certaines précautions simples sont susceptibles de renforcer les mécanismes naturels de défense
qui doivent systématiquement accompagner le traitement : regles hygiéno-diététiques, soigner
les constipations, boissons abondantes quotidiennes, maintenir une bonne hygiene intime, une
miction fréquente (MALKI et BERRICHE, 2019 ; FALGARONE, 2022).

1.10. Infections urinaires associées aux cathéters

Les infections urinaires associées aux cathéters sont les infections nosocomiales les plus
courantes dans lesquelles les surfaces sont colonisées par des micro-organismes sous forme de
biofilms. Ceci est souvent rencontré lorsqu’une sonde urinaire a demeure est placée pendant
une longue durée de cathétérisme (> 2 jours) (ELODIE et al. 2017 ; TALHA, 2021). En effet,
les cathéters urinaires sont les dispositifs médicaux les plus couramment utilisés dans de

nombreux systemes de santé, mais leur utilisation prédispose aux infections. Ces dernieres
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dépendent des facteurs de risques liés aux patients (age, sexe féminin, diabéte déshydratation
etc...) et aux prestataires de soin (mauvaise pratique d’hygi¢ne des mains, mauvaise technique
d’insertion, les appareils et les systemes environnementaux hospitaliers) (APIC, 2014).

Le cathétérisme urétral présente une surface abiotique qui est sujet d’une colonisation
bactérienne, fournissant un conduit direct de ’environnement ambiant a la vessie urinaire
(WARREN, 2001 ; STICKLER, 2014). L’IU survient par contamination urétrale par la flore
rectale, suivie d’une migration microbienne vers la vessie, d’une adhérence médiée par les pilis
et les adhésines et d’une colonisation (WERNEBURG, 2022).

Ces bactéries engendrent la formation de biofilms qui se développent autour de I’extérieur
du cathéter et sur I’'urothélium. Les bactéries pénétrent dans ce biofilm qui les protége de la
circulation mécanique de ’urine, des défenses de 1I’hdte et des antibiotiques les rendant ainsi
difficile a éradiquer (TALHA, 2021).

Des problemes particuliers découlent de la colonisation par des especes productrices
d’uréase, notamment Proteus vulgaris et Proteus mirabilis (STICKLER etal., 1998 ;
MACLEOD et STICKLER 2007 ; Broomfield et al., 2009). Cette derniére étant la principale
cause de formation des biofilms cristallins inhabituels qui incrustent les surfaces des cathéters
et bloquent le flux urinaire, ce qui entrainent souvent une série de complications cliniques
graves et des renvois a 1’hopital d’urgence chez jusqu’a 40 % des patients cathétérisés a long
terme (PELLING et al., 2019).

La figure 03 montre des exemples de biofilms cristallins de P. mirabilis formés sur des
cathéters de Foley standard tout en silicone, dans des modeles in vitro des voies urinaires

cathétérisées.

Figure 03. Biofilms cristallins de Proteus mirabilis. (HOLLING et al.,2014)

(a) Image au microscope électronique a balayage de la lumiere du cathéter montrant la
formation d'un biofilm cristallin. (b) Image au microscope électronique a balayage
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environnemental (ESEM) de la coupe transversale longitudinale de la lumiére du cathéter
montrant un biofilm cristallin. (C, d) Images ESEM a plus fort grossissement de biofilms

cristallins établis montrant des cristaux de structure intégrés.

Pour améliorer la sécurité des patients, des pratiques et des mesures préventives sont
recommandées. Il s’agit de la réduction de la durée du cathétérisme, 1I’évitement des
cathétérismes inutiles basés sur la considération d’alternatives au cathétérisme urétral, la
réévaluation quotidienne de la nécessité des sondes et le respect des indications. Ces mesures
permettent la réduction de plus de 50 % d’infections urinaires liées aux sondes avec un impact
positif sur la qualité de la prise en charge et une diminution des co(ts causés par ses infections
(ELODIE et al., 2017 ; ANNIE, 2019).




[1. Activites biologiques de la

propolis
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11 .1. Définition et étymologie

La propolis est une substance naturelle, apicale, qui désigne une matiére resineuse
collante produite par les abeilles a partir des exsudats de certaines parties (bourgeons, ecorces,
...) de différentes plantes, mélangée avec la cire et leurs enzymes salivaires (NELL Y et al.,
2020 ; KASOTE et al., 2022).

Propolis, du grec pro signifie “’devant’” ou “’a I’entrée de’’, polis signifie
“communauté’” ou ‘’cité’’, ce qui signifie que les abeilles utilisent cette substance pour
protéger 1’entrée de la ruche et emboucher les fissures (SANTOS et al., 2020 ; STOJANOVIL
et al., 2020). En revanche, ce produit est trés utilisé aujourd’hui pour ses propriétés antiseptique
et thérapeutique. La propolis est devenue ces dernieres années, une alliée incontournable dans

la santé naturelle.

Figure 04. Photographie représentative de la propolis (NATHALIE, 2021).

11.2. Composition de la propolis

De nombreuses études ont été menées sur la composition chimique et les activités
biologiques de la propolis comme les travaux de ZOHREH et al. (2018) en Iran et TIMOTHY
et al. (2022) dans diverses régions de Kenya.

Plus de 800 molécules actives ont été reconnues, dont des composés antiviraux,
antibacteriens et antitumoraux qui lui conferent un potentiel thérapeutique exploitable en
médecine humaine (SAMANTHA, 2020 ; KASOTE et al., 2022). On compte principalement
cinq familles d’¢léments dans la composition : résines et baumes, huiles essentielles, cires,

pollen et substances de diverses origines ; organique ou minérale, cités dans le tableau 02.
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Famille de Composition chimique Propriétés thérapeutiques
COMpPOsés
Résines et Flavonoide (flavone, flavanols) Antiseptique
baumes Acides phénoliques (a-coumarique, Anti fongique
a-acétylsalicyclique) et leurs esters Antioxydant
(acides organique) Immuno-stimulation
Anesthésique, cicatrisant
Huiles Dérivés terpéniques. Antimicrobien
essentielles Principes aldéhydes, aromatiques, et Antiseptique puissant
odorants
Composés volatiles
Coumarines
Cire Cire Texturant, épaississant, adoucit,
protége et nourrit la peau
Pollen Protéines végétales Tonifiant, fortifiant diurétique et
stimulant général
Substances Vitamines (A, B (B1, B2, B3, B6, B8,

diverses, origine
organique ou

minéral.

B9, B12) C, E).

Sucres

Lactones

Oligoéléments (Fer, Zn, Al)
D’autres sels minéraux (Potassium et

Calcium)

Tableau 02. Composition brute de la propolis (MECELLEM., 2017)

11.3. Variétés de propolis

A ce jour, plusieurs variétés de propolis ont été identifiées en fonction de leur composition

chimique, leur origine végétale et géographique dont les plus connues sont la propolis de type
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peuplier (Ambrée a brune) (Européenne), la propolis verte et rouge (Brésilienne) et la propolis
méditerranéenne, sont représentés dans le tableau 03.
Tableau 03. Les differentes variétés de propolis les plus répandus avec leurs principales
familles botaniques et répartition géographique (CARDINAULT, 2012 ; PIOTR PAWEL,
2018 ; CARDINAL et al., 2021)

Type de propolis Famille Origine Principaux Description
botanique géographique constituas
Propolis peuplier | Populus sp. Europe Flavonoides Petits morceaux
(ambrée a brune) L’ Amérique du | Composés Collante de résine
sud phénoliques Agglutinés par la suite
en bloc

Une odeur agréable et

puissante de miel

Propolis verte Baccharis Brésil Polyphénol Petits blocs rigides
dracumulifolia Flavonoide Une odeur puissante
(Artépillines) balsamique

Godt poivré piquant

Rouge Dalbergia Brésil Flavonoides Petits blocs malléables
ecastaphyllum | Cuba Isoflavones de quelques cm.

Autres composés | Odeur tres légeére

phénoliques
Méditerranéenne | Cupressacea Grece Acides
Turquie terpéniques
Algérie prénylflavanones /

Maroc...

11.4. Propriétés biologiques de la propolis
Chez I’homme on peut avoir deux voies d’utilisation de la propolis, en interne et en
externe. En interne, elle est utilisee pour les affections respiratoires, les problemes
buccodentaires et les troubles gastro-intestinaux (EL HOUSSEIN, 2013 ; ABDELRAZEG et
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al., 2020) et en externe sur les tissus, les blessures et les brilures, qui ont motivé une vaste
gamme d’application putatifs de nombreuses pathologies.

La médecine populaire se commande 1’utilisation de la propolis en raison de ses effets
antibactériennes (BARRA et al., 2015 ; ABDELRAZEG et al., 2020 ; FERNANDA et al.,
2021), antifongiques (BARRA et al., 2015 ; ABDELRAZEG et al., 2020), antiviraux (BARRA
et al., 2015 NICOLAS, 2021), antiparasitaires, anti-oxydants, anti-inflammatoires,
antitumoraux, immunodulateurs, antiulcéreuses et autres activités (BARRA et al., 2015;
FERNANDA et al., 2021 ; NICOLAS et al., 2021).

11.4.1. Intérét therapeutique
11.4.1.1. Activité antioxydante

L’activité antioxydante d’un compos€ ou d’un extrait correspond a sa capacité a diminuer
ou & empécher les réactions d’oxydations. Comme tout produit contenant des phénols et des
flavonoides, la propolis est remarquable pour ses propriétés antioxydantes (VOLPI, 2006). Les
principaux composés phénoliques responsables de cette activité sont les phénéthylesters d’acide
caféique (CAPE), le kaemofénol mais aussi les acides cinnamiques ; caféique, p-coumarique et
féruliqgue (KUREK-GORECKA et al., 2014).

Ces derniéres peuvent agir avec divers mécanismes d’action tels que I’inhibition d'especes
réactives de 1I’oxygene, piégeage des radicaux libres ; en inhibant la peroxydation lipidique ou
en chélatant des ions des metaux impliqués dans la production des Réactive Oxygene Species
(ROS) (REJANE PINA et al., 2017 ; HUI-FANG et al., 2020 ; MARTINELLO et
MUTINELLI, 2021 ; PIOTR OKINCZYC, 2021).

On cite comme exemple, la propolis de type peuplier des zones tempérées qui est plus riche
en polyphénols et qui passe du potentiel antioxydant supérieur a celui de propolis verte du brésil
(KUMAZAWA et al., 2004 ; MARTINELLO et MUTINELLLI, 2021).
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Tableau 04. Synthese sur les travaux récents menés sur I’activité antioxydante des extraits de

la propolis.

Origine de | Solvant Composition IC 50 Référence
la propolis | d’extraction

utilisé
Algérie Ethanol 70% Polyphénols | 0,38 mg/ml REZZAG et al.
(Tipaza) Flavonoides (2020)
Mascara Ethanol 96% Polyphénols | 0,045 mg/ml DEBAB, (2020)
Sidi Dahou Flavonoides | 19,95 mg/ml
Constantine | Aceétate 0,79 mg/ml
Mila d’éthyle Polyphénols | 1,7 mg/ml BOUAROURA,

Méthanol Flavonoides (2020)
Boumerdes | Méthanol 1,66 mg/ml

Ether de pétrol 13,2 mg/ml
Ain- Extrait aqueux | Polyphénols | 0,849mg/mi SOLTANI et al.
Abbassa Flavonoides | 2,1 mg/ml (2021)
Setif
Malaisie Ethanol 80% / 1,68mg/ml WAN et al

(2020)

11.4.1.2. Activité anti-inflammatoire

En raison des effets secondaires importants des médicaments anti-inflammatoires, les
composés naturels (les plantes médicinales) suscitent un intérét accru pour réduire la douleur et
I’inflammation. Parmi ces derniers, la propolis exerce un effet anti-inflammatoire significatif et
puissant sur différents modeles in vivo et in vitro d’arthrite, d’cedéme et d’inflammation
chronique/aigue (RAMOS et al., 2007 ; DENIS, 2020, HUI-FANG et al., 2020 ; MOKHTARIA
et al, 2021). En jouant le réle dans le chimiotactisme cellulaire par inhibition de la production
d’oxyde nitriqgue (WANG et al., 2013 ) et des prostaglandines pro-inflammatoires ainsi que la
réduction significative des facteurs inflammatoires y compris : CRP (C reactive protein), du
TNF-o (Tumor Necrosis Factor —a) et de 1'1L-6 (Interleukin-6) (SHANG et al ., 2020 ; RIPARI
etal., 2021) et le recrutement dans la moelle des cellules inflammatoires cela d principalement
a son contenu en flavonoides (COUSIN, 2014).



https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1018364720300057#b0180
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Les résultats d’une étude réalisée par ALQARNI et ses collaborateurs, en 2019, ont
montré que les extraits de la propolis provenant de différentes régions exercent un effet en tant
gu'agents anti-inflammatoires naturels par perturbation de la fonction des macrophages inhibant
ainsi les cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL-1p et IL-6) (ALQARNI et al., 2019).

11.4.1.3. Activité antitumorale et cytotoxique

Au cours de ces derniéres années, diverses études ont prouvé que les composeés bioactifs
d’origine naturelle, représentent une véritable source dans le développement de nouveaux
traitement anti-cancéreux (SUN et al., 2018).

De trés nombreuses études in vitro et in vivo ont été entreprises sur 1’activité antitumorale
de la propolis qui contient des substances cytotoxiques naturelles comme les flavanones,
I’artépilline c et diterpénoides. Les résultats montrent un effet antiprolifératif vis-a-vis d’un trés
grand nombre de lignées tumorales (sang, peau, colon, sein, prostate, cerveau...) (ISHIDA et
al., 2018 ; MOHAMED et al., 2020 ; ALAMI et ELACHOURI, 2021).

Dans la grande majorité des cas, cet effet résulte d’un déclenchement du signal d’apoptose,
entravant le phénomene de métastase, de la capacité a inhiber la synthése d’ADN ainsi que
I’activation des macrophages par production des facteurs capables de réguler la fonction des
cellules B, T et NK (Naturel Killer) (LAURENCE, 2020).

Récemment, une étude pilote sur I’effet cytotoxique de I’extrait éthanolique de la propolis
Saoudienne sur les cellules leucémiques humaines U937, indique que cet effet pourrait étre
attribué a la présence de I’acide férulique (ALANAZI et al., 2021). Une autre étude, menée par
WAN et al. (2020), a montre que l'effet cytotoxique de I'extrait éthanolique de la propolis de la
Malaisie inhibe la multiplication des cellules tumorales MCF7 (Michigan Cancer Foundation -
7) et MCF10A (Michigan Cancer Foundation-10A).

11.4.1.4. Propriétés cicatrisantes

Les bralures sont des lésions thermiques extrémes causées par une exposition a un agent
physique, chimique ou biologique (DAMIEN, 2021). Le traitement optimal des brdlures
continue de représenter un challenge pour les médecins et les chirurgiens d’ou 1’utilisation des
remeédes traditionnels.

La propolis semble étre une excellente solution thérapeutique pour soigner les plies et
les brhlures toute en prévenant une infection de ces derniéres. Elle permet aussi une cicatrisation
plus rapide en régénérant 1’épiderme abimé au vu de son action stimulante de I’angiogenése et

de la multiplication des fibroblastes (DASILVA et al., 2013)
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Une étude in vivo réalisée par DEBAB et al. (2019) sur I’action cicatrisante de la propolis
d’Ain Trid sur un groupe de rats a montré un résultat positif pour le traitement des bralures. I
s’agit de brillures au deuxiéme degré ou la guérison était plus rapide (A partir du 14°™ jour) a

I’inverse du groupe traité par la créme commerciale a base de sulfadiazine argentique.

Tableau 05. Synthese sur les travaux récents menés sur les propriétés anti-inflammatoire,

anticancéreuse et cytotoxique de quelques extraits de propolis.

Activité Solvant Composition Résultats Références
d’extraction
utilisé
Anti- Ethanol Phénols Niveau d’Interleukines faible | JORGE et al.
inflammatoire Flavonoides | Inhibition des cedémes faible (2020)
a modérée
Anti- Acétate Polyphénols Réduction des niveaux de | MOKHTARIA,
inflammatoire d’éthyle PGE2 et TNFa (2021)
Antitumoral Ethanol Caryophylléne WAN et al.
et L’oxyde de ICs0 (MCF7) = 62,24. (2020)
cytotoxique caryophylléne 44,15 et 32,70 pg/ml
B-amyrine
a-amyrine
Antitumoral | Méthode de Acide ICs0= 58,7 et 87,7 pg/ml ALANAZ] et
et HPLC- félurique al. (2021)
cytotoxique ELSD Fistenidol

11.4.2. Propriétés antimicrobiennes
En raison du développement de la résistance microbienne contre différents
antibiotiques, 1’utilisation de sources naturelles d’agents antimicrobiens suscite de plus en plus
d’intérét pour la prévention et le traitement de plusieurs pathologies (HADDOUCHTI et al., 2016
; TANOH et al., 2019).
La propolis est I’une des sources les plus prometteuses de composés bioactifs qui est
connue sous le nom “’antibiotique naturel”” (AL ANI et al., 2018). L’efficacité antimicrobienne

de la propolis et de certains de ses composants individuels, a bien été documentée (Tableau 06),
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et qui inclut I’activité contre différents microorganismes, bactéries, virus, levures, parasites

(ALOTAIBI, 2019).

Tableau 06. Synthése des travaux récents effectués sur I’activité antimicrobienne des extraits

de la propolis.
Solvant CMI pg/ml
d’extraction Souches CMB pg/ml Références
Zone
d’inhibition
Ethanol Staphylococcus aureus 9mm - 19mm DEBBAB
Escherichia coli 8mm - 10mm (2020)
Ethanol absolu Staphylococcus aureus CMI=300 pug/ml | BEN
(ATCC 6538) CHABANE et
Bacillus subtilis (ATCC 6633) CMI= 250 pg/ml | al. (2020)
Ethanol Staphylococcus aureus | 19,7 mm WANG et al
résistance a la méticilline | CMI=900pg/ml | .(2021)
(MRSA)
Ethanol Candida albicans CMI=500 pg/ml | BEN
CHABANE et
al. (2020)
/ SRAS-Cov-2 Effet inhibiteur PERON (2020)
Ethanol Trypansoma brucei CMI=240 pg/ml | ALANAZI
(2021)
Ethanol Stahohylococcus aureus 14,99 mm BOUDRA et
(5%,10%,20%,30%) 16,41 mm al. (2020)
18,08 mm
19,16 mm
milieu BHIB | Biofilm de Streptoccocus | CMI= 625 pg/ml | YOVAN et al.
contenant 1% de | Staphylecoeeus mutans (ATCC | CMB=1,8 ug/ml | (2022)  cette

25175)

référence  ne
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dimethylsulfoxyde figure pas dans
(DMSO0). le répertoire

Les résultats de I’étude comparative des deux échantillons de la propolis réalisée par
DEBAB, en 2020, sur I’effet inhibiteur sur des deux germes bactériens (Staphylococcus aureus
et Escherichia coli) ont donné des diameétres d’inhibition de 9 mm (propolis de Sidi Daho) et
15mm (propolis de Mascara) contre Staphylococcus aureus et de 8mm (propolis de Sidi Daho)
et 10mm (propolis de Mascara) vis-a-vis d’Escherichia coli. La propolis de Mascara a montré

un effet antibactérien plus fort que celui de Sidi Daho.
11.4.2.1. Activite antibactérienne

L’activité bactéricide de propolis et/ou de ses constituants a été démontrée dans les études
cliniques in vivo et in vitro. Cette propriété est basée sur la teneur totale en flavonoides et en
composés phénoliques, possédant un large spectre antibactérien. Cette activité souligne une
action puissante sur des bactéries gram positif ou négatif de type aérobie et anaérobie.
Cependant, elle présente une plus grande efficacité sur les souches gram positif, ceci serait due
probablement a la structure de la membrane externe caractéristiques de ces bactéries
(CARDINAL et al., 2021).

En effet, I’activit¢ antibactérienne serait liée a 1’acide cinnamique, aux molécule
aromatiques aux acides dits terpénique et aux composés phénoliques (BOUDRA et al., 2020).
Des études sur dautres flavonoides contenus dans la propolis comme le kaempferide,
I’artepilline-C et I’acide coumarique ont révélé un pouvoir antibactérien de ceux-ci contre
Staphylococcus aureus, Staphylococcus saprophyticus et Listeria monocytogenes (SEIBERT,
2019 ; ALMUHAY AWI, 2020).

Les différentes études sur les mécanismes d’action de la propolis illustrés dans la figure 05,
ont permis de montrer qu’elle agit en inhibant la croissance bactérienne par altération de la
fonction de la membrane cytoplasmique, augmentation de la perméabilité de la membrane ce
qui permet de faciliter I’assimilation d’exogénes comme les antibiotiques, blocage de la
division cellulaire, I’inhibition du processus d’adhésion et inhibition de la synthése des acides
nucléiques (CORNARA et al., 2017 ; ALMUHAYAWI, 2020 ; WANG et al., 2021). De plus,
certaines substances actives desorganisent le cytoplasme et la paroi ce qui conduit a une
bactériolyse (OLEGARIO et al., 2019).



https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1319562X20304228#b0280
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Figure 05. Mécanismes de 1’activité antimicrobienne de la propolis (PRZYBYLEK et al.,
2019).

Bien que la composition de la propolis se différe considérablement, tous les types examinés
de la propolis ont révélé une forte activité antibactérienne (BANKOVA, 2005 ; BANKOVA et
al., 2007 ; WANG et al., 2021). De nombreuses recherches, ont confirmés une action
synergique entre les agents anti-infectieux et la propolis (SIRIWONG et al. 2016 ; AL-ANI et
al., 2018; ALMUHAYAWI, 2020). Le potentiel antibactérien de la propolis varie
considérablement d’une souche bactérienne a 1’autre, et selon 1’échantillon de propolis utilisé

(ALMUHAYAWI, 2020).

Tableau 07. Exemples de composés contenus dans la propolis ainsi que les bactéries cibles

par ces derniers.

+ @D



https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1319562X20304228#b0385
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1319562X20304228#b0030
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1319562X20304228#b0030
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Composé Bactéries cible

Kaempferide Enterococcus faecalis, Listeria monocytogenes, Staphylococcus
saprophyticus (HERANDEZ TASKO et al., 2018, KHARSANY et al.,
2019).

Quercétine Escherichia coli (PALPER et al., 2003)

Pinocembrine et | Streptoccocus mutans (VELOZ etal., 2019), Klebsiella pneumoniae,

Aapigénine Listeria monocytogene, Pseudomonas aeruginosa (JORAY et al., 2015,
KHARSANY et al., 2019)

Acide Bacillus sp. Streptococcus pjyogens, micrococcus flavus, Pseudomonas

cinnamique aeruginosa, Escherichia coli, Mycobacterium tuberculosis, Listeria
monocytogenes, Enterobacter cloacae (GUZMAN, 2014 ; YILMAZ et
al., 2018)

Apigenine Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumonia, Salmonella enterica,

Enterobacter aerogenes ( NAYAKA et al., 2014)

11.4.2.2. Activité antivirale

En raison de la relation étroite entre le virus et la cellule hote, trouver de nouvelles fagons
de lutter contre les infections virales reste a ce jour un défi. La propolis comprend une
complexité de composés qui jouent un réle dans la protection contre de nombreux virus et qui
a été prouvée in vitro et in vivo (FORREST, 2020). Elle agit sur leur réplication et interrompe
la cascade signalétique et I’action enzymatique de la transcriptase inverse. Ainsi, la propolis et
certains de ses constituants (chrysine, apigenine) préviennent ’infection par le virus de la
grippe, en atténuent les symptomes par inhibition de 1’enzyme neuraminidase virale
(CARDINAULT et al., 2012).

De plus, elle est trés efficace dans la guérison de I’herpés a plusieurs niveaux : bouton de
fievre, herpes génitales et du cerveau (LANGE et YU, 2020). L’activité antivirale de la propolis
est bien basée sur les flavonoides majeurs, plus spécifiquement des flavanols, les flavones et

les esters de I’acide caféique.

11.4.2.3. Activité antifongique
La propolis exerce une activité fongicide plus particulierement contre Candida albicans

mais aussi contre des champignons pathogénes tel que Trichophyton mentagrophytes,
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Aspergillus et Microspurum canis, ainsi que contre les levures (DANDIYA et al.,1991 ;
CARDINAULT etal., 2012 ; SILVA et al., 2015 ; NICOLAY 2019).

Cette action fongicide de cette substance naturelle est attribuée a ses flavonoides et ses
polyphénols qui offre des possibilités de traitement alternatifs aux infections fongiques
(SEVERINE, 2014 ; BAUDEL, 2017). Associée a des médicaments antimycosiques, la
propolis présente de meilleurs effets sur les mycoses de la peau ou des muqueuses
(DOUADIEU, 2012).
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I. Matériel et Méthodes

» Lieu et objectif de I’étude

Ce travail a été effectué en deux parties :

-la premiére a été réalisée au niveau des services d’urologie et de microbiologie du centre
hospitalier universitaire NEDIR Mohamed de Tizi-Ouzou sur une durée d’un mois (du 15 Mai
2022 au 15 juin 2022) ou le travail est consacré au prélevement, a I’étude cytobactériologique
des urines (ECBU), a I’étude du profil de résistance des souches isolées puis a 1’étude statistique
par apport au sexe le plus touché (femme ou homme) ainsi que les germes impliqués dans les
U ;

-la deuxiéme partie a été effectuée au niveau du Laboratoire de recherche de Biochimie
Appliquée et Biotechnologies (LABAB) a I'UMMTO. Elle consiste a évaluer 1’activité
antimicrobienne et antioxydante d’extraits de différents échantillons de propolis collectés au

niveau de différentes régions de la wilaya de Tizi-Ouzou.

I.1. Matériel
1.1.1. Matériel biologique
e Lesdifférents échantillons récoltés de la propolis

Onze échantillons de propolis (Tableau 08), notés extraits P1, P2, P3, P4, P5, P6 P7, P8,
P9, P10 et P11, ont été utilisés dans cette étude, ils ont été fournis par des apiculteurs de diverses
régions de la wilaya de Tizi-Ouzou et de Boumerdes, situées dans le nord algérien.

La récolte a été effectuée par raclage des cadres des ruches. Ces échantillons ont été
conservés dans des flacons en verre hermétiquement fermés et a 1’obscurité jusqu’a leur
utilisation.

Parmi les onze échantillons de propolis récoltés, on trouve des échantillons de couleur
foncée telles que les échantillons P2, P4, P5, P7, P8, P9, P10, P11 et d’autres sont moins foncée

comme le cas des échantillons P1, P3 et P6.
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Tableau 08. Tableau représentant 1’aspect des différents échantillons de propolis étudiés.

Matériel et méthodes

Echantillon Régions Mois/ Année Aspect physique
de propolis
P1 Amechtras Mars/ 2022 -
P2 Oued-Aissi Mars/ 2022
P3 Iferhounéne Mars/ 2022 -
P4 Oued-Aissi Mars/ 2022 -
P5 Boghni Avril/ 2022
(Ath Ali) . ..
P6 Boumerdes Avril/ 2022 -
(Timezrit)
P7 Draa-El Mizane Mars/ 2022 -
(Tamda Ali) —
P8 Draa-El Mizane | Novembre/ -
(Ichoukréne) 2021 p—
P9 Draa-El Mizane Mars/ 2022 !
P10 Draa-El Mizane | Mars/ 2022
(loumére)
P11 Draa-El Mizane | Mars/ 2022
(tafoughalt) i
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e Souches bactériennes utilisées

Les souches bactériennes testées sont représentées dans le tableau 09, des souches
isolées au niveau du centre hospitalo-universitaire NEDIR Mohamed et d’autres ont été fournis

par le LABAB de I’université Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou.

Tableau 09. Souches bactériennes utilisées.

Souches hospitaliéres Souches de références

Klebsiella sp. Staphylococcus aureus ATCC 25923
Escherichia coli Klebsiella pneumoniae ATCC 700603
Proteus mirabilis LGA 251

Enterobacter sp. Staphylococcus aureus ATCC 43300
Corynebacter sp. Citrobacter freundii ATCC 8090

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Enterococcus feacalis ATCC 49452

Bacillus cereus ATCC 14575

Staphylococcus aureus MU50

Escherichia coli ATCC 259222

Staphylococcus aureus 395
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1.1.2. Appareils, produits chimiques et milieux de culture utilisés lors du travail

expérimental

Les appareils, les produits chimiques et les milieux de culture utilisés sont représentés dans

le tableau 10 et 11.

Tableau 10. Appareillage utilisé lors du travail expérimental.

Appareils

Références

Spectrophotometre UV visible

BIOTECH ENGINEERING
MANAGEMENT CO.LTD(UK), VIS-
7220G

Balance de précision

Sartorius, BP121S

Balance DENVER INSTRUMENT, MXX-612
PH metre METROHM 620, HANNA instruments
Autoclave Pbi International

Etuve memmert 854 Schwabach, memmert

Four a moufle

NABERTHERM Controller B170

Centrifugeuse Réfrigérée

Hettichzentrifugen D-7200 tuttingen

Bain-marie

WiseBath (Fuzzy control system)

Agitateur magnétique

VELPSCIENTIFICA,VARIOMAG
electronicthrer polyl5 NETEZ

Rota-vapeur

Stuart

Vortek

VELP SCIENTIFICA (Zx3)

Congélateur et Réfrigérateur

ENIEM

Vitek Vitek 2-compact
Microscope Leica
ELISA MICRO PLATE READ; ELISA Plate

Analyses
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Tableau 11. Produits chimiques, réactifs, solvants organique sels, milieux de culture

et petit matériel utilisés.

Produits  chimiques,  réactifs,

solvants organiques et sels

Milieux de culture

Petit matériel

-Réactif de Folin-Ciocalteu.
-DPPH ((2,2-Diphenyl-1-
picrylhydrazyl).

-Carbonate de sodium (Na2COs)
(Fluka).

-Acide gallique.

-Acide ascorbique.

-Ethanol (Honeywell).

-Cristal violet (CV) chlorure de
chlorure de

sodium, potacium,

hydrogénophosphate de  sodium,
phosphate de potassium

monobasique,

-Gélose nutritive
(HIMEDIA).
-Mueller Hinton Agar
(HIMEDIA).

-Gélose d’extrait de malt
(GEM)(HIMEDIA)

-Gé¢lose d’extrose a la pomme
de terre (HIMEDIA)

-Hektoen
-Chapman
-Bouillon

Tryptone  Soja-

Glucose

-Anse de platine
-Cellules de Malassez
-Colorants

-Lames et lamelles, Ecouvillons
stériles

-Verreries

-Portoirs pour tubes
-Bec benzéne

-Boites de pétri
-Cuves, Eppendorf
-Pinces

-Pipettes Pasteur
-Disque d’antibiotique

-Micropipettes

1.2. Méthodes

1.2.1. Etude statistique sur la prévalence des infections urinaires

Au cours de cette étude, chaque prélevement urinaire recu au laboratoire, fait 1’objet

d’un ECBU qui comporte les étapes décrites ci-dessous.

1.2.1.1. Echantillonnage

Certains prélevements d’ECBU sont réalisés au niveau du service d’urologie sur des

personnes sondées et d’autres sont issus des personnes hospitalisées au niveau d’autres services

(cardiologie, pédiatrie, néphrologie, etc.) du CHU de Tizi-Ouzou.

o Prélévement

L’examen est fait sur 1’urine de la 1 miction du matin. Toutefois, en cas d’urgence

I’ECBU peut étre pratiqué sur un prélévement effectué 4 heures ou plus aprées la derniere

miction. Pour les malades porteurs d’une sonde urinaire a demeure, il faut informer et installer
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le patient, clamper la sonde environ 10-15minutes ensuite désinfecter le site de prélevement
avec du matériel stérile et prélever I’urine dans un tube a ECBU.

o Transport

Le tube est fermé hermétiqguement et étiqueté correctement portant le nom, le prénom et
I’heure du prélévement. Le tube doit contenir 10 a 20ml d’urine. Le transport doit étre rapide

et ne doit pas dépasser trente minutes aprés la miction afin d’éviter les faux positifs.

1.2.1.2. Examen macroscopique des urines
Il s’agit de noter I’aspect macroscopique des urines des leur réception : claire, trouble,
hématique, purulent...
1.2.1.3. Examen microscopique des urines
Avant de procéder a I’examen microscopique, il faut homogénéiser les urines.
1.2.1.3.1. Etude quantitative
Un petit volume de I’urine a analyser est déposé a 1’aide d’une micropipette dans la cellule

de Malassez puis recouvert d’une lamelle, le dénombrement des leucocytes contenues dans un
volume de 1 mm3est ainsi réalisé. La lame est examinée & 1’état frais sous microscope optique
a ’objectif x 40. Cet examen permet d’observer les cellules présentes dans I’urine : leucocytes
(d’affirmer la leucocyturie pathologique, lorsque sa quantité est supérieure a 10*
éléments/mm?), hématies qui augmente le pronostic d’infection urinaire, polynucléaire
neutrophile, cellules épithéliale, cristaux, cylindres, et des éléments infectieux : bactéries et
levures (MACH et al., 2020).
1.2.1.3.2. Etude qualitative

Il s’agit de signaler la présence de globules rouges, de cristaux, de cellules épithéliales,
de levures et de bactéries (abondance).
1.2.1.3.3. Mise en culture

Les urines sont ensemencees sur gelose nutritive a 1’aide d’une anse calibrée stérile et

les boites sont incubées a 37C° pendant 24 heures.

1.2.1.4. Identification des bactéries
1.2.1.4.1. Coloration de Gram
Cette méthode nous a permis de différencier entre les bactéries Gram positif et négatif,

et de connaitre la morphologie et le mode de regroupement de ces bactéries.




Partie expérimentale Matériel et méthodes

» Mode opératoire

A partir des boites préalablement ensemencées un frottis est réalisé a partir d’une
suspension bactérienne puis fixer a la chaleur par quelques passages dans la flamme du bec
bunsen. Quelques gouttes de solution de violet de gentiane sont déposées sur le frottis fixé
pendant une minute ensuite jeter ’exces de colorant est rejeté puis le frotti est rincé a ’eau de
robinet. La lame est ensuite recouverte avec du Lugol pendant une minute, ce dernier est apres
jeté puis rincé a 1’eau de robinet. On procéde a la décoloration a ’alcool (30 secondes), celle-
ci est stoppée par un ringage a I’eau et la lame est ensuite recouverte de fuchsine pendant 1
minute (une contre coloration). Enfin, la lame est rincée a I’eau et séchée entre deux feuilles de
papier filtre, puis a la chaleur. L’observation du frottis sec est réalisée au microscope optique

avec une goutte d’huile a immersion (x 100)

1.2.1.4.2. Galerie biochimique
-Recherche de catalase et de coagulase

Le test de catalase est un test biochimique pour les bactéries aérobies strictes et
anaérobies facultatifs qui détecte la production d’enzyme catalase qui décompose I’eau
oxygénée en eau et en oxygene. Dans une lame, une goutte de 3% d’eau oxygénée est déposée
puis a 1’aide d’une pipette ou anse pasteur, une suspension bactérienne est ajoutée. La lecture
de résultat est immeédiate. Le test positif est démontré par un dégagement gazeux. (ANUPAMA,
2022).

La coagulase est une enzyme qui provoque la coagulation du plasma sanguin en
convertissant le fibrinogene en fibrine, est un critere de différenciation de Staphylococcus
aureus d’autres bactéries a coagulase négative. Dans un tube a hemolyse, 0,5 ml du plasma est
additionné de 0,3 de la suspension bactérienne a tester. Apres a 37C° pendant 1 a 6 heures
maximum. La réaction est considérée positive si le plasma est agglutiné, cela permet de
confirmer que le germe est un Staphylococcus aureus. Si le plasma ne représente pas un caillot,

cela indique une autre espéce que Staphylococcus aureus (SAGAR, 2022).

Figure 06 : Photographie montrant le test de coagulation du plasma sanguin (a), et le test
catalase (b).
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-Galerie API 20
C’est une galerie miniaturisée et standardisée de tests biochimiques conventionnelles
pour I’identification des bactéries a Gram négatif dont les entérobactéries. Elle contient 20 puits
(mimi tubes) de test contenant des milieux déshydrates, elle détecte généralement une activité
enzymatique liée principalement a la fermentation des glucides, catabolismes des protéines ou
des acides aminés. Ces puits sont inoculés avec une suspension bactérienne, les réactions sont
produites pendant la période d’incubation de 18h-24h a 37 C°.
e Preparation de la suspension bactérienne
Une colonie bien isolée sur une culture pure a été prélevée a 1’aide d’une anse pasteur,
déposée dans un tube contenant de 1’eau physiologique de 5 & 7 ml en raison de dissociation de
la colonie puis agitée manuellement.
e Inoculation de la galerie
De I’eau physiologique et versée dans le fond de la boite pour créer une atmosphere
humide puis la galerie est déposée dans la boite d’incubation, ensuite des puits sont remplis
avec la suspension bactérienne a 1’aide une pipette pasteur. Au sein du micro tubes, on
trouve deux parties ; la capsule et le tube. La suspension bactérienne peut étre déposée selon
les tests, dans le tube et la capsule (GEL, VP, CIT) ou dans le tube uniquement (ONPG,
GLU), puis créer une anaérobiose dans les tests (ADH, LDC, ODC, H2S, URE) en ajoutant
I’huile de vaseline. La boite est ensuite fermée et marquée par le numéro d’identification.

L’incubation est réalisée & 37C° pendant 24h.

Figure 07 : Photographie montrant la galerie API 20.

e Lecture

La révélation des tests nécessitant I’addition de réactifs : TDA : Une goutte de réactif TDA ;
IND : Une goutte de réactif de James ou Kovacs ; VP : Une goutte de réactif de VP1 puis VP2.
Les résultats sont notés selon la fiche de lecture et permettent d’avoir un profil numérique pour

la bactérie a identifier.
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Figure 08 : Photographie montrant la galerie AP120 apres incubation

1.2.1.2.3. Antibiogramme

L’antibiogramme est effectué par méthode de diffusion sur milieu gélosé¢ (Muller Hinton),
dans le but d’une identification bactérienne par la mise en évidence de résistances naturelles, la
prédiction de la sensibilit¢ d’un germe a un ou plusieurs antibiotiques et la surveillance

épidémiologique de la résistance bactérienne.

e Préparation de I’inoculum
A partir d’une culture pure de 24 h, on prélever a I’aide d’une anse de platine stérile quelques
colonies bien isolées et identiques, et la transférer dans un tube a essai contenant 2,5 ml d’eau

physiologique stérile, bien homogénéiser la suspension bactérienne.

e Ensemencement par écouvillonnage
Un écouvillon stérile est imbibé dans la suspension bactérienne puis essoré pour eéliminer
I’excés d’eau. Cette suspension portée sur cet écouvillon, est ensemencée sur la totalité de la
surface de gélose Mueller-Hinton, de haut en bas en stries serrées. Cette procédure est répétée
deux fois, en tournant la boite de 90° a chaque fois sans oublier de faire pivoter 1’écouvillon sur

lui-méme. A la fin, I’écouvillon est repassé sur la périphérie de la gélose.

e Application des disques
Les disques d’antibiotiques testés sont posés a 1’aide d’une pince stérile en appuyant
legerement sur la surface de la gélose Muller-Hinton, ensuite les boites sont portées a 1’étuve a
37°C pendant 24 heures.

e Lecture de I’antibiogramme
Le diametre des zones d’inhibition est mesuré et les bactéries sont alors classees selon trois
catégories :
-Sensible (S) : la bactérie est inhibée par ’antibiotique.

-Intermédiaire (I) : la bactérie est sensible a I’antibiotique testé mais a une concentration élevée.
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- Résistante (R) : I’antibiotique testé est sans effet sur la bactérie.

1.2.2.2. Evaluation de I’activité antioxydante et antibactérienne des extraits de propolis
1.2.2.2.1. Extraction des composeés bioactifs de la propolis
» Mode opératoire

Le protocole de la macération de la propolis consiste a porter 2 g de cette derniére dans
30mL du solvant (éthanol). Le mélange subit ensuite une agitation pendant 2h a température
ambiante (15-20°C), puis une centrifugation & 4000g pendant 10 min. Le surnageant est
récupéré et évapore sous vide dans un évaporateur rotatif. L’extrait sec est récupéré dans
I’éthanol qui va servir pour le dosage des polyphénols et I’évaluation de 1’activité
antimicrobienne et antioxydante. Ces extraits sont conservés dans des tubes Eppendorf au

réfrigérateur a 4°C jusqu’a utilisation.

Macération de 2g de propolis dans 30 ml du

Centrifuiation a 4000ﬁ iendant 10min

Récupération des extraits dans un minimum de

Figure 09 : Protocole d’extraction des composés phénoliques a partir de la propolis.
1.2.2.2.2. Dosage des phénols totaux contenus dans la propolis

Le dosage des polyphénols totaux dans les différents extraits est réalisé par la méthode
de Folin-Ciocalteu (LI et al., 2007).
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» Principe

Le réactif de Folin-Ciocalteu est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique
(H3sPW12P40) et I’acide phosphomolybdique (H3PMo012040), réduit par les phénols en un
mélange d’oxydes bleus de tungstene et de molybdéne. L’intensité de cette coloration bleue
est proportionnelle aux taux de composes phénoliques présents dans le milieu ayant un
maximum d’absorption a 750nm (RIBEREAU et al.,1972).

» Protocol
Selon SINGLETON et ROSSI en1965 la procédure pour le dosage des polyphénols
totaux consiste a additionner100 ul de chaque extrait ou dilution ,900 ul d’eau distillée puis 40
ul du réactif de Folin-Ciocalteu. Aprés 5min a I’obscurité, un volume de 200ul d’une solution
de Na,CO3 a20% est ajouté. Les absorbances sont mesurées a 750 nm apres incubation pendant
20 minutes a I’obscurité. La concentration des polyphénols totaux est déterminée a partir d’une
courbe étalon établie en utilisant 1’acide gallique comme standard avec une gamme allant de 0

a 100 pg/ml.

y = 0,0074x
03 Rz = 0,996

0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

Densité optique a 750nm

0 20 40 60 80 100 120
Concentation d'acide gallique (ug/ml)

Figure 10 : Courbe d’étalonnage de ’acide gallique pour le dosage des différents extraits

obtenus.
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1.2.2.2.3. Evaluation de I’activité anti radicalaire par le test au DPPH
Afin d’évaluer I’activité antioxydante des extraits, un test in vitro en duplicata a été réalisé
pour chaque échantillon.
e Principe
L’activité anti radicalaire est estimée en utilisant le DPPH (2,2 Diphényle -1-
Picrylhydrazyl), qui est un radical libre, stable, de couleur violette intense due a la
délocalisation de son électron célibataire autour de la molécule. La mesure de I'efficacité d'un
antioxydant (capacité a fixer des radicaux libres) se fait en mesurant la diminution de la
coloration violette a 517 nm. La présence d’un antioxydant dans le milieu engendre la libération
d’un proton qui se fixe avec le DPPH d’ou la diminution de I’intensité de la couleur (GULCIN
et al., 2003).
e Mode opératoire
Le test du pouvoir anti-radicalaire est réalisé selon la méthode de BRAND WILLIAMS et
al. (1995). La solution du DPPH est préparée par solubilisation de 3,99 mg de DPPH dans
100mL de I’éthanol. Un volume de 50pl des solutions d’extraits est ajouté a ImL de DPPH, un
contréle est préparé avec 50 pl du solvant utilisé avec 1 ml de DPPH. Aprés homogénéisation
au vortex le mélange est laissé a 1’obscurité pendant 30min. Les absorbances sont lues a 517nm.
Le témoin positif est représenté par une solution d’acide ascorbique avec des concentrations
allant de 0 a 200ug/ml comme antioxydant standard. Les concentrations des composés
phénoliques utilisés varient selon les extraits. Pour déterminer les 1C50, différentes
concentrations d’extraits ont eté testées. Le pourcentage de reduction du radical DPPH a été

calculé par la formule suivante :

[ % DPPH inhibé = (Absorbance DPPH — Absorbance échantillon /Absorbance DPPH) * 100 J

e Détermination de I’ILCS50
La concentration inhibitrice 50% est la concentration de 1’échantillon testé nécessaire pour
réduire 50% du DPPH.
La valeur de I’ICsg est déterminée graphiquement par la régression linéaire.
-L’axe d’abscisse (x) est représenté par la concentration de 1’extrait testé (ug/ml).

-L’axe d’ordonné (y) est représenté par le pourcentage d’inhibition (1%).
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1.2.2.2.4. Evaluation de I’activité antibactérienne
L'activité antibactérienne est évaluée par la méthode de 1’antibiogramme qui permet de

déterminer la sensibilité des différentes espéces bactériennes vis-a-vis des extraits. La méthode
des disques consiste a utiliser des boites de pétri contenant un milieu gélosé déja solidifié et
inoculé avec la souche microbienne testée. Des disques en papier wattman de 6mm de diametre,
imprégnés de quantités connues des extraits a testés sont alors placés en surface de la gélose
(WILKINSON, 2006). Les différentes souches bactériennes testées sont celles représentées
dans le tableau 9 page 27.

e Préparation des précultures

Tout d’abord, les souches bactériennes sont ensemencées dans une gélose nutritive par la
méthode de stries et incubées a 37°C pendant 18h.

e Standardisation et préparation de I’inoculum

Les suspensions bactériennes utilisées sont issues de cultures jeunes de 18h. Pour cela,
apres I’incubation les colonies bactériennes des souches a tester sont raclées a I’aide d’une anse
a boucle de platine. Ensuite, elles sont déchargées dans de I’eau physiologique stérile. Apres
une bonne homogénéisation, les bactéries en suspension sont diluées jusqu’a I’obtention d’une
opacite de Mac Ferland 0,5 equivalent a une DO de 0,08 a 0,10 a 625 nm. L’inoculum peut étre
ajusté en ajoutant, soit des cellules la culture s’il est trop faible, ou bien de 1’eau physiologique

stérile s’il est trop concentré.

1.2.2.4.1. Méthode de I’antibiogramme

Pour ensemencer les boites de Pétri contenant le milieu Mueller-Hinton, un
¢écouvillonnage est réalisé. L’écouvillon est trempé dans la suspension bactérienne, essoré en
pressant fermement sur la paroi interne du tube puis frotté sur la totalité de la surface gélosee,
de haut en bas en stries serrées. L’opération est répétée deux fois en tournant la boite de 60° a
chaque fois. L’ensemencement est fini en passant 1’écouvillon une derniere fois sur tout le
diametre gélose.

Des disques imprégnés d’extraits sont déposés délicatement sur la surface de la gelose
inoculée a I’aide d’une pince stérile. Des disques d’antibiotiques caractérisant chaque souche
sont utilisés comme témoin positif. Les boites de Pétri sont incubées pendant 18 a 24 heures a
37°C.
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e Lecture des antibiogrammes

La lecture des aromatogrammes a été faite par la mesure des diameétres des zones
d’inhibition autour des disques. Les résultats sont exprimés par le diamétre de la zone
d’inhibition qui peut étre symbolisé par des signes (+) ou (-) selon la sensibilité des souches
vis-a-vis des extraits.

-Non sensible (-) ou résistante : diametre < 8mm.

-Sensible (+) : diamétre compris entre 9 a 14 mm.

-Tres sensible (++) : diamétre compris entre 15 a 19 mm.

-Extrémement sensible (+++) : diamétre > 20mm.
1.2.2.2.5. Activité antibiofilm

» Méthode sur microplaques a 96 puits

e Protocole

Chaque souche préalablement standardisée est préparée dans du TSB-G a été inoculée
dans 21 puits d’une microplaque de 96 puits a fond sous forme de U en polystyréne. Les trois
premiers puits sont inoculés avec la souche, ils servent d’un test positif, chaque trois puits
restants sont remplis avec de I’inoculum additionné (dans chacun des puits) de 50ul d’extrait a
tester. La microplaque est ensuite incubée a 37°pendant 24h.

La révélation de la formation de biofilms est établie par la méthode colorimétrique au
CV. Celle-ci consiste a vider la microplaque de la suspension microbienne (bactéries
planctoniques), puis a effectuer un lavage au tampon PBS, ensuite les puits sont remplis avec
le CV et laisser agir 15 minutes suivi de lavages au PBS pour retirer I'excés de CV. Les cellules
collées et ayant évidement retenu le colorant sont resolubilisées dans I’éthanol et les DO sont
mesurées a 595nm. Les résultats sont exprimés en pourcentage d'inhibition calculé par

I'équation suivante

DO du contrdle négatif — DO du test
Pourcentage d'inhibition % = X 100

DO du contrble

» Méthode sur cathéter urinaire
De petits bouts de cathéters (environ 1cm de diamétre) sont imprégnés dans le milieu
TSB-G (150 pl) inoculé en présence et en absence de 1’extrait éthanolique (50 pl). Puis incubé

a 37°C pendant 24h. La révélation de la formation du biofilm est établie par la méthode
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colorimétrique au CV avec une coloration de 15 minutes suivie d’un lavage au tampon PBS
puis resolubilisation des cellules du biofilm dans I’éthanol permettant ainsi de mesurer la DO &
595 nm. Les résultats sont exprimés en pourcentage d'inhibition calculé par la méme équation

précedente.







1. Résultats et discussions
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1. Résultats et discussions
I. Etude statistique sur la prévalence des infections urinaires
I.1.Examen cytobactériologique des urines
1.1.1. Analyse macroscopique des urines
Cette étude renseigne sur la présence ou non d’une infection urinaire. Sur les échantillons
étudiés deux types d’aspects macroscopiques ont été observés :
- Des urines troubles qui sont le plus souvent un t¢émoin d’une IU, pyélonéphrite ou basse
(cystite, prostatite) ;
- Des urines claires qui sont di & une hydratation, ce qui signifie que la personne boit

suffisamment de liquide et cela peut vouloir dire qu’elle ne présente pas une 1U.

Urines troubles

Urines claires

Figure 11. Aspect macroscopique des urines (photographie prise au laboratoire).

1.1.2. Analyse microscopique des urines
Les résultats 1’analyse microscopique des échantillons sont résumés dans le tableau ci-

dessous.
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Tableau 12. Analyse microscopique des urines. FM : Flore microbienne. EB : EIéments

blancs. GR : Globules rouge.

Patients Résultats microscopique Photographies originales
1 FM*
>3 1000 EB/mm? (leucocytes).
Nombreuses cellules épithéliales.
2 FM™
>4 1000 EB/mm®(leucocytes). FM
| EB
3 FM*
>34 1000 EB/mm3(leucocytes). EB
s
4 FM* «— | FM
>4 1000 EB/mm3(leucocytes). S
«<— || EB
5 FM*
>4 1000 EB/mm®(leucocytes).
6 FM*
>4 1000 EB/mm®(leucocytes).
7 FM**
>4 1000 EB/mm3(leucocytes).
8 FM*
7 EB/mm?3(leucocytes).GR™*(hématies).
9 1 EB/mm® '
épithéliale
Quelques cellules épithéliales.
10 FM*

>4 1000 EB/mm®
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Selon les résultats, la présence de globules blancs (leucocytes) est un indice de défense
immunitaire de 1’organisme. Si leur nombre est > a 1000, cela peut signifier que 1’organisme
est entrain de se défendre contre une infection ainsi la présence simultanée de germes (flore
polymorphes) et de globules blancs (leucocyturie) dans les urines signifie I’existence d’une
infection urinaire.

La présence des cellules épithéliales signifie qu’elles proviennent des tubules rénaux
ou des voies excrétrices. Alors que pour les hématies, elles sont souvent présentes chez les

femmes a la ménopause et chez les hommes agés de plus de 50 ans.

1.2. Identification des souches isolées
1.2.1. Observation macroscopique
Différents caractéres culturaux ont été observés apres 24 heures d’incubation a 37°C sur

la gélose nutritive Hektoen et Chapman (annexes 9,10,11)

Tableau 13. Caractéres culturaux sur les milieux de cultures.

Caractéres Forme | Relief Transparence | Surface Consistance | Pigments
Culturaux
Reésultats Ronde | Bombée | Opaque Lisse brillante | Crémeuse | Non pigmentée

1.2.2. Coloration de gram

L’obsevation microscopique apres une coloration de Gram d’un frotti, a montré que
Escherichia coli retrouvée est en forme des cocobacilles colorée en rose correspondant a une
coloration de Gram négative. L’enterocoque obtenu est en forme des cocci voire en chainette
ou en diplocoque, coloré en violet ce qui correspend a une coloration de Gram positive . Alors
que les corynébacters obtenus sont en forme de bacilles disposées en palissades et en lettre V,
I’extrémités souvent renflées ( aspect de lettre) qui présentent une coloration de Gram positif .

Les bactéries Gram négatives dont la paroi est riche en lipide et plus perméable a la
décoloration, perdent la coleur violette alors que les bactéries Gram positives sont moins

sensible a la décoloratoin en raison du peptidoglycane épais(annexe 12).
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1.2.3. Galerie biochimique

Le tableau (14) ci-dessus représente les résultats de 1’identification biochimique
Tableau 14. Galerie API 20

OPNG | GLU | GEL | VP | CIT | ADH | LDC | ODC | H.S | Ure

Proteus mirabilis + + - +/- - - + + +
Escherichia coli - + - - - + - - -
Klebsiella + - + + - + - - +
pneumonaie
Klebsiella sp. - / + + - + + - -
Corynebacter sp. + - / - / / / + +
Enterobactersp. + - + + + - / - -

Proteus | Escherichia | Klebsiella | Klebsiella | Corynebacter | Enterobacter

mirabilis coli pneumonaie sp. sp. sp.

Catalase + + + / + +
Coagulase / - / / - R

GEL : Gélatinase, GLU : Glucose, VP : Voges-Proskauer, ONPG : Enzyme B-galactosidase,

ADH : Arginine dihydrolase, LDC : Lysine décarboxylase, ODC : Ornithine décarboxylase,
CIT : Citrate, URE : Uréase.

1.2.4. Antibiogramme

La détermination de ’activité des antibiotiques est réalisée par la méthode de diffusion

sur gélose Mueller Hinton préalablement ensemencée avec la bactérie a étudier. Ce test est

primordial, il permet de choisir un antibiotique adéquat pour une infection donnée. Si

I’antibiotique est efficace on apercevra a la surface du disque des zones d’inhibitions ou la

croissance bactérienne a été¢ inhibée. Par contre si I’antibiotique est inefficace, les bactéries

pourront tout de méme croitre.

Afin d’évaluer le degré de résistance aux principaux antibiotiques traitant les infections

urinaires, un antibiogramme est réalisé pour chacune des espéces bactériennes isolées :

Escherichia coli, Klebsiella sp. Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Enterobacter sp. et

Corynebacter sp. L’interprétation des résultats est faite selon les normes du comité de

I’antibiogramme de la Société frangaise de microbiologie (CA-SFM).
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Tableau 15. Sensibilité des bactéries étudiées aux différents antibiotiques.

Enterococcus | Escherichia | Proteus | Corynebacter | Klebsiella | Klebsiella
sp. coli sp. sp. pneumoniae sp.
Nitrofurantoine 300 S S R S | S
Ampicilline 10 S R R R / R
Ceftriaxone 30 R / S S / /
Céfazoline 30 / S S S S S
Amoxicilline/Acide
clavulanique 30 / S S S S S
Acide nalidixique 30 |/ R S / S S
/
Aztréonam 30 / / S / /
Tétracycline 75 / / R R R /
Colistine 10 / S R S S S
Amikacine 30 / S / S / S
Ceftazidime / S / S / S
Lévofloxacine 5 / S / / / S
Ticarcilline associé a
I’acide Clavulanique
85 / R / / / S
Triméthoprime
/Sulfaméthoxazole 25 |/ S / R /
Chloramphénicol 30 S S / S /
Ertapéneme 10 / S / S / /
Gentamicine 10 / S / S / /
Oxacilline R / / / / /
HLS S / / / / /
(/) : Non testé (R) : Résistante (S) : Sensible
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Escherichia coli est naturellement sensible & de trés nombreux antibiotiques. D’apreés le
tableau 15, une résistance vis-a-vis de 1’ampicilline, 1’acide nalidixique, le cefpodoxime et le
ticarcilline associé a I’acide clavulanique est constatée. Cette resistance peut étre expliquée par
I’utilisation abusive de ces antibiotiques dans les structures sanitaires mais aussi par
I’automédication. En revanche, elle s’est montrée sensible vis-a-vis de la plupart des
antibiotiques : amikacine, nitrofurantoine, amoxicilline/acide clavulanique, ertapénéme,
chloramphenicol, Triméthoprime/Sulfaméthoxazole, gentamicine, cefazoline, colistine,
ceftazidime et lévofloxacine.

L’analyse du profil de résistance de la souche de Klebsiella pneumoniae aux différents
antibiotiques (tableau 15) montre une résistance de cette souche envers : tétracycline et une
sensibilit¢ pour 1’association amoxicilline acide clavulanique, cefpodoxine, cefazoline,
colistine et I’acide nalidixique, alors que pour Nitrofurantoine elle s’est montrée intermédiaire.
Klebsiella pneumoniae a montré une sensibilité importante vis-a-vis des antibiotiques testés en
dehors de la tétracycline ou elle garde encore sa résistance. D’aprés le tableau 13 on constate
une resistance de cette souche vis-a-vis de : 1’ampicilline, la tétracycline, la colistine et
lenitrofurantoine. Alors que pour : ceftriaxone, cefazoline, amoxicilline/acide clavulanique,
aztréonam et 1’acide nalidixique elle demeure sensible.

Enterobacter estsensible a la plupart des antibiotiques: chloramphénicol,
nitrofurantoine, gentamicine, ampicilline a I’exception d’oxacilline et ceftriaxone.

Une sensibilité de Klebsiella sp. est notée vis-a-vis de nitrofurantoine, cefpodoxime,
ticarcilline+avide clavulanique, acide nalidixique, chloramphénicol, amikacine,
triméthoprime/Sulfaméthoxazole, colistine, lévofloxacine, Amoxicilline/Acide clavulanique,

ceftazidime et cefazolin. Alors que pour I’ampicilline elle demeure résistante.

1.2.5. Statistiques sur la prévalence des 1U
1.2.5.1. Selon le sexe

Nous avons recu au niveau du laboratoire d’analyse microbiologique de CHU de TIZI-
OUZOU 816 prélevements d’ECBU issus des personnes hospitalisées au niveau de tous les
services sur une période d’un mois. Une analyse statistique est réalisée sur ces prélévements
selon le sexe le plus touché (Féminin ou masculin) en utilisant le test de comparaison de deux
proportions par « le logiciel R » et en comparant le p-value a o 5%. Les résultats obtenus sont

représentés dans le tableau et les graphiques ci-dessous.
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Apres identification des prélevements, 340 cas positifs et 476 cas négatifs ont été
recenses (tableau 16). Selon le Réseau d’Alerte d’Investigation et de Surveillance des
Infections Nosocomiales en 2001, 40 % des infections associées aux soins contractees dans des
établissements de santé sont des 1U.

La fréquence de cas négatifs pour des personnes hospitalisées enregistrée par
CHERRADI, (2015) qui estde 71,92 % et par MALKI et al. (2019) qui de 72,96%, se rapproche
a celle qu’on a obtenue dans la présente étude (58, 33%), alors que la fréquence de cas positifs
enregistrée par GHERRADI, (2015) et MALKI et al. (2019) qui est de 18,08 % et 20,58%

respectivement, reste inférieur a celle obtenue dans la présente étude 41,66 %.

Tableau 16. Répartition des résultats des ECBU effectués sur des personnes hospitalisees

Nombre des cas

Cas positifs Cas négatifs Total
Hommes |237 392 629
Femmes 103 84 187

La répartition des cas d’TU selon le sexe est représentée dans le tableau 17.

Tableau 17. Répartition des cas positifs ’ECBU selon le sexe.

Sexe
Sexe Féminin Sexe Masculin
Cas Fréquence Cas Fréquence
Positif 30,29% Positif 17,64%
Négatif 69,70% Négatif 82,35%

D’apres le tableau 17, il est constaté que la fréquence d’apparition de I’IU différe selon
le sexe. En effet, la femme est plus exposée aux 1U que I’homme (QUERIN et VALIQUETTE,
2000 ; LOBEL et SOUSSY, 2007 ; OJEZELE, 2020) cette prédominance féminine peut étre
expliquée par plusieurs raisons : la contigiiit¢ du tube digestif terminal et de 1’appareil
urogénital dans ’aire périnéale et la brieveté de 1’urétre féminin, un déséquilibre de la flore
saprophyte bactérienne du vagin et de I’urétre secondaire soit a une hygiéne trop poussée et une
mauvaise hygiéne (RAISAO et al., 2021).
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Selon I’analyse statistique, il existe une différence trés hautement significative entre les
deux proportions des cas positifs et négatifs (hommes et femmes). Les résultats montrent que
les femmes présentent une fréquence de 30,29 % supérieure a celle des hommes qui est de
17,64 %, ce résultat concorde avec celui de MALKI et al., (2019) qui est de 57,85% des femmes
et 42,15% des cas sont des hommes ainsi que celui obtenu par DJAFER KHOUDJA en 2019
avec un pourcentage de 76% pour le sexe féminin et 24% pour le sexe masculin. La plupart des
cas positifs chez le sexe masculin est retrouvé chez des patients soit 4gés (< 65 ans) soit sondés
ou diabétiques.

Selon I’étude menée par ILY AS (2019) sur 2349 ECBU de patients regus au laboratoire de
microbiologie de I’hdpital de Marrakech, le sexe féminin est le plus touché avec un pourcentage
de 50% contre 48% pour le sexe masculin. Une autre étude épidémiologique sur les IU menée
par OUCHENE et al. (2021) montre que les infections urinaires sont plus fréquentes chez le
sexe féminin (58,82%) contre 41,18% pour le sexe masculin.

1.2.5.2. Selon I’espéce bactérienne

Au cours de notre étude plusieurs especes bactériennes ont été impliquées dans
I’infection urinaire, Six germes ont été isolés de prélévements urinaires qui appartiennent a la
famille des Enterobacteriacea : Escherichia coli, Klebsiella sp. Proteus mirabilis et Klebsiella
pneumoniae, des Enterococcaceae: Enterococcus sp. et des Corynebacteriaceae :
Corynebacter sp.La plupart des germes responsables d’infections de 1’appareil urinaire sont des
entérobactéries qui ont représentées 94,39% des isolats, Escherichia coli est la plus
fréqguemment isolée (66,54%), suivie de Klebsiella pneumoniae (13,78%), Proteus mirabilis
(9,10%), Klebsiella sp. (5,51%).

La prédominance d’Escherichia coli peut étre expliquée par la physiopathologie de I’'TU,
qui est en général ascendante (du périnée via 1’urétre) et il existe une forte colonisation du
périnée par les entérobactéries d’origine digestive, et en particulier Escherichia coli, de plus, la
promiscuité entre I'anus et l'orifice externe du méat urinaire chez la femme facilite énormément
l'accés de l'urétre aux bactéries intestinales qui viennent du rectum, ce qui favorise les
infections. Escherichia coli possede des adhésines (adh. P 1 S, adh. Afa M), capables de lier la
bactérie a 1’épithélium urinaire et d’empécher son élimination par les vidanges vésicales
(LESLIE, 2022).
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Selon les résultats de 1’étude bactériologique des IU retrouvés par DOUTCHI et al.
(2020) et FONGORO (2022), Escherichia coli (51%), a été le germe le plus fréquemment isolé
suivis par Klebsielle pneumoniae (24%) et Proteus mirabilis (11%). Une autre étude menée par
OUCHENE et al. (2021) montre que Escherichia coli est la bactérie la plus fréquemment isolée
(82,35%), suivie de Klebsiella pneumoniae (17,65%). Ce qui concorde parfaitement avec les
résultats retrouvés.

Tableau 18. Répartition des bactéries responsables de I'lU selon les especes bactériennes.

Familles Souches Nombre Pourcentage
Enterobacteriacea Escherichia coli 169 66,54%
Klebsiella pneumoniae 35 13,78%
Klebsiella sp. 14 5,51%
Proteus mirabilis 23 9,10%
Enterococcaceae Enterobacter sp. 8 3,15%
Corynebacteriaceae Corynebacter sp. 5 1,97%

I1. Evaluation des propriétés antioxydantes et antimicrobiennes des extraits de la propolis

vis-a-vis des souches impliquées dans les infections urinaires
I1.1. Teneur des extraits en polyphénols totaux de la propolis

La methode de Folin-Ciocalteu est réalisee afin de déterminer la quantité des
polyphénols totaux des différents extraits de propolis a étudier. Une droite d’étalonnage est
réalisée avec de 1’acide gallique a des concentrations allant de 0 a 100 pg/ml. En présence des
polyphénols, le complexe Folin-Ciocalteu change sa couleur du jaune au bleue, ce qui permet

de mesurer I’intensité de la couleur a une longueur d’onde de 750 nm.

L’ensemble des résultats obtenus concernant le dosage des polyphénols totaux des
différents échantillons de propolis sont exprimés en ug équivalent d’acide gallique par gramme

de la propolis brute (ug EAG/g propolis brute).

Les teneurs en composés phénoliques des échantillons de propolis sont présentées dans

la figure 13.




Revue expérimentale Résultats et discussions

900 -
X
= 800 -
5
S 700 -
o)
% o, 600 -
< O 500 -
£<
S W 400 -
Q5
c T 300 -
(D)
S 200 -
[<B]
S 100 -
[ 0 .
P1 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 P11
Extraits

Figure 12 : Teneur en polyphénols des extraits éthanoliques.

Compte tenu des résultats obtenus représentés par la figure, nous remarquons que les
teneurs en composés phénoliques de propolis varient de 138,37 a 838,28 (ug EAG/g de
propolis).

Les échantillons P5, P7, P8, P1 et P4 ont montré les plus forts rendements en
polyphénols avec des valeurs de 1’ordre de 838,28 ; 771,94 ; 761,14 ; 757,28 et 713,57 ug
EAG/g. Tandis que I’échantillon P6 présente la plus faible teneur en polyphénols qui est de
138,37 ug EAG/g. Pour le reste des échantillons, les teneurs sont moyennes et varient de 594 a
680,14 ug EAG/g.

Les résultats obtenus durant cette étude sont différents de ceux trouvés par quelques
auteurs : DEVEQUI et al (2018), BOUFADI (2014) et al et DEBAB (2020). Des travaux menés
par DEVEQUI et al., (2018) sur différents échantillons de propolis montrent des teneurs plus
faibles allant de 0,11341 a 0,48159 ug EAG/g de propolis. Dans une autre étude sur la propolis
algérienne, BOUFADI et al. (2014) ont trouvés une teneur en polyphénols de 0,194 + 14 ug
EAG/g pour la propolis de Ain Témouchent et 0,091 + 1 ug EAG/g pour celle de Laghouat.
Récemment, des résultats sur la teneur en polyphénols de la propolis de Beni Talla de 1’ouest
algérien et une autre commercialisée obtenus par DEBAB, (2020) ont révélé un rendement en
polyphénols qui oscille entre 0,24433 +0,00043 ug EAG /g (propolis commercial) et 0,17794
+0,00441 pg EAG /g (propolis de Beni Talla).
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Toutes ces différences entre les échantillons de propolis sur le plan de leurs rendements en
polyphénols peu revenir aux conditions environnementales de chaque région de 1’échantillon
récoltée, ainsi qu’a leurs propriétés physicochimiques ou/et aux conditions expérimentales (les

procédures d’extractions, le dosage et les différents solvants utilisés).

11.2. Activité antioxydante

Les résultats concernant 1’activité antioxydante (test du DPPH) des extraits éthanoliques
de la propolis sont représentés dans le tableau (19). lls sont exprimés par ug/ml pour la
concentration inhibitrice a 50% (IC50). Cette derniére correspond a la concentration nécessaire
pour inhiber ou réduire 50% de concentration initiale du DPPH ; 1’IC50 est inversement

proportionnelle a I’activité antiradicalaire.

Tableaul9.Valeurs d’IC50 des extraits éthanoliques des différents échantillons de propolis et

d’acide ascorbique par la méthode du DPPH

Extraits et standard IC50 (g /ml)

Acide ascorbique 106,6
P1 7,1+0,14
P3 7,2310,2
P4 7,40+0,26
PS5 7,8510,1
P6 12,5+0,1
P7 8,67+£1,25
P8 16,99+4,24
P9 12,55+0,22
P10 12,68+1,02
P11 16,78+3,90

Les resultats obtenus révelent que toutes les activités anti radicalaires sont différentes
d’un extrait a un autre envers le DPPH, plus la valeur de I’ICsp est petite plus I’extrait est
considéré comme un antioxydant puissant. D’aprés les résultats illustrés dans le tableau
précédent, il est constaté que les valeurs des IC50 de tous les extraits varient de 7,1+0,14 pg /ml

a16,99+4,24 ug /ml et sont inférieures a celle de 1’acide ascorbique qui est de 106,6 pg /ml.
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Il est noté que le pouvoir anti radicalaire augmente avec l’augmentation de la
concentration des extraits.

Il peut étre conclu des resultats que I’extrait P1 présente 1’activité la plus puissante avec
une valeur ICs de 7,1£0,14 pg/ml, quant aux extraits P8 et P11, des valeurs d’IC50 les plus
élevées sont notées (16,99+4,24 pg/ml et 16,78+3,90 pug /ml respectivement), cela reflete
notamment leur plus faible effet anti radicalaire.

Les valeurs des I1Cso trouvées sont inférieures a celles enregistrées par MOKHTARIA,
(2014), qui sont de I’ordre de 19, 34 et 24 pug/ml respectivement, pour la propolis de Tigzirt,
Ain El Arba et Yennarou et celle de Wan et al. (2020) pour la propolis de Malaisie qui est de
1,68 pg/ml.

L’activité antioxydante de la propolis dépend également de sa composition chimique et
sa répartition géographique. Les extraits provenant du Portugal ont montré des valeurs d’ICso
de I’ordre de 6 et 25 pg/ml respectivement pour la propolis de Bornes et Funddao (LEANDRO
et al., 2008). Une valeur de ces résultats est inférieure et une autre est supérieure aux valeurs
notées dans ce présent travail. Ceci permet de dire que les extraits de propolis ont un pouvoir
antiradicalaire moins important que celui de la propolis de Borne et plus important que celle de
Funddao.

Les composés phénoliques sont doués de plusieurs effets biologiques, y compris
I'activite antioxydante (AHN et al., 2007). Parmi les principaux groupes de composés présents
dans la propolis on retrouve les polyphénols et les flavonoides qui peuvent agir sur I’¢limination
des radicaux libres ou empéchent leur formation, ce qui confére a la propolis la capacité
d’empécher l'oxydation (AHN et al., 2007 ; MORIERA et al., 2008).

11.1.3. Activité antimicrobienne
11.1.3.1. Méthode de I’antibiogramme
L’activité antibactérienne des onze extraits éthanoliques de propolis par la technique de
diffusion sur milieu Muller Hinton vis-a-vis de dix-neuf souches dont treize souches de
références et six hospitalieres qui proviennent des prélévements d’ECBU. La présence ou
I’absence d’une activité antibactérienne se manifeste par [’apparition ou non de zones
d’inhibitions autours des disques. Les diametres de ces dernieres sont estimés en mm et

représentés dans le tableau 20.
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Tableau 20. Diametres des zones d’inhibition en mm, exercées par les extraits éthanoliques
étudiés sur les souches bactériennes

P1

P2

P3

P4

P5

P6

P7

P8

P9

P10

P11

Staphylococcus aureus ATCC
25923

11

11

10,5

9

10

7

8

7,5

12

11

12

Escherichia coli ATCC 25922

Staphylococcus
MU50

aureus

10

11

12

10

19,5

8,5

10

Bacillus cereus ATCC 1457

12

11

11

11

9,5

Pseudomonas
ATCC 27853

aeruginosa

Klebsiella pneumonie ATCC
4370

Citrobacter freundii ATCC
8090

Staphylococcus aureus 395

14

10

10

10

13

12

11

Staphylococcus aureus ATCC
43300

12

10

11

10

10

10

LGA251

13

12

11

13

10

10

13

Klebsiella pneumonie ATCC
700603

Klebsiella sp.

Escherichia coli

Corynebacter sp.

Enterococcussp.

Proteus mirabilis

Klebsiella pneumoniae

Escherichia coli

Escherichia coli

(-) : Résistante.

D’apreés le tableau 13, il est constaté que les extraits présentent une activité antibactérienne

différente les uns aux autres vis-a-vis des souches étudiées.
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Les diametres des zones d’inhibition les plus élevées ont été observées contre
Staphylococcus aureus MUS0 avec un diameétre de 19,5 mm pour I’extrait P5 de la région de
Boumerdes (Timezrit) et Corynebacter sp. avec un diameétre20 mm pour 1’extrait P9 de la
région de Draa-EL-Mizane ,17mm pour P4 de la région de Boghni et 19 mm pour P11 de la
région de Draa-El-Mizane (Tafoughalt)). Alors que les zones d’inhibitions les plus faibles ont
été observées contre Staphylococcus aureus 43300 (7mm pour I’extrait P8 et 8mm pour I’extrait
P10), LGA251(6mm pour I’extrait P6), Staphylococcus aureus ATCC 25923 (7mm pour
I’extrait P6 et 7,5 pour P8), Staphylococcus aureus MU50 8mm pour 1’extrait P8 et P11,
Staphylococcus aureus 395 (6mm pour ’extrait P1), Bacillus cereus ATCC 1457 (7,5mm pour
I’extrait P8) et Corynebacter sp. (7mm pour I’extrait P6).

En effet, Staphylococcus aureus MU50 est la souche de référence la plus sensible face
a tous les extraits éthanoliques avec des diamétres allant de 8.5 a 19.5 mm, sauf aux extraits P8
et P11 avec un diamétre de 8mm. Pour les souches hospitaliéres, Corynebacter sp. demeure la
plus sensible face a tous les extraits éthanoliques testés excepté I’extrait P6 avec des diametres
qui varient de 9 a 20mm. Les valeurs les plus élevées sont de 1’ordre de 17, 19, 19.5 et 20mm
ont été obtenues avec les extraits P4, P11, P5et P9 respectivement.

En revanche, Escherichia coli ATCC259222, Pseudomonas aeruginosa ATCC 25853,

Klebsiella pneumoniae ATCC 4370, Citrobacter freundii ATCC 8090 ; Klebsiella

pneumoniae 700603 ; Klebsiella sp; Enterococcussp; Proteus mirabilis et Klebsiella
pneumoniae sont totalement résistantes vis-a-vis de tous les extraits.

Globalement, il peut étre conclu que les extraits éthanoliques de la propolis présentent
une activité antibactérienne contre les bactéries Gram positif avec moins d’effet contre les
bactéries Gram négatif.

Les résultats de la présente étude sont en accord avec les résultats rapportés par JELENA
SURAN et al. (2021) sur ’efficacité des extraits contre tous les agents pathogenes sensibles
testés, a I’exception d’Escherichia coli. A I’opposé de nos résultats, I’étude scientifique réalisée
par ANJUM et al. (2019) ; PRZYBYLEK et KARPINSKI, (2019) a pu trouver une activité
antibactérienne importante contre Escherichia coli, Enterococcus sp. et Pseudomonas.

Les résultats révelés par DAOUDI et al. (2021) montrent une sensibilité plus marquée
de I’espéce Staphylococcus aureus, vis-a-vis de la propolis avec une zone d’inhibition de 19
mm a 1’opposé d’Escherichia coli qui semble étre plus résistante a ce produit.

L’utilisation de I’éthanol comme solvant pour 1’étude de I’activité antimicrobienne est

en raison de sa capacité d’extraire les différents classes de composants chimiques tel que les
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polyphénols, les flavonoides et les composées aliphatiques , ces derniers qui sont responsables
de I’activité anti microbienne de la propolis. L’extrait agit sur les souches bactériennes en
inhibant la synthese protéique, perturbant le cytoplasme et provoquant une perméabilité accrue
de la membrane ainsi une lyse bactérienne.

La figure ci-dessous montre une augmentation de la zone d’inhibition enregistrée suite
a une association du pouvoir inhibiteur du disque de 1’extrait P4 avec les disques d’ATB témoin,
I’ Amoxicilline. L’activité de cette association a amplifi¢ 1’effet de I’un ou 1’autre des disques.

Ce qui confirme I’effet synergique de I’extrait et cet antibiotique (ROBERT et al., 2013).

Tapis bactérien Zone d’inhibition

Disque d’ATB témoin

Disque d’EEP

Figure 13. Photographie des zones d’inhibition obtenues avec les extraits 9, 10 et 11

vis-a-vis de Corynebacter sp.

Synergisme entre disque 4 de
propolis et le disque témoin
d’ATB « Amoxicilline ».

Figure 14 : Phénomene du synergisme détecté vis-a-vis de la souche Corynebacter

sp. entre un disque d’ATB et un disque de propolis.
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11.1.3.2. Activité anti-biofilm

La capacité de treize souches bactériennes (dont onze souches de références et deux
souches hospitalieres) a former un biofilm a été étudiée en se basant sur deux méthodes : celle
utilisant une microplaque a 96 puits et celle sur cathéter urinaire en silicone aprés coloration au
CV. Ces méthodes permettent une culture et une quantification de biofilms bactériens.

Le pouvoir de I’extrait éthanolique P9 a prévenir la formation de biofilm sur microplaque
96 puits (extrait brute et différentes dilutions) et sur le dispositif médical a été évalué vis-a-vis
de Staphylococcus aureus 395, Klebsiella pneumoniae ATCC 4372, Staphylococcus aureus
MU5O0 et Enterococcus feacalis ATCC 49452,

Le CV est un colorant basique qui se lie aux protéines, sur les polysaccharides du
peptidoglycane et colore sans spécifier toutes les biomasses, toutes sortes de cellules vivantes
ou mortes, aussi bien que la matrice (composée de substances polymériques extracellulaires)
du biofilm bactérien. A travers cette méthode, une souche peut étre classée comme ; non
formatrice (-), faiblement formatrice (+), moyennement formatrice (++) ou fortement
formatrice de biofilm (+++) (METZLER, 2016).

La bactérie va initialement adhérer sur une surface de polystyréne (plaque a 96 puits),
se multiplier et produire un biofilm bactérien. Le CV colore les structures polysaccharidiques
des bactéries incluses dans le biofilm et des bactéries sous forme planctonique. Un lavage a
I’eau distillée permet d’éliminer 1’exceés de colorant ainsi que les bactéries planctoniques.
L’intensité de la coloration est proportionnelle a la quantité de biofilm produite. Une mesure de
la DO permet d’avoir une approche quantitative sur la capacité d’une bactérie a produire un
biofilm (VIEU, 2014).
11.1.3.2.1. Activité anti biofilm de I’extrait de propolis P9 sur microplaque a 96 puits

» Test d’évaluation de la formation de biofilms

Les résultats du test de la formation de biofilms obtenus, aprés 24 heures d’incubation
sur microplaques a 96 puits sont représentés dans le tableau 5. Ces derniers ont permis de mettre
en évidence la capacité des isolats et de souches de références a former des biofilms sur les
parois internes des puis de microplaque. A 1’opposé, les isolats : Staphylococcus aureus ATCC
43300, LGA 251 et Citrobacter freundii ATCC 8090 se sont avérés avec une formation
moyenne.

La formation d’un biofilm se caractérise, non seulement par la présence d’un anneau au
fond du puit mais également par la présence d’un prolongement de la croissance cellulaire sur

les parois de celui-ci. L’intensité de I’anneau formé est variable d’une souche a I’autre (figure




Revue expérimentale Résultats et discussions

21). Néanmoins, par observation visuelle, le degré de formation du biofilm est différent d’une
souche a une autre, et sur la base des intensités de coloration au CV on note que Klebsiella
pneumoniae ATCC 700603 est caractérisee par une forte production de biofilm avec une DO
de 3,133 suivie par une production moyenne par Corynebacter sp., Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, Klebsiella pneumoniae ATCC 4372, Klebsiella sp., Entérocoques feacalis
ATCC 49452 et Staphylococcus aureus MU50 (DO de 2,530 ; 2,662 ; 2,504 ; 2,63 ; 2,252;
2,597) respectivement. Enfin, les plus faibles DO ont été enregistrées pour Staphylococcus
aureus S95, Bacillus cereus ATCC 14579 et Staphylococcus aureus ATCC 25923, les quelles
sont respectivement de 1’ordre de 1,917, 1,92 et 1,985.

Tableau 21. Densités optiques enregistrées apres coloration des biofilms au cristal

violet.

Souches DO 595nm
Staphylococcus aureus ATCC 43300. 0,289
Staphylococcus aureus 395 1,917
Citrobacter freundii ATCC 8090 0,504
Corynebacter sp. 2,53
Bacillus cereus ATCC 14579 192
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 2,662
LGA 251 0,459
Enterococcus fecalis ATCC 49452 2,252
Klebsiella pneumoniae ATCC 4372 2,504
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603. 3,147
Klebsiella sp. 2,63
Staphylococcus aureus MU50 2,597
Staphylococcus aureus ATCC 25923. 1,985

Ces observations sont en accord avec celles rapportées par AOUCHICHE et
BOUMGHAR, 2015, ou toutes leurs souches testées portant le méme genre et /ou espece
(Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Enterococcus feacalis ATCC 49452,
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, Bacillus megaterium, Staphylococcus aureus ATCC
25923 et Bacillus substilis) étaient formatrices de biofilm bactériens, cependant, avec des

valeurs obtenues différentes.
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De méme, selon I’étude de REWATKAR et al., (2013), ou les isolats cliniques a Gram
négatif et a Gram positif sont les deux producteurs de biofilms les deux bactéries Pseudomonas
aeruginosa et Staphylococcus aureus viennent en téte de liste.

Evaluation de I’activité inhibitrice de I’extrait de propolis vis-a-vis des biofilms

L’étude de I’influence de I’extrait P9 sur I’adhésion a également été menée en présence
de cing concentrations de cet extrait additionnées dans le milieu TSB-G a savoir la dilution 1/2,
1/4,1/8,1/16 et 1/32.

A partir des résultats présentés sur le tableau 6, il est constaté que des concentrations
brutes et sous-inhibitrices (dilutions) de I’extrait de propolis P9 réduisent le biofilm formé par
Staphylococcus aureus 395, Klebsiella pneumoniae ATCC 4372, Staphylococcus aureus MU5S0
et Enterococcus feacalis ATCC 49452. Néanmoins les biofilms formés par Klebsiella sp.,
Corynebacter sp., Bacillus cereus ATCC 14579, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 et Staphylococcus aureus ATCC 25923 sont résistants a
I’extrait P9 qui n’a pas pu les inhibés complétement sur la microplaque 96 puits. En effet, la
croissance bactérienne en biofilm est accompagnée par une sécrétion d’une matrice exo-
polymérique constituant une gangue stabilisatrice et protectrice (SUTHERLAND, 2001).

Le taux d’inhibition le plus élevé a été observé avec 1’extrait brut avec un taux moyen
de 90,54% contre Enterococcus feacalis ATCC 49452. Plus la concentration de 1’extrait
diminue, plus le pourcentage d’inhibition ne décroit. Enterococcus feacalis ATCC 49452 s’est
avéree la plus sensible avec un taux d’inhibition de 90,54%, suivi de Staphylococcus aureus
MUS50 (87,91%), Staphylococcus aureus S95 (82,28%), et de Klebsiella pneumoniae ATCC
4372 (77,27%). Par contre Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 s’est montrée la plus
résistante avec le taux d’inhibition le plus faible (7,98 %) ; suivi de Klebsiella sp., Corynebacter
sp., Bacillus cereus ATCC 14579, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 et Staphylococcus
aureus ATCC 25923, lesquelles se sont montrées résistantes avec un taux d’inhibition :19,4 % ;
16,20% ;18,75 % ; 19,61 % et 19,43 %, respectivement.
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Tableau 22. Pourcentage d’inhibition (%) des bactéries formatrices de biofilm par I’extrait P9 sur microplaque 96 puits apres révélation au CV.

S1 S2 S3 sS4 S5 S6 Y S8 S9 S10
Extrait
brute
(9) (82,28 16,20 18,75 19,61 77,27 7,98 19,40 19,43 87,91 90,54
Dilution
1/2  |75,54 B B B 68,93 B B B 78,95 88,50
Dilution
v, (22,10 - - - 30,86 B B B 69,79 85,70
Dilution
1/8 12,85 B B B 19 B B B 16,94 14,17
Dilution
1/16 ) B B ) 11, B ) ) 13,36 B
Dilution
1/32 ) B B ) B B ) ) 8,97 B

S1 : Staphylococcus aureus 395 / S2: Corynebacter sp. / S3: Bacillus cereus ATCC 14579, S4 / Pseudomonas aeruginosa ATCC 2785/ S5:
Klebsiella pneumoniae ATCC 4372 / S6: Klebsiella pneumoniae ATCC 700603/ S7: Klebsiella sp. / S8 :Staphylococcus aureus ATCC 25923 /

S9 : Staphylococcus aureus MUS50, S10 / Enterococcus feacalis ATCC 49452/ (=) 2




Revue expérimentale Résultats et discussions

I1.1.3.2.2. Test de P’activité anti biofilm de I’extrait de propolis sur cathéters

L’OMS estime que 60% des infections liées aux soins sont associées a I’implantation
d’un dispositif médical ou chirurgical (ESPINASSE et al., 2010 ; GUGGENBICHLER et al.,
2011). Cependant, I’implantation temporaire d’un cathéter vasculaire, d’'une sonde vésicale ou
d’une sonde endotrachéale est associée a un risque infectieux non négligeable. La
physiopathologie de ces infections est étroitement liée a la constitution d’un biofilm sur ces
corps étrangers (ESPINASSEET et al., 2010). Parmi celles-ci, les bactériemies associées aux
infections urinaires associées au sondage vésical, qui ont fait un véritable probléeme de santé
publique au vue de la résistance des biofilms vis-a-vis des antiseptiques et des antibiotiques.
Dans cette étude, la capacité de 12 souches bactériennes a former un biofilm sur cathéter
urinaire est évaluée en présence et en absence de 1’extrait 9 dans le milieu TSB- glucose. Les
résultats sont présentés dans le tableau 26.

Tableau 23. Densités optiques des souches bactériennes sur cathéter urinaire

Souches DO 595nm
Staphylococcus aureus ATCC 25923 1,784
LGA251 0,535
Staphylococcus aureus ATCC 43300. 0,415
Corynebacter sp. 1,504
Enterococcus fecalis ATCC 49452 1,875
Bacillus cereus ATCC 14579 1,938
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 1,624
Staphylococcus aureus MU450 1,99
Klebsiella sp. 1,165
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 2,407
Staphylococcus aureus 395 1,821
Klebsiella pneumoniae ATCC 4372 1,756

D’aprés les résultats représentés dans le tableau, il est constaté que toutes les bactéries
testées ont une bonne capacité¢ de former un biofilm sur le CU en silicone a 1’exception de
Staphylococcus aureus ATCC 43300 et LGA 251. Selon ABD EL-BAKY (2012), I'adhérence
microbienne sur les biomatériaux se produit dans I'ordre suivant : latex > silicone > PVC >

Téflon > Polyuréthane > Acier > Titanium.



https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1773035X10706924#!
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Dans leur étude GANDERTON et al (1992), ont montré la présence du biofilm sur 44
des 50 sondes posées pendant 3 a 83 jours. Une autre étude réalisée par Sarah et al (2017), a
révelé la capacité des micro-organismes tels que Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,

Pseudomonas aeruginosa et Proteus mirabilis a former des biofilms sur un cathéter urinaire.

Tableau 24. Pourcentages d’inhibitions de I’activité anti biofilm par ’EEP9 sur

cathéter urinaire apres révélation au CV.

Bactéries S1 |S2| S8 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10

Pourcentage
d'inhibition
(%) 53,19 | 74 | 5,83 | 16,75 | 86,38 | 3,60 | 11,50 | 25,75 | 77,88 | 14,78

S1 : Staphylococcus aureus ATCC 25923/ S2 : Corynebacter sp, / S3 : Bacillus cereus

ATCC 14579 / S4 : Enterococcus fecalis ATCC 49452, S5 : Staphylococcus aureus MU50, S6

. Klebsiella sp, S7 : Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, S8 : Staphylococcus aureus 395,
S9 : Klebsiella pneumoniae ATCC 4372, S10 : Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

L’EEP a montré une bonne activité inhibitrice vis-a-vis de biofilm formé sur le CU en
silicone avec un pourcentage d’inhibition qui varie entre 53,19 % et 86,38 %.

D’aprés les résultats présentés dans le tableau 24, toutes les bactéries testées ont montré
une sensibilité importante vis-a-vis de I’EEP excepté Klebsiella sp. qui demeure résistante avec
un taux d’inhibition trés faible (3,6 %) suivis de Bacillus cereus ATCC 14579 (5,83%),
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 (11,5%), Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
(14,78%) et Entercoccus fecalis (16,75%). Néanmoins, le degré de sensibilité est variable d une
souche a une autre. La souche qui a montré une sensibilité plus importante est Staphylococcus
aureus MUS0 suivi de Klebsiella pneumoniae ATCC 74372 avec des pourcentages
d’inhibitions respectives de ’ordre de 86,38% et 77,88%. Les pourcentages d’inhibition
obtenus sur microplaques contre les souches hospitaliéres sont respectivement de 1’ordre de
16,20 % et 19,40 % pour Corynebacter sp. et Klebsiella sp. En revanche, les résultats obtenus
pour ses derniéres sur le cathéter sont respectivement 74% et 11,5%. Les différences notées au
niveau des résultats entre les deux méthodes utilisées, peut-étre relative a la nature du support

d’adhésion qui est le polystyréne pour la microplaque et la silicone pour le cathéter.
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Afin de palier le probleme de 1’antibio-résistance, des efforts considérables ont été
réalisés ces derniéres années pour la recherche de nouveaux remédes a base de substances
naturelles. En effet, la propolis est une alternative thérapeutique que 1’on peut utiliser dans de
nombreuses pathologies humaines. Sa grande complexité d’activité s’explique par sa richesse
en composés bioactifs.

Le present travail avait pour objectif d’isoler et d’identifier les microorganismes
impliqués dans les infections urinaires en réalisant des ECBU sur des personnes hospitalisées
et de tester I’action des antibiotiques et de la propolis sur ces bactéries. Les germes les plus
impliqués dans les 1U sont les entérobactéries, qui proviennent de la flore intestinale, dont la
prédominance est celle d’Escherichia coli. Suite a une analyse statistique, parmi 816
prélevements, 47,93% des cas sont portés positifs ou le sexe féminin demeure le plus touché
avec une fréquence de 30,29% contre 17,64% du sexe masculin.

L’évaluation du pouvoir antiradicalaire des extraits de différents échantillons de
propolis a confirmé les propriétés puissantes des extraits éthanoliques a piéger les radicaux
libres. Spécialement 1’extrait P1 suivi de prés par ’extrait P3 qui se sont révélés étre les
meilleurs antioxydants avec ICso de 7,1+0,14 pg/ml et 7,23+0,2 pg/ml, respectivement.

Le dosage des polyphénols totaux a montré que les extraits possedent des teneurs en
polyphénols différentes. Cependant, I’extrait P5 a présenté la valeur la plus élevée en
polyphénols 838,28 ug EAG/g de propolis. En revanche, 1’extrait P6 a présenté la valeur la plus
faible en polyphénols.

L’antibiogramme des extraits a montré un effet négatif sur toutes les souches
hospitaliéres isolées a 1’exception de Corynebacter sp. ainsi que sur certaines souches de
références : Escherichia coli ATCC 259222, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumonaie
ATCC 4370, Citrobacter freundii ATCC 8090 et Klebsiella pneumonaie ATCC 700603, alors
que Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus MU50, Bacillus cereus
ATCC 1457, Staphylococcus aureus S95, Staphylococcus aureus ATCC 43300 et LGA251 se
sont montrées sensibles avec des diamétres d’inhibition différents allant de 7 a 20 mm.

La majorité des isolats hospitaliers sont résistants aux extraits bruts de la propolis,
excepté pour Corynebacter sp. et Staphylococcus aureus qui se sont avérés les plus sensibles.
Des effets inhibiteurs sur les biofilms de souches de références ont été enregistrés avec des
pourcentages de 7,98 a 90,54 % et de 3,60 a 86,38 respectivement, sur microplaques et sur

cathéter urinaire. Quant aux souches hospitalieres testées, les résultats obtenus, respectivement
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pour Corynebacter sp. et Klebsiella sp., sont de I’ordre de 16,20 % et 19,40% sur microplaques

74% et 11,5% sur le cathéter.

Les résultats de la présente étude donnent un apercu général sur le potentiel
antimicrobien, antioxydant de différents extraits éthanoliques de la propolis ainsi que leur
teneur en polyphénols totaux. Des études sur cette substance résineuse mérite d’étre effectuées

afin de caractériser les extraits et mieux comprendre leurs mécanismes d’action.
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Résumé

Selon I’organisation mondiale de la santé, les infections urinaires représentent un
probléme de santé particulierement important. La résistance des bactéries incriminées dans ces
pathologies vis-a-vis des antibiotiques se place parmi les contraintes thérapeutiques auxquelles
sont confrontés les praticiens de la santé. De nos jours, la recherche de substances bioactives
naturelles comme alternatives aux antibiotiques fait 1’objet de diverses études. Dans ce
contexte, le premier volet du présent travail consiste a isoler des souches hospitaliéres
impliquées dans les infections urinaires et a réaliser une étude statistique sur la prévalence de
ces derniéres au niveau du centre hospitalo-universitaire NEDIR Mohamed de Tizi-Ouzou. Le
deuxiéme volet porte sur I’extraction de biomolécules actives a partir de différents échantillons
de propolis et 1’évaluation de leurs propriétés antibactérienne, antibiofilm et antioxydante,
respectivement, par la méthode des disques, de la microplaque a 96 puits et sur cathéter et du
test au radical libre DPPH.

Il en ressort de I’analyse statistique, que les femmes sont les plus exposées aux
infections urinaires avec une fréquence de 30,29% contre 17,64% pour le sexe masculin. Les
entérobactéries ont représenté 94, 39% des isolats cliniques avec une prédominance
d’Escherichia coli. Tous les extraits de propolis utilisés présentent des activités antioxydantes
intéressantes avec des ICso de 7,1+0,14 pg/ml a 16,99+4,24 ug/ml, ces valeurs sont en
corrélation avec le contenu total en polyphénols qui se situe dans la gamme de 138,37 a 838,28
g EAG/g de propolis. La majorité des isolats hospitaliers se sont avérés résistants aux extraits
de propolis, excepté pour les souches Corynebacter sp. et Staphylococcus aureus qui sont les
plus sensibles. Des effets inhibiteurs sur les biofilms de souches de références ont été
enregistrés avec des pourcentages de7,98 a 90,54 % et de 3,60 a 86,38 respectivement, sur
microplaques et sur cathéter urinaire. Quant aux souches cliniques testées, les résultats obtenus,
respectivement pour Corynebacter sp. et Klebsiella sp. sont de I’ordre de 16,20 % et 19,40 %

sur microplaques et de 74% et 11,5% sur le cathéter.

Cette étude démontre des activités biologiques intéressantes pour les extraits de la
propolis et mérite d’étre approfondie par d’autres analyses complémentaires pour les extraits

ainsi que les isolats bactériens.

Mots clés: Infection urinaire, propolis, polyphénols, activités antibactérienne, activité

antioxydante.






