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Résumé

La résistance des bactéries aux différentes chimiothérapies anti-infectieuses pose un vrai
probléme de santé publique. Les bactéries échappent aux antibiotiques par le développement
de pompes a efflux capables de rejeter activement les médicaments hors des cellules. L’efflux
est un mécanisme de résistance trés puissant utilisant des systémes de pompes situés a la surface
des membranes bactériennes. Pour cela, des bactéries génétiquement modifiées et porteuses de
différents types de pompes a efflux ont été choisis comme modele d’étude sur lesquels la
propolis Algérienne a été testée.

Les tests in vitro réalisés sur différentes souches bactériennes ont montrés des résultats
comparables a celles rapportés par la littérature et confirment que les bactéries a Gram positif
sont plus sensibles a 1’effet de la propolis que les bactéries Gram négatif. De plus 1’efficacité
de la propolis s’étend aussi sur des souches résistantes par les mécanismes de pompes d’efflux.
Les résultats satisfaisant obtenus nous ont encouragés a réaliser des études in vivo sur des rats
wistar.

Les effets sur un mod¢le d’infection provoquée chez les rats ont été étudiés et évalués par
différents parametres biologiques.

Le rétablissement des paramétres testés in vivo aprés traitement de I’infection avec la
propolis, pourrait confirmer I’intérét de l'utilisation de cette derniére comme agent naturel
capables de contrer les effets du stress oxydatif lié aux infections telles que la septicémie.
Comme peu d’informations sont disponibles sur I’efficacité clinique de la propolis algérienne,
une nouvelle étape serait intéressante pour compléter la recherche et ainsi développer les
investigations cliniques obtenues qui permettrait d’évaluer I’effet bénéfique de la propolis chez
les malades.

Aussi les résultats obtenus dans ce modeste travail pourraient étre exploités pour justifier la

place que peut avoir la propolis algérienne dans la recherche des thérapeutiques alternatives.

Mots clés : Propolis, Bactéries, Pompes d’efflux, inhibition, CMIs, Infection in vivo



Abstract

The resistance of bacteria to various anti-infectious chemotherapies has become a real
public health problem. Bacteria ovoid antibiotics through the development of antimicrobiol
resistance by draining grugs out the cells.

Drug efflux is a key mechanism of resistance mechanism using pump systems located on the
surface of bacterial membranes. For this, genetically modified bacteria carrying different types
of efflux pumps were chosen as the study model on which Algerian propolis was tested.

The tests in vitro performed on different bacterial strains have shown results
comparable to those reported in the literature and confirm that Gram-positive bacteria are more
sensitive to the effect of propolis than Gram-negative bacteria. In addition, the effectiveness of
propolis also extends to resistant strains by efflux pump mechanisms
The satisfactory results obtained encouraged us to carry out in vivo studies on wistar rats.

The effects on a model of induced infection in rats were studied and evaluated by
different laboratory parameters.

Restoring the parameters tested in vivo after treatment of the infection with propolis,
could confirm the interest of using it as a natural agent capable of countering the effects of
oxidative stress linked to infections such as sepsis.

As few information, on the clinical efficacy of Algerian propolis, is available, for this, a new
step would be interesting to complete the research and thus develop the clinical investigations
obtained which would make it possible to evaluate the beneficial effect of propolis in patients.
Also the results obtained in this modest work could be used to justify the place that Algerian

propolis may have for alternative therapies in the search.

Keywords : Propolis, Bacteria, efflux pumps, inhibition, MICs, in vivo infection
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Introduection




Introduction

Depuis I’aube des temps, I’homme a toujours été intrigué et intéressé par la nature qui
I’entourait. En effet, le milieu naturel constitue aujourd’hui la source principale pour la re-
cherche et I’exploitation des molécules biologiques actives, il livre en méme temps aux scien-
tifiques des modeéles de structures nouvelles susceptibles de donner lieu a des applications dans

différents domaines.

L’homme a su tirer parti des ressources naturelles pour s’adapter a son environnement lui

permettant ainsi d’évoluer, associant la domestication et I’agriculture.

Parmi les espéces animales domestiquées, il en est une particulierement exception-
nelle: I’abeille. Les vertus de ce petit insecte ont tout de suite séduit la curiosité humaine et
depuis les temps les plus reculés, ’homme a su profiter des produits de la ruche. La premiére
représentation iconographique de la relation homme-abeille date de plus de 9000 ans avant
Jésus Christ. Une silhouette humaine est représentée, perchée devant une anfractuosité de
rocher, récoltant les rayons d’une ruche (Bankova, 2005). Tous nous ont montré au fil des
études et des observations qu’ils pouvaient contribuer au bien-étre et a 1’amélioration de la
qualité de la vie de ’homme et de I’animal. C’est ainsi que 1’abeille devint I’animal domestique,
seul insecte avec le ver a soie Bombyx moré a étre élevé pour subvenir aux besoins de I’homme.
Depuis, au méme titre que les vaches, I’abeille a été sélectionnée, des races ont vu le jour, se

différenciant par leur potentiel a élaborer tel ou tel produit pour en maximiser le rendement.

Il existe plusieurs produits de la ruche qui sont utilisés par I’lhomme tel que le miel, la propolis,

le pollen, la cire, gelée royale, venin et larves...

Récemment plusieurs chercheurs se sont intéressés a la propolis, car ce produit du moins trés
bénéfique pour I’abeille, suscite beaucoup d’intéréts pour I’homme qui 1’utilisait au début, dans
la médecine traditionnelle comme un antiseptique, antibiotique et anti-inflammatoire. Elle
constitue un élément susceptible de fournir de nouveaux produits, qui pourraient avoir une pro-
tection pour la santé humaine et animale (Kocot et al, 2018) ; actuellement elle est employée
dans des milliers de pharmacies du monde, des centres médicaux, des cliniques de médecine

humaine ou vétérinaire et des laboratoires expérimentaux.

Ce produit de la ruche est tres apprécié en raison de ses propriétés antioxydantes, anti-
bactériennes, antivirales, antifungiques, anticancéreuses, et thérapeutiques liées a sa composi-
tion en polyphénols et flavonoides (Moreira et al, 2008 ; Monzote et al, 2012 ; Rufatto et al,
2017).
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Son utilisation, sans avoir été permanente, s’est maintenue au fil des siecles et est a nouveau
redécouverte de fagon relativement récente par de nombreux chercheurs qui s’attachent et s’ef-
forcent progressivement, depuis quelques années, d’expérimenter scientifiquement 1’ensemble
des données empiriques de ces produits par 1’étude de leur composition et leur effet sur les

microorganismes et les maladies qu’elles engendrent (Oryan et al, 2018).

La propolis méditerranéenne, de différentes régions, est un produit naturel précieux possédant
le potentiel pour améliorer la santé humaine, et pour permettre son utilisation dans des domaines
variés, des études supplémentaires sont nécessaires pour déterminer sa chimie et son activité

biologique (Popova et al, 2011).

Les échecs thérapeutiques dus aux résistances des bactéries aux antibiotiques consti-
tuent aujourd’hui un probléme de santé publique majeur (Sylvie, 2009). Ce phénoméne est ob-
servé malheureusement pour toutes les molécules dont nous disposons aujourd’hui. Parmi les
mécanismes en cause, les systémes d’efflux procaryotes, qui peuvent étre a 1’origine de ces

résistances (Cattoir, 2004 ; Li et al, 2004 ; Pages, 2002).

Les pompes d’efflux sont des transporteurs transmembranaires chargés de rejeter vers le milieu
extracellulaire des substances variées, notamment des antibiotiques. La recherche de nouvelles
molécules insensibles aux mécanismes de résistance est un processus long et aléatoire. Alter-
nativement, I’association d’inhibiteurs de pompes d’efflux (EPIs pour Efflux Pump Inhibitors)
a des antibiotiques déja disponibles mais inactivés par ce mécanisme, permet de restaurer la
sensibilité aux antibiotiques des souches résistantes par efflux (Kaatz, 2005 ; Wright, 2000).
Malheureusement, la plupart des EPIs actuellement disponibles sont trop toxique pour présenter

un intérét thérapeutique.

C’est dans le cadre d’un retour vers la nature que s’effectue notre travail dans le quel

nous avons .

» Présenté une synthése bibliographique sur :
la propolis pour estimer le développement des activites de ce produit in vitro et in vivo
et découvrir les nouvelles utilisations de la propolis dans les différents domaines.
les caractéristiques des pompes d’efflux impliquées dans la résistance des bactéries aux
antibiotiques.

» évalué dans un premier temps I’activité antibactérienne in vitro de la propolis de la région

de Jijel sur quelques de souches bactérienne a Gram positif et Gram négatif.
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> testé par criblage, des souches d'origine clinique présentant un mécanisme de résistance
aux antibiotiques par la méthodes bactériologique (antibiogrammes et CMI) permettant
de détecter ’activité antibactérienne et évalué 1’effet inhibiteur in vitro des associations

propolis-EPIs afin d’établir une éventuelle restauration de la sensibilité.

Pour cela, une partie de ce travail a été réalisé au sein du laboratoire de Bactériologie de
I’UMR CNRS 5234 (« Microbiologie Cellulaire et Moléculaire et Pathogénicité ») de I’Univer-
sité Victor Segalen Bordeaux 2, ou des souches isogéniques, ne différant que par 1’expression

ou I’hyper expression d’une pompe donnée, ont été sélectionné a partir de la banque de souches.

Par ailleurs,
Du fait que de nombreux travaux sur la propolis ont été décrits dans la littérature mais beaucoup
n’ont jamais dépassé le stade de 1’étude in vitro
Du fait que la propolis posséde une activité antibactérienne surtout sur les bactéries Gram po-
sitif (Antunes et al, 1996 ; Fernandes et al, 1995) qui a été confirmer dans notre étude,
Du fait aussi que les infections staphylococciques occupent en pathologie infectieuse une place
importante par leur nombre et leur gravité et reste grevée d’une lourde mortalité malgré le trai-
tement (Veyssier et al, 1971)
Nous avons élargie notre travail a I’étude de ’effet de 1’extrait brut de la propolis sur une in-
fection a Staphylococus aureus.
Pour cela, une infection a été provoqué chez le rat Wistar albinos, par la suite un traitement par

la propolis a été utilisé puis comparé avec celui a base d’antibiotique.
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1. Histoire de la propolis

Les abeilles ont été en existence pendant >125 millions d'années (Bankova et al, 2005;
Burdoch, 1998). Depuis la plus haut antiquité I’homme s’est intéressé aux abeilles et a ses

produits comme le miel, la cire, le venin, la gelée royale et en fin la propolis.

La propolis est beaucoup moins anciennement connue que le miel. L’usage de la
propolis remonte a plusieurs millénaires. Connue déja des prétres de I’Egypte antique pour
embaumer les corps des défunts, la propolis fut tres certainement utilisée par les Grecs puisque
Aristote en parle dans son livre « Histoire des animaux » et la considere comme « remede aux

infections de la peau, plaies et suppurations » (Bankova et al, 2000).

Au 2éme siécle, c’est au tour du médecin Galien d’en faire mention dans ses traités et

d’en recommander ’usage.

Puis, beaucoup plus tard, au 11°™ siécle, le philosophe et médecin Iranien Abu Ali lben
Sina connu sous le nom d’Avicenne note a son propos « la propolis a la qualité de faire éliminer
les pointes de fleches et les épines, nettoie facilement et amollit fortement ». Connues des Incas
chez lesquels elle était utilisée dans le cadre des infections fébriles (Hegazi, 1997), elle est
retrouvée également dans les livres de médecine de Géorgie a partir du 12°™ siécle. En France,
ce n’est qu’au début du 18°™ siécle que le terme de propolis apparait dans les écrits d’ Amboise

chirurgien d’Henri II de Francgois 1¢, de Charles IX ainsi que d’Henri IlI).
g q

A la fin du 19°™ siécle, on trouve quelques traces de son usage dans les traitements des
plaies, mais c’est surtout a I’occasion de la guerre de Boers en Afrique du sud, dans les années
1900, qu’elle connait son apogée d’utilisation grace a ses propriétés désinfectantes et

cicatrisantes (Hegazi et al, 2000).

A la fin du 21°™ sigcle, un important marché de la propolis existe en Russie et en
Allemagne, c’était un remede populaire qui prétendait soigner tous les maux. On I’employait
surtout en usage externe comme anti-infectieux, cicatrisant, adoucissant et anti-inflammatoire
sous formes d’onguent d’emplatre, de lotion et de fumigation. Lors de la derniére guerre
mondiale, la propolis a été expérimentée dans des cliniques Sovietiques. Les applications de ce
fameux produit sont trés intéressantes dans la médecine vétérinaire empirique pour le traitement

des hémorragies et des plaies de toute nature (Hegazi, 1997).
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2. Définition et Etymologie

La propolis désigne toute une série de substances résineuses, gommeuses et
balsamiques, de consistance visqueuse, recueillies par les abeilles sur certaines parties des
végétaux (essentiellement les bourgeons et les écorces de certains arbres), substances qu’elles
rapportent a la ruche et qu’elles modifient vraisemblablement en partie par I’apport de certaines

de leurs propres sécrétions (cire et sécrétions salivaires principalement) (Marcucci et al, 2001).

Etymologiquement, « pro » (devant) et « polis » (cité) veut dire « devant la cité » ou
« Protege la cité ». Son nom résume bien a lui seul les propriétés et les réles de cette substance
d’origine a la fois végétale et animale (Antonio et al, 2005; Ghisalberti, 1997). Bien que la
composition soit relativement différente selon I’origine géobotanique, ’activité¢ des diverses

propolis reste commune (Velikova et al, 2000; D'Arcy, 2005).
3. Origine de la propolis

La propolis a deux origines :
3.1. Origine externe :

Les principales essences d'arbres, connues pour étre productrices de propolis sont

différents coniféres : pin, sapin, épicéa, et plusieurs espéces de peupliers
3.2. Origine interne :
D’aprés les chercheurs allemands; la propolis serait résidu résineux, provenant de la

premiere phase de la digestion du pollen dans un petit organe de I’abeille, situé entre le jabot et

I’intestin moyen (Bankova et al, 2000).

Il faut toutefois noter que la propolis différe, tant du point de vue qualitatif que
guantitatif des résines végétales, dont elle est issue ; la matiere résineuse brute est additionnée
de cire, de secrétions salivaires, de pollen et de divers impuretés, donnant naissance a une

substance tout a fait originale.
4. La récolte de la propolis
4.1. Par les abeilles

On sait maintenant que la propolis est formée a partir des résines végétales sécrétées par
les bourgeons et 1’écorce de certains arbres. La butineuse fait d’abord usage de ses antennes

pour situer la partie la plus intéressante de la source qu’elle attaque avec ses mandibules. Elle
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décolle les fragments de résine, les mélange avec ses mandibules et les incorpore a sa salive.
Puis, téte redressée, elle se recule afin d’étirer la particule saisie jusqu’a ce qu’elle soit
transformée en un fil et que celui-ci se rompe. Enfin, elle entasse et loge les gouttelettes formees
dans ses corbeilles et les rapporte a la ruche (Figure 1) (Bankova et al, 2002; Kartal et al, 2002 ;
Sawaya et al, 2002).

Figure 1 : Butineuses récoltant et portant deux gouttelettes de propolis.
4.2. Condition de récolte

Cette récolte ne répond pas a des régles bien définies et constantes elle dépend de

nombreux facteurs (saisonniers, géographiques, climatiques).
4.3. Par ’homme
L homme récolte la propolis par plusieurs méthodes :

e Par grattage : cette méthode consiste a gratter la propolis qui se dispose sur les parois
internes de la ruche.

e Par les grilles : c’est une méthode trés efficace qui donne une trés bonne qualité de
propolis; elle consiste a mettre des grilles ou des toiles a I’entrée de la ruche, I’abeille
bouche par de la propolis les interstices des grilles ou toiles, ’apiculteur change
toutefois ces toiles ou grilles, il les met dans un congélateur pendant quelques heures,

la propolis par la suite, se décolle facilement des grilles.
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5. Utilisation de la propolis
5.1. Utilisation de la propolis par les abeilles
La propolis est utilisée a de nombreuses fins a l'intérieur de la ruche :
- Pour construire éventuellement de véritables barrieres de défense
- Pour rendre la ruche parfaitement hermétique, permettant une bonne isolation thermique
- Pour vernisser I'ensemble des surfaces intérieures, afin d'en supprimer les aspérités

- Pour recouvrir d'une fine pellicule les nouveaux rayons, ainsi que l'intérieur de la totalité des

cellules avant que la reine ne vienne y pondre (sorte de stérilisation)

- Pour enduire en combinaison avec de la cire, les petits animaux ou insectes, qui ne peuvent

étre évacues, sorte d'embaumement s'opposant ainsi a toute décomposition putride
- Enfin, pour consolider les cadres (Yves, 1981).

5.2. Utilisation par I’homme

La propolis est largement utilisée dans plusieurs domaines tels que :

e le cosmétique ou elle fait partie de la formule de toutes sortes de cremes, lotions,
schampoings.
e la médecine (Kouidhi et al, 2010)

e eten technologie agroalimentaire (Tosi et al, 2007)
6. Propriétés physico-chimiques :
6.1. Aspect

La propolis se présente sous l'aspect d'une substance de consistance variable en fonction
de la température, dure et friable a 15° C, elle devient molle et malléable aux alentours de 30°
C, puis collante ou gluante au-dessus, jusqu'a fondre en moyenne vers 60-70°C, parfois 100° C
et au-dela (Alexandre, 1999).

6.2. Couleur
Tres variable selon sa provenance, allant du jaune clair au brun trés foncé, presque noir.
6.3. Saveur :

Souvent &cre et parfois ameére.
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6.4. Odeur :

Variable selon son origine botanique, mais en général agréable et douceétre, et si elle

est bralée elle dégage une odeur tres délicate liée aux résines aromatiques qu'elle contient.
6.5. Solubilité

La propolis est insoluble dans I'eau froide, mais elle I'est partiellement par certains
procédés (ébullition a reflux par exemple) ; elle est partiellement soluble dans I'acétone, I'alcool,
I'ammoniaque, le benzene, le chloroforme, I'éther, le trichloréthyléne, et seul un mélange

adéquat de différents solvants permettent de dissoudre la quasi-totalité de ses composants.
7. Conservation

La propolis (Figures 2 et 3) doit étre conservée a 1’abri de la lumiére, de ’humidité, de
la chaleur et doit étre utilisée aussi fraiche que possible. On peut la conserver sous forme

lyophilisée, ce qui lui permet de garder toutes ses propriétés sur une trés longue durée.

Figure 2: Propolis dans la ruche Figure 3: Propolis brute

8. Composition chimique de la propolis

La composition de la propolis est variable selon 1’origine géographique et 1’écologie de
I’abeille, ainsi que des arbres se trouvant dans son écosysteme. Il existe des différences
significatives de composition entre les propolis, selon le lieu géographique de la ruche, les
végétaux employés, les especes d’abeilles et la disponibilité des végétaux nécessaires a

1’¢élaboration de la propolis (Koru et al, 2007).

A ce jour plus de 300 substances ont été identifiées dans la propolis mais les principaux
sont de la classe des flavonoides (Kartal et al, 2002), substances qui jouent un réle considerable
en thérapeutique (Su-Hsiang et al, 2004 ; Rufatto et al, 2017). On trouve également des acides
gras et des acides phénoliques et ses esters, terpénes, aldéhydes aromatiques et alcool (Kartal
et al, 2002).
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Les abeilles modifient la composition de la propolis a travers l'action de B-glycosidase, cette
enzyme hydrolyse I'hétéroglycosides des flavonoides en aglycones (Park et al, 1997; Marcucci
et al, 2001).

L’étude de Boutabet et al, en 2011 sur la propolis algérienne a permis de mettre en
évidence 5 flavonoides. Parmi ces flavonoides, on trouve, un chalcone (pinostrobine), deux

flavones (la chrysine et la tectochrysine) et deux flavanones (la pinocembrine et la naringenine).
9. Toxicité

Il a été démontré que la propolis n’est pas toxique pour I’homme et les animaux si elle
est consommeée en quantité raisonnable (Ghisalberti, 1997), et elle ne présente aucune

interaction avec d’autres substances thérapeutiques (Burdock, 1998).
10. Propriétés thérapeutiques

La propolis est considérée I’un des plus anciens remedes de I’humanité, en raison de ses
propriétés thérapeutiques dues a la présence essentiellement de flavonoides (Park et al, 1997 ;
Sera-Bonvehi et al, 1994):

effet antibactérien (Kujumgier et al, 1999 ; Velikova et al, 2000), effet antifongique (Murad et
al, 2002 ; Oliveira, 2006) ; effet antiviral (Huleihel et al, 2002; Schnitzler et al, 2010), effet
antiparasitaire (Gressler et al, 2012 ; Otoguro et al, 2011 ; Hegazi et al, 2007 ; Duran et al,
2011), effet immunitaire (Nakamura et al, 2010 ; Cheung et al, 2011), effet anticancéreux
(Carvallho et al, 2011 ; Wu et al., 2011 ; Vatansever et al, 2010; Popolo et al, 2009 ; Sulaiman
et al, 2012), effet antioxydant (Attia et al, 2012 ; Ramadan et al, 2012 ; Gulgin et al, 2010),
effet hépatoprotecteur (Benskota et al, 2001), effet proapoptotique (Bankova, 2005).
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1. Les pompes d’efflux impliquées dans la résistance aux antibiotiques

Les bactéries peuvent résister aux antibiotiques par exportation active grace a des
transporteurs membranaires appelés pompes d’efflux. Ces protéines sont spécifiques d’une
classe d’antibiotiques ou au contraire responsables de MDR (multidrug resistance). Ils sont
impliqués dans I’incorporation des ions et nutriments essentiels, I’excrétion des métabolites et
des substances toxiques, et la communication entre les cellules et 1’environnement. Ces
systemes sont répandus aussi bien chez les eucaryotes que chez les procaryotes (comme les
bactéries) (Van Bambeke et al, 2000 ; Li et al, 2004).

Certaines pompes d’efflux sont capables d’exporter des antibiotiques et peuvent étre

impliquées dans la résistance aux anti-infectieux.

Pour fonctionner, les pompes d’efflux utilisent 1’énergie fournie par dissipation d’un
gradient de protons (familles MFS, RND et SMR) ou d’ions sodium (famille MATE) ou encore
par hydrolyse d’ATP (famille ABC), pour cela ils sont classés en cing familles (Tableau 1,
Figure 4).

Tableau 1. Classification et caractéristiques des systémes d’efflux bactériens impliqués dans

la résistance aux antibiotiques (Lomovskaya et al, 2001%)

Familles Source d’énergie Spécificité de substrat Bactéries Nombre de TMS
ABC Hydrolyse de ’ATP Spécifiqgue, MDR Gram+, Gram- 6oul2

SMR FPM MDR Gram+, Gram- 4

MFS FPM Spécifique, MDR Gram+, Gram- 12 ou 14
MATE FPM MDR Gram- 1

RND FPM MDR Gram- 12

FPM : Force Proton Motrice

RND : Résistance-Nodulation-Division, ABC : ATP-binding cassette,

MFS : Major facilitator superfamily, SMR : Small multidrug resistance

MATE : Multidrug and toxic compound extrusion, MDR : multidrug resistance

10
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Figure 4. Les cinq familles de pompes d’efflux bactériennes (Cattoir, 2004)

MFS ou major facilitator superfamily (ex. NorA chez Staphylococcus aureus) ; SMR
ou small multidrug resistance (ex. EmrE chez Escherichia coli) ; MATE ou multidrug and
toxic compound extrusion (ex. NorM chez Vibrio parahaemolyticus) ; RND ou
resistancenodulation cell division (ex. MexB chez Pseudomonas aeruginosa) avec MexA
(membrane fusion protein) et OprM (outer membrane factor) ; ABC ou ATP-binding cassette

(ex. LmrA chez Lactococcus lactis). ATB : antibiotique substrat.

ABC transporteurs et systemes MFS existent aussi bien chez les eucaryotes que chez les

procaryotes, alors que les familles SMR, RND et MATE n’ont été trouvées que chez les
bactéries (Li, et al, 2004 ; Van Bambeke et al, 2000 ; Van Bambeke et al, 2003 ; Putman et al,
2000).

2. Resistance des bactéries aux antibiotiques et efflux
2.1. Antibiotiques

Les antibiotiques sont des agents strictement antibactériens, dont 1’activité est liée au
mode d’action spécifique. Ils sont classés sur la base de leur structure chimique en douze

familles et quatre antibiotiques isolés (Tableau 2).

11
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Tableau 2. Classification des antibiotiques

Familles

Antibiotiques isolés

B-lactamines

Aminosides
Macrolides-Lincosamides-Streptogramines (MLS)
Quinolones

Tétracyclines

Phénicolés

Sulfamides + triméthoprime
Glycopeptides

Rifamycines

Polypeptides
Nitro-imidazoles

Nitrofuranes

Acide fusidique

Fosfomycine
Linézolide

Mupirocine

La cellule bactérienne offre aux antibiotiques un nombre limité de cibles:

(i) ils peuvent bloquer la synthése du peptidoglycane (un composant essentiel de la paroi

bactérienne), (ii) inhiber la synthése protéique ou le métabolisme des acides nucléiques, (iii)

désorganiser les membranes, ou (iv) jouer le role d’antimétabolites (Figure 5).

12
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Figure 5. Mode d’action des antibiotiques

2.2. Mécanismes de résistance des bactéries aux antibiotiques

a- Mécanismes génétiques

Il faut distinguer les résistances naturelles et les résistances acquises (Bouyahya et al, 2017).

- Les résistances naturelles affectent d’emblée toutes les souches d’une méme espece. Les genes
en cause font partie du patrimoine génétique de I’espece. Ces résistances sont constantes pour

une espéce bactérienne donnée. Cependant, leur niveau d’expression peut étre modulé par des

systemes de régulation.

- Les résistances acquises affectent une fraction des souches d’espéces naturellement sensibles,
a la suite d’événements génétiques variés : mutations chromosomiques ou acquisition de genes.
Les génes acquis sont habituellement véhiculés par des éléments mobiles tels que les plasmides
et/ou les transposons. Contrairement aux résistances naturelles, les résistances acquises sont

éminemment variables et évolutives.
b- Mécanismes biochimiques

Les bactéries peuvent résister aux antibiotiques par trois mécanismes biochimiques : (i)

accumulation insuffisante de 1’antibiotique au contact de sa cible ; (ii) inactivation de

13



Chapitre I1: Résistance par efflux actif Analyse bibliographique

I’antibiotique par des enzymes bactériennes ; (iii) absence de cible ou d’affinité de(s) cible(s)
(Figure 6).

Antibiofigue

|y ME

\ 1) Défaut d’accumulation

Membrane externe :

e Imperméabilité

Membrane cytoplasmique :

(E{ e Entrée : transport actif

e Sortie : efflux actif

2) Inactivation enzymatique de

I’antibiotique

3) Deéfaut de (affinité) cible

Figure 6. Mécanismes biochimiques de la résistance aux antibiotiques.

Le défaut d’accumulation peut étre di a une imperméabilité ou a un efflux actif.

L’imperméabilité peut étre liée a I’existence d’une membrane externe chez les Gram
négatif et les Mycobactéries (Figure 7) ou a un défaut de transport actif au travers de la
membrane cytoplasmique, pour les antibiotiques qui ont une cible intra-cytoplasmique. Des
systemes d’efflux actif, protéines intrinséques de la membrane cytoplasmique, peuvent refouler

les antibiotiques vers le milieu extérieur.

Les résistances naturelles et acquises peuvent avoir pour effecteurs 1’un ou 1’autre de

ces trois mécanismes biochimiques.
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Figure 7. Représentation schématique de la paroi des bactéries a Gram positif, a Gram négatif
et des mycobactéries.
Ces trois types de bactéries possedent, comme toute cellule, une membrane cytoplasmique.
Cette membrane est recouverte d’un réseau tridimensionnel constitué de peptidoglycane,

macromolécule formée de la répétition d’un motif disaccharide-pentapeptide.

2.3. Role de ’efflux dans la résistance des bactéries aux antibiotiques

Il existe deux types de pompes d’efflux capables d’entrainer la résistance aux

antibiotiques (Marquez, 2005) :

(i) les systemes spécifiques, qui exportent un seul antibiotigue ou une seule famille

d’antibiotiques
(ii) les systemes a large spectre de substrats appelés MDR.
2.3.1. Pompes specifiques

Les pompes spécifiques sont généralement codées par des génes portés par des éléments
génétiques mobiles tels que plasmides et/ou transposons (Lomovskaya et al, 2001). Elles sont

donc responsables de résistances acquises, habituellement a haut niveau.

La résistance acquise par efflux spécifique concerne principalement trois familles
d’antibiotiques : les Tétracyclines, les Macrolides-Lincosamides-Streptogramines (MLS) et les

Phénicolés.
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2.3.2. Pompes MDR
* Résistances naturelles

Les pompes MDR sont généralement codées par des génes chromosomiques qui font
partie du patrimoine génétique de 1’espéce (Lomovskaya et al, 1999). Toutes les bactéries

produisent plusieurs pompes MDR, de méme classe et de classes différentes.

Les pompes MDR participent a la résistance naturelle des espéces (Li et al, 2004). Ainsi
I’inactivation génétique de NorA, AcrAB ou MexAB-OprM augmente la sensibilité de S.
aureus, E. coli et P. aeruginosa, respectivement, a une série d’antibiotiques montrant que ces
transporteurs MDR sont exprimés chez les souches sauvages (Lomovskaya et al, 2001).
L’inactivation génétique de la pompe majeure rend les Gram négatif aussi sensibles que les

Gram positif a la plupart des antibiotiques.

De plus, la résistance naturelle par efflux MDR potentialise d’autres mécanismes de
résistance. Chez les Gram négatif, ’effet des pompes d’efflux MDR se combine a
I’imperméabilité membranaire pour entrainer une résistance naturelle particulierement efficace,

puisque les substrats efflués sont difficilement ré-accumulés.

Par ailleurs, I’expression de plusieurs pompes MDR est inductible par les antibiotiques
qu’elles effluent, augmentant transitoirement en leur présence. Leur expression est aussi
souvent modulée par des conditions environnementales, qui peuvent étre rencontrées au cours

des infections (ex : superoxydes et sels biliaires chez E. coli).
* Résistances acquises
La résistance acquise par efflux MDR peut résulter de :

- Mutations : il s’agit le plus souvent de mutations dans le promoteur (ex : NorA de S. aureus)
ou dans les génes regulateurs (ex : MexAB-OprM de P. aeruginosa), entrainant une

hyperproduction de la pompe (altérations quantitatives).

- Acquisition de génes véhiculés par des plasmides/transposons (ex : gacA chez S. aureus) (Li
et al, 2004).

La fréquence de la résistance par efflux est sGrement sous-estimée car plus difficile a détecter

en routine et souvent associée a d’autres mécanismes de résistance (Van Bambeke, 2000).
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3. Inhibiteurs des pompes d’efflux bactériennes

Des inhibiteurs des pompes d’efflux (EPIs pour Efflux Pumps Inhibitors) administrables
a ’homme permettraient de restaurer la sensibilité aux antibiotiques de souches résistantes par
efflux (Kaatz, 2005). Malheureusement, la plupart des EPIs actuellement disponibles sont trop

toxiques pour présenter un intérét thérapeutique.
3.1. Modes d’action des EPIs

En fonction de la physiologie des systémes d’efflux, les EPIs peuvent avoir plusieurs

cibles :

(i) la composante énergétique qui assure le transport ; (ii) la pompe elle méme ; (iii) les
caractéristiques fonctionnelles du canal ; (iv) I’assemblage du systéme, notamment des
complexes tripartites retrouvés chez les Gram négatif (Borges-Walmsley et al, 2003 ; Masaoka
et al, 2000 ; Pages et al, 2005) (Figure 8).

Bactérie a Gram négatif Bactérie a Gram positif

Molécules

inhibitrices

de Pefflux

CIBLES POTENTIELLES ACTIVITE POTENTIELLE
Canal, membrane exterme >> Encombrer le canal
Protéine de liaison, périplasme >> Perturber I'assemblage
Pompe, membrane interne >> Créer une compétition
Energie du processus >> Dissiper le potentiel

Figure 8. Cibles potentielles dans le mécanisme d’efflux (Pages, 2002).

Les « poisons d’énergie » qui agissent soit en inhibant la liaison de I’ATP, soit en

perturbant le gradient de protons, sont toxiques pour I’homme.
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L’inhibition de I’efflux potentiellement efficace en thérapeutique implique

généralement un blocage du fonctionnement de la pompe: les inhibiteurs se lient directement a

la pompe et la bloguent (Pagés, 2002). Récemment, il a été démontré que certains inhibiteurs

de pompes MDR bactériennes agissaient en formant un complexe avec ’antibiotique, I'efflux

de ce dernier étant géné par la taille du complexe (Marquez, 2005).

3.2. Méthodes d’évaluation des EPIs

L'activité des EPIs potentiels peut étre évaluée par des méthodes utilisant des bactéries,

des cellules ou des membranes reconstituées.

Méthodes utilisant des bactéries.

Un germe test est mis en présence d’un substrat de la pompe, de I’EPI potentiel et de

leur association, et I’effet EPI est apprécié par des techniques variées.

- Ce germe-test peut étre : (1) un mutant spontané d’une souche sauvage, hyperproducteur de la

pompe d’intérét (ex : S. aureus hyperproducteur de NorA) (Kaatz et al, 1995).

- L’effet EPI peut étre apprécié par :

(1) La croissance bactérienne en présence d’un antibiotique substrat :

- Réduction de la CMI de I’antibiotique en présence de I’EPI.

3.3. Exemples d’inhibiteurs

v

v

Phénylalanine-arginine B naphtylamide (PABN) : inhibiteur des transporteurs MDR de
la classe RND (Lomovskaya et al, 2001°).

La Carbonyl Cyanide m-Chlorophenylhydrazone (CCCP) est 1'un des premiers
inhibiteurs efficaces sur les systéemes d'efflux bactériens décrits. En perturbant le
gradient électrochimique de la membrane cytoplasmique, le CCCP détruit l'une des
composantes énergétiques de la pompe et bloque I’expulsion des antibiotiques. Le
CCCP possede une excellente activité sur plusieurs pompes, de Gram positif et de Gram
négatif, restaurant ainsi la concentration intracellulaire des antibiotiques expulsés
(Bolhuis et al, 1997 ; Putman et al, 2000).

La réserpine est un alcaloide naturel des plantes, extrait de Rauwolfia serpentina. Elle a
un effet inhibiteur sur les transporteurs des Gram positif (Marquez, 2005 ; Neyfakh,

1992). Il a été démontré chez des S. aureus hyperproducteurs de NorA, que la réserpine
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diminue aussi le risque d’émergence de mutants résistants (Markham, 1999 ; Marquez,
2005).

v Le vérapamil inhibe un grand nombre de transporteurs MFS, incluant NorA de S. aureus
(Markham, 1999).
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L’étude experimental a été effectué au sein du laboratoire de recherche de Bactériologie
de 'UMR CNRS 5234 (« Microbiologie Cellulaire et Moléculaire et Pathogénicité ») de
I’Université Victor Segalen Bordeaux 2 et au laboratoire de microbiologie de la faculté SNV,
de I'université de Jijel. Elle est consacrée pour évaluer I’activité antibactérienne de 1’extrait
éthanolique (EEP) de la propolis sur des souches isogeniques, ne différant que par 1’expression

ou I’hyper expression d’une pompe donnée, sé€lectionné a partir de la banque de souches.

1. Matériel et méthodes
1.1. Matériel b
1.1.1. Récolte de la propolis
La propolis est récoltée au mois d’Avril 2005, elle est fournie par la coopérative apicole
de la région de Kaous (Jijel). La récolte est effectuée par raclage et grattage de I’entrée des
ruches. La propolis est stockée a 1’abri de la lumiére et de la chaleur dans des récipients bien

fermés avant son utilisation pour garder ses principes actifs intacts.

1.1.2. Préparation de I’extrait brut de la propolis
L'extraction des substances bioactives contenues dans la propolis est réalisée selon le
protocole décrit par Bruneton (1999).

L’¢échantillon de la propolis est découpé en petits morceaux puis lavé dans I’éthanol
pendant deux heures pour éliminer les impuretés. Ensuite, 1g de la propolis est plongé dans 10
ml d’éthanol 95%. La macération est réalisée a I’abri de la lumiére et a la température ambiante
pendant 15 jours avec agitation de temps en temps. Le macérat est filtré sur papier filtre et par
la suite le filtrat est évaporé au rotavapeur (Evaporator E100 Heidolph) a 79%. Le résidu est
repris dans 10 ml de méthanol 70% et laissé a macération pendant une nuit. Apres évaporation,

I’extrait obtenu est appelé extrait brut de la propolis (Figure 9).
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30g de propolis dans100 ml de I'éthanol a 95°

!

Macération (07 jours)

!

Filtration avec du papier ou de couton (10 fois)

!

Evaporation
Extrait brut

Figure 9 : Protocole d’extraction de 1’extrait de Propolis

1.2. Inhibiteurs des pompes d’efflux
Réserpine (Res), oméprazole (Omep), Phénylalanine Arginine B-Naphthylamide
(PABN), Carbonylcyanide-m-chlorophenylhydrazone (CCCP), vérapamil (véra) ont été
achetés a la firme Sigma-Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France).
Ces inhibiteurs ont été préparés extemporanément dans le solvant adéquat
Diméthylsulfoxyde a 10% (DMSO), eau distillée stérile

1.3. Produit chimique :
Le DMSO a ét¢ utilisé pour réaliser les dilutions de ’extrait de propolis.
Un test d’innocuité du DMSO sur les souches bactériennes a été réalisé par la méthode de CMI

de I’extrait de propolis. Puis des dilutions au 1/100 ont été réalisées dans 1’eau distillée.

1.4. Souches bactériennes et conditions de culture
1.4.1. Souches bactériennes
Les souches bactériennes utilisées pour déterminer la CMI de I’EEP sont présentés dans le

tableau 3.

21



Chapitre | : Etude in vitro

Matériel et méthodes

Tableau 3 : Caractéristiques des souches utilisées

Bactéries Numéro de la souche Caractéristique de la souche
Gram positif
S. aureus ATCC 25923 Sensible aux antibiotiques
SA 1 (mutant de la souche ATCC Hyperproduisant le systeme NorA
25923)
MRSA (Methicillino resistante S. Acquisition d’'une PLP2A, (gene mecA)
aureus)
RN4220 Sensible aux antibiotiques
mutS2 Souche RN4220 mutS, hypermutatrice
Gram négatif
E. coli Ec2163 Productrice de CTX-M-15®
TG1 Souche sauvage
TG1 AAcrAB Souche avec son systéme AcrAB inactivé
(hypersensible)
TG1 AAcrAB + pUAcrAB Hyperproductice du systéme d’efflux
AcrABTolC
K. pneumoniae Kp2078 Kp2078, non- hypermutatrice
Kp2079 Dérivée de la souche Kp2078,
hypermutatrice
P. aeruginosa Pa678 TEM-24(a)
Shigella flexneri Sf588 0XA-1(b)
Aeromonas hydrophila | ATCC 7966 Sensible aux antibiotiques
A.hydrophila ATCC 7966 AaheB+pEx19Gm

AaheB+pEX-ABC

(), CTXM-15 est une R-lactamase a large spectre (BLSE), (b), pénicillinase peu sensible aux inhibiteurs de -

lactamase

Souches hypersensibles : TG1AacrAB pour E. coli dépourvue de son systéme d’efflux

Souches résistantes: SA-1 pour S. aureus aux antibiotiques utilisés en thérapies,

TG1AacrAB /pUCacrAB, pour E. coli souche résistante aux antibactériens.

1.4.2. Milieux de culture

Les souches ont été cultivées a 37°C en aérobiose, sur milieu Mueller-Hinton (MH,

BioRad, Marnesla- Coquette, France ou AES), additionné d’antibiotique si nécessaire

(ampicilline 100 pg/mL, chloramphénicol 30 pg/mL, tétracycline 15 pg/mL). Elles ont été

conservées par congélation a—-80°C en bouillon Brain Heart (BH, BioRad, Marnes-la-Coquette,

France), additionné de 10% de glycérol.
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1.5. Détermination des CMls
Principe :

Classiquement, la CMI est déterminée par dilution, en milieu solide ou liquide. Dans les
deux cas, une solution mere d’antibiotique ou de molécule a évaluer est diluée de '2 en ', et
chaque dilution est mise en contact avec la (les) souche(s) a tester. Aprés incubation, la CMI
est définie comme la plus faible concentration d’antibiotique laissant au plus 3 colonies.

La détermination de la CMI en gélose permet de tester simultanément plusieurs souches,

et de vérifier ’absence de contamination. L’inoculum standard est d’environ 10« UFC.

Protocole réalisé :

Dans ce travail, les CMIs de I’extrait éthanolique de propolis et EPI ont été déterminées
par les techniques de dilution en gélose. Des solutions meres ont été préparées
extemporanément dans les solvants adéquats (eau distillée, DMSQ). A partir de ces solutions
meéres, des gammes de concentrations décroissantes de raison 2 ont été réalisées a 100 fois la

concentration finale.

Chaque dilution a ensuite été incorporée au 1/100 dans de la gélose MH en surfusion
coulée en boites de Pétri. Les gammes finales s’étendaient de 1024 et 0,007 ng/mL selon le cas.
Le milieu utilisé était la gélose MH sans additif. Pour chaque souche, une suspension de densité
0,5 Mc Farland, mesurée au densitométre (BioMérieux) a été préparée a partir d’une culture
bactérienne de 18 heures sur 1/10 dans de I’eau distillée. Ces suspensions ont été placées a
raison de 200 pL dans les puits d’une microplaque stérile. L’ensemencement a été effectué a

I’aide d’un appareil de Steers.

L’inoculum final représentait environ 10+ UFC par spot. Un témoin de croissance a été
ensemencé au début et a la fin de 1’expérience pour vérifier I’ensemencement. La CMI a été lue
aprés une nuit d’incubation a 37°C en aérobiose. Les résultats présenteés correspondent a la

moyenne de trois essais indépendants.
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2. Résultats et discussion
2.1. Valeurs des CMIs de I’extrait de propolis:

Les CMI réalisées pour les souches sensibles sont représentés dans le tableau 4.

Tableau 4 : Détermination de la CMI de la propolis A sur un panel de souches bactériennes

sensibles aux antibiotiques

Bactérie Code de la Caractéristique de CMI
souche bactérie propolis
(mg/ml)
Gram (+) S. aureus ATTC25923 Sensible aux 0.04
antibiotiques
S. epidermidis CIP81.55" « 0.06
Enterococcus faecalis | JH2-2 « 0.06
Gram (-) E. coli ATCC25922 « 8
Ps. aeruginosa ATCC25853 « 4
Aeromonas ATCC7966 « 0.12
hydrophila

ATCC : Ameican Type Culture Collection ; CIP : Collection Pasteur Istitute

Ces résultats confirment les résultats de la littérature, en effet notre extrait de propolis
est actif sur la plupart des bactéries utilisées. Nous notons que les Gram (+) sont plus sensibles
a la propolis avec des CMI allant de 0,04 a 0.06 mg/ml. Celles des Gram (-) avec des valeurs
de 4 et 8 mg/ml sauf pour la souche Aeromonas hydrophila qui montre une CMI de 0.12 mg/ml.

La majorité des études montrent que la propolis posséde une activité antibactérienne
plus importante pour les Gram positif que les bactéries Gram négatif, ceci est expliqué par la
différence au niveau de la structure bactérienne ; la membrane externe des bactéries Gram
négatif composée essentiellement de phospholipides et lipopolysaccharides la rend

imperméable a la plupart des molécules (Silici et al, 2005 ; Chen et al, 2018).

La propriété antimicrobienne de la propolis a été largement etudié et plusieurs auteurs
ont démontré son action antibactérienne (Ghisalberti, 1979; Toth et al, 1987 ; Kujumgiev et al,
1993; Sforcin et al, 2000; Orsi et al, 2005; Scazzocchio et al, 2006).

La Galagine et I’acide caféique de la propolis sont des agents d’inhibition enzymatiques
chez les bactéries (Havsteen, 1983; Koo et al, 2002). L’inhibition de I’ ARN polymérase par des
composés de propolis a été veérifiée (Takaisi et al, 1994) et peut expliquer partiellement la
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synergie des EEP avec des médicaments qui agissent en inhibant la synthése protéique
(Fernandes Jr. et al, 2005).

Concernant Aeromonas hydrophila, une étude d’Abd-EI-Rahman en 2009, rapporte

dans son étude que la propolis diminue la mortalité des poissons du Nil infecté par cette souche

en activant leur systéme immunitaire.

2.2. CMI de la propolis A sur des souches présentant une hyperproduction de différents

systemes d’efflux.

Les valeurs des CMI sont représentées dans le tableau 5.

Tableau 5. CMI de la propolis A sur un panel de bactéries présentant des mécanismes de

résistance aux antibiotiques.

Bactérie Numéro de la souche Caractéristique de la souche CMI de la
propolis A
en mg/ml

Gram positif
S. aureus ATCC 25923 Sensible aux antibiotiques 0.06
SA 1 (mutant de la souche Hyperproduisant le systeme NorA 0.06
ATCC 25923)
MRSA (Methicillino resistante | Acquisition d’'une PLP2A, (géne mecA) 0.06
S. aureus)
RN4220 Sensible aux antibiotiques 0.5
mutS2 Souche RN4220 mutS, hypermutatrice 0.5
Gram négatif
E. coli Ec2163 Productrice de CTX-M-15@) 8
TG1 Souche sauvage 8
TG1 AAcrAB Souche avec son systéme AcrAB 0.25
inactivé (hypersensible)
TG1 AAcrAB + pUAcrAB Hyperproductice du systéme d’efflux 8
AcrABTolC
K. pneumoniae Kp2078 Kp2078, non- hypermutatrice 4
Kp2079 Dérivée de la souche Kp2078, 2
hypermutatrice
P. aeruginosa Pa678 TEM-24() 4
Shigella flexneri Sf588 0XA-1M) 2
Aeromonas hydrophila | ATCC 7966 Sensible aux antibiotiques 0.12
A.hydrophila ATCC 7966 AaheB+pEx19Gm 0.12
AaheB+pEX-ABC 0.25

(a), CTXM-15 est une RR-lactamase a large spectre (BLSE), (b), pénicillinase peu sensible aux inhibiteurs de -

lactamase.
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Les résultats n’ont montré aucune influence lorsque d’autres mécanismes de résistance
aux antibiotiques (production de B-lactamase, modification des PLP) sont associés (Tableau 5)
avec des valeurs variant entre 0.12 et 8 mg/ml. La CMI de 8 mg/ml est surtout observé pour la

souche productrice d’une B-lactamase (E.coli Ec2163).

La souche K. pneumoniae hypermutatrice montre une CMI de 2 mg/ml, alors que sa la

méme souche mais non hypermutatrice montre une CMI de 4mg/ml.

Les souches isogéniques d’E. coli TG1 sauvage et celle dont le systéme d’efflux AcrAB
est inactivé, la CMI diminue de 8mg/ml a 2 mg/ml. Lorsque la souche hypersensible est
complémentée avec un plasmide apportant les genes AcrAB, la CMI de la propolis augmente.

Ces résultats suggerent que le systeme AcrAB efflue la propolis.

La souche Pseudomonas aeruginosa résistante aux bétalactamines par production d’une
[Béta-lactamase montre une valeur de 4mg/ml et la souche Shigella flexneri productrice d’une

pénicillinase résistante aux inhibiteurs de péta-lactamase une CMI de la propolis de 2 mg/ml.

L’efficacité de la propolis sur la souche Aeromonas hydrophilanus semble intéressante,
ou les valeurs des CMIs sont de 0.12 et 0.25mg/ml. Cette d’une souche possedant le géne aheB
cloné dans le vecteur pEX19Gm, générant un plasmide recombinant, lui conférant ainsi une
résistance a de nombreux antibiotiques, celle contenant le pEX-ABC est hypermutatrice.

La présence de cette souche dans 1’environnement augmente significativement les mois les
plus chauds de 1’année avec comme conséquence une présence accrue dans les aliments tels
que les produits frais, les cremes et les viandes (Janda et al, 1998). De plus cette souche peut
survivre pendant de longues périodes dans les eaux potables, favorisant ainsi leur transmission
a ’homme (Kuhn et al, 1997 ; Messi et al, 2002 ; Rahman et al, 2007) provoquant ainsi des
gastroentérites (Abbott, 2003 ; Janda et al, 1998). La souche ATTCC7966 est I’une des plus
pathogenes chez ’homme (Janda et al, 1991).

En paralléle, nous avons également testé quelques souches dites «hypermutatrices"
(Tableau 6)
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Tableau 6. CMI de la propolis vis-a-vis des souches hypermutatrices

Espéces Caractéristiques CMI propolis
mg/ml
Gram (+) S. aureus ATCC 25923, sauvage,sensible aux 0.06
antibiotiques
S.aureus Souche clinique 0.12
S.aureus Mutant Sa 1199 NorA 0.25
E. coli Souche sauvage 8
E.coli E.coli TG1AacrAB 0.25
Gram (-) E.coli Souche KAM3 + plasmide (AMP-R) avec 8
systeme AcrAB
E.coli Souche AG 100 AacrAB 0.25

L’efficacité de la propolis est observée pour la majorité des souches qui présentaient des
résistances a de nombreux antibiotiques avec des valeurs allant de 0.06 mg/ml a 0.25 mg/ml.
Notre propolis est trés efficace sur les souches de Staphylocoques y compris la souche

surexprimant son systéme d’efflux NorA avec une CMI de 0.25mg/ml.

La sensibilité est amoindrie pour les deux souches d’E.coli, souche sauvage et la souche

possédant le plasmide de résistance vis-a- vis de I’ampicilline et possédant la pompe d’efflux
AcrAB avec une CMI de 8 mg/ml.
Ce qui attire notre attention est que la propolis montre toujours des CMIs supérieures a celles
obtenus avec les Gram positif. Ces derniers mémes quand elle posseéde des systémes d’efflux
comme pour S.aureus mutante hyperproduisant son systeme NorA de résistance ont des CMI
de 0.25 mg/ml. Ceci comme I’a rapporté la littérature est due a la différence de structure entre
Gram positif et Gram négatif.

Puisque la propolis s’est montré efficace sur les souches Gram positif, nous avons
¢largie I’étude de son effet sur les souches a Gram négatif en 1’associant avec des inhibiteurs

de pompes d’efflux.
Nous avons déterminé la CMI de la propolis et des inhibiteurs, utilisés dans le domaine

médical, vis-a-vis de certaines souches sélectionnées pour leur résistance vis-a-vis des

antibiotiques utilisés en thérapeutiques (Tableau 7).
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Tableau 7 : Résultats des valeurs CMI des inhibiteurs

CMI CMI EPIs
Souches (mg/ml) | PapN | Res | Ver | Omep | CCP
EEP
ATCC >8 128 | 512 | 512 8 8
E.coli | TGl 8 512 | 512 | 512 8 8
TG1AacrAB 0.25 64 | 512 | 512 8 8
AcrAB + pUacrAB 8 512 | 512 | 512 32 8
Salmonella 456 >8 256 | 512 | 512 32 32
Klebsielle pneumoniae 593 8 >512 | 512 | 512 8 8
Enterobacter aerogenes 3186 >8 >512 | 512 | 512 32 32
Pseudomonas aeruginosa 2778 4 >512 | 256 | 128 32 32

Les CMI des inhibiteurs montrent des valeurs variant entre 8 et > 512 mg/ml; Alors que

celles de la propolis entre 0.25 et > 8mg/ml.

La souche E.coli TG1 est une souche sauvage résistante a tous les antibiotiques et

montre une CMI supérieure a 8mg/ml, par contre la souce AcrAB + pUacrAB montre une CMI

de 0.25mg/ml.

Pour évaluer I’effet de la propolis sur ces mémes souches nous avons associé cette

derniére avec les inhibiteurs d’efflux. La concentration des ces derniers est utilisé au 1/4 de leur

CMils représentés dans le tableau 4, dans le but d’éliminer 1’effet des EPIs sur I’activité

bactérienne et les résultats obtenus sont représenté dans le Tableau 8.

Table 8. Reésultats des valeurs des CMI EEP seul et en association avec EPIs (1/4 CMI)

CMI CMI EPIs
Souches (mg/ml) | PapN | Res | Ver | Omep | CCP
EEP
ATCC >8 0.12 8 |8 2 0.06
E.coli | TG1 8 0.06 >8 | >8 >8 1
TG1AacrAB 0.25 0.12 1 |1 1 0.5
AcrAB+pUacrAB 8 <0.06 | >8 [=>8 >8 0.12
Salmonella 456 >8 >8 >8 | =8 >8 0.25
Klebsielle pneumoniae 593 8 <0.06| 2 |4 4 <0.06
Enterobacter aerogenes 3186 >8 0.25 8 |8 >8 >8
Pseudomonas aeruginosa 2778 4 >8 8 [>8 >8 1

Nous constatons que les valeurs des inhibiteurs en association avec la propolis ont

diminué et varient d’une CMI inférieure ou égale a 0.06mg/ml a 8 mg/ml pour 1’association
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propolis-PagN, de 1 a supérieure ou égale a 8 mg/ml pour 1’association propolis-réserpine,
propolis-vérapamil, et propolis-Oméprazole mais elle est inférieure ou égale & 0.06mg/ml a

supérieure ou égale a 8mg/ml.

Les valeurs des CMIs de la propolis seul se rapprochent de celle des inhibiteurs qui
étaient plus efficace sur les souches, il s’agit des deux inhibiteurs PaSN et CCCP.
La souche d’E.coli TG1cliniqguement resistantes a plusieurs antibiotiques a une CMI de la
propolis de 8 mg/ml, sa souche isogénique TG1AacrAB sensible, avec une CMI de 0.25mg/mi
par contre celle de TGlaacrAB+pUacrAB est de 8mg/ml. Cependant, nous remarquons que la
propolis en présence de PaSN et CCP restaure de la pompe d’efflux de cette méme souche
Ceci est probablement dii a I’effet des deux inhibiteurs qui restaure 1’efficacité de la propolis et
qui est révélé par la diminution de sa CMI a 0.006mg/ml avec PagN et a 0.12mg/ml avec le
CCP.
Ceci suppose que la propolis peut étre partiellement effluer par les pompes d’efflux des
bactéries Gram négatif et pourrait probablement expliqué que la propolis est moins efficace sur
les bactéries Gram négatif que sur es Gram positif rapporté par la littérature.
Le puacrAB est un plasmide qui confere I’augmentation de la résistance aux médicaments
(Nishino et al, 2001). Ce plasmide joue un role important dans le phénotype de résistance aux

antibiotiques chez E. coli.

La superexpression des pompes d’efflux est fréquemment observée chez les bactéries
responsables d’infections et elle est la cause de I’augmentation des valeurs des CMIs des
antibiotiques utilisés en thérapeutique. Pour cela les chercheurs suggerent que les transporteurs
membranaires sont devenus un facteur déterminant, a prendre en considération, de I’efficacité
des anciens et des nouveaux antibiotiques (Lomovskaya et al, 2006). Par conséquent, la
découverte et le développement d’agents antibactériens au cours de ces derniéres années, prend
en considération ce phénomene aussi bien chez les bactéries Gram positif que chez les Gram

négatif.
L’inhibition des pompes a efflux est une voie trés prometteuse soutenue par plusieurs

chercheurs (Lomovskaya et al, 20012 ; Li, 2004 ; Lomovskaya, 2000° ; Marquez, 2005), pour

lutter contre les infections causées par des agents pathogenes résistants grace a la surexpression
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génétiques des pompes d’efflux. Cependant, pour faciliter leurs applications cliniques dans le
futur, beaucoup d’efforts doivent étre réalisés pour réduire leur cytotoxicité (Sun et al, 2014).
Ce fait nous a encouragés a utiliser la propolis, produit naturel sans risque de toxicité

chez ’homme, comme alternative pour traiter les infections d’origine bactérienne.

Pour cela nous allons évaluer dans la deuxiéme partie de cette étude expérimentale 1’effet

de la propolis utilisée comme traitement d’une infection provoquée in vivo chez le rat wistar.
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1. Matériel et méthodes
Le but de cette deuxieme partie de thése est la mise au point d’'un modéle d’'une
infection bactérienne in vivo (pyélonéphrite rétrograde) pour cela trois étapes ont été
réalisé :
» lesuivi d’une infection septicémique provoqué par Staphylococcus aures chez des rats
Wistar albinos,
» confirmer I’état infectieux par des tests bactériologiques et hématologiques,
» et évaluer Defficacité du traitement a base d’extrait éthanolique de la propolis (EEP)

par rapport a un traitement a base d’antibiotique.

1.1. Etude bactériologique
1.1.1. La souche bactérienne

La souche utilisée dans notre travail est Staphylococcus aureus sélectionnée a partir de
la banque de souches du laboratoire de Bactériologie de ’'UMR CNRS 5234 (« Microbiologie
Cellulaire et Moléculaire et Pathogénicité ») de I’Université Victor Segalen Bordeaux 2.
Il s’agit d’une souche isogénique Staphylococcus aureus SA1, souche mutante de la souche
Staphylococcus aureus ATCC25923 hyperproduisant le systéme de pompe NorA. L’analyse de
ce mutant avait conduit a 1’identification de NorA (Neyfakh et al, 1993). Ce systeme d’efflux
présente en plus un intérét clinique, puisqu’il est impliqué dans la résistance de S. aureus aux

antibiotiques couramment utilisés dans le traitement des infections staphylococciques.

1.1.2. Repiquage de S. aureus

Cette technique est utilisée pour revivifier les cellules bactériennes apreés la période de
conservation (Delarras, 2008).

La réalisation du repiquage se fait en ensemencgant en stries le contenu d’une anse de
platine, sur le milieu Chapman afin d’obtenir des colonies bien isolées, apres incubation a 37°C
pendant 18 heures.

Les tests suivants sont réalisés pour tous les étapes de ce travail expérimental :
confirmation de la souche avant I’infection et apres son isolement lors de I’infection chez le rat

Wistar a partir du sang, des urines et des fragments péritonéaux.
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1.1.3. Purification de la souche Staphylococcus aureus
L’identification de S. aureus a été faite selon la méthode conventionnelle décrite par
Larpent et al (1992) en effectuant la coloration de Gram, la recherche de la catalase, et la mise

en évidence de la coagulase.

1.1.3.1. Coloration de Gram
C’est une coloration différentielle basée sur la perméabilité de la paroi bactérienne. Elle
est effectuée a partir des colonies cultivées sur gélose Chapman présentant I’aspect
caractéristique du Staphylocoque, pour confirmer la présence des cocci en grappes de raisin
(Joffin et Leyral, 2006).

1.1.3.2. Test catalase
= Principe
Le test de la catalase est un examen important pour identifier les microorganismes, en
particulier les bactéries a Gram positif. Cette enzyme empéche la production d’H2O, dont
I’accumulation pourrait étre létale pour la bactérie. Cette enzyme peut convertir le peroxyde

d’hydrogene en eau et en oxygene selon 1’équation suivante:

|
H202 + H202 Catalase » 2H20 + O2

= Test
Des colonies bactériennes sont mises en contact avec une goutte de peroxyde
d’hydrogéne (H202). Une réaction positive est confirmée par la présence de bulles qui se
produisent en 10 secondes.

1.1.3.3. Test coagulase
* Principe
S. aureus fabrique une exo-enzyme (coagulase libre) capable de coaguler en quelques heures le
plasma humain ou celui du lapin citraté, hépariné, ou oxalaté (Azele, 1989).
= Test
Quelques colonies bactériennes prélevées soigneusement a partir d une culture pure sont
introduites dans un tube a hémolyse contenant 1ml de sérum citraté, aprés homogénéisation, le
mélange est ensuite incubé a 37°C pendant 1 a 2 heures, voir 24 heures. Le test est considéré

comme positif lorsqu’un caillot moins compact apparait.
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1.1.4. L’antibiogramme

L’antibiogramme de S. aureus a été réalisé par la technique de diffusion en milieu
gélosé, Mueller Hinton (MH), recommandée par le Comité de I’Antibiogramme de la Société
Francaise de Microbiologie (CA-SFM) (Soussy, 2007).

Une suspension équivalente au standard Mc Farland 0,5 (~108 UFC/ml) (NCCL, 1997)
est diluée au 1/10 dans I’eau physiologique stérile. Le milieu Mueller-Hinton, est ensemencé
par la technique d’inondation. Huit disques d’antibiotiques (tableau 9) sont testés. Les boites
sont, ensuite, incubées a 37°C pendant 18 heures.

La lecture est réalisee en mesurant le diameétre de chaque zone d’inhibition. Les

résultats sont comparés aux diameétres critiques indiqués dans le tableau de lecture.

Tableau 9. Les différents antibiotiques testés avec leurs charges

Antibiotiques Famille Charge (ug)
Cefazoline B-lactamine 30
Doxycycline Cycline 30
Lincomycine Macrolide 15
Ampicilline B-lactamine 10
Pénicilline B-lactamine 6
Kanamycine Aminoside 30

2. Etude in vivo
2.1. Entretien des animaux
L’¢étude a été réalisée sur dix rats Wistar albinos males, agés de 7 semaines, pesant d’un
poids moyen d’environ 212 g. IIs ont été fournis par I’institut Pasteur (Alger).
Les rats ont été gardés dans I’animalerie a température ambiante pour une période

d’adaptation de deux semaines. Ils avaient libre acces a I’eau et a la nourriture.

2.2. Répartition et traitement des animaux

Le traitement et répartition des animaux sont montrés dans le tableau 10.
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Tableau 10. La répartition et traitement des animaux
Répartition Nombre de rats Traitement

groupe 01 12 Témoin

groupe 02 12 Infecté par S. aureus

groupe 03 12 Infecté par S. aureus et traité par I’EEP

groupe 04 12 Infecté par S. aureus et traité par 1’antibiotique

groupe 05 12 Infecté par S. aureus et traité par 1’association de I’EEP
et I’antibiotique

2.2.1. Induction de la pathologie expérimentale
=  Préparation de I’'inoculum
Pour provoquer I’infection chez les rats, une suspension bactérienne en eau
physiologique contenant 108 UFC/mI de S. aureus a été préparée. Pour cela, la concentration
bactérienne de I’inoculum a été évaluée par la turbidité qui est ajustée a celle de 1’étalon 0,5
Mc Farland sur un spectrophotométre (shimadzu UV mini 1240) a une longueur d’onde de 625
nm, jusqu’a I’obtention d’une absorbance de 0,08 a 0,1.
= Inoculation
Une dose de 0.1 ml d’inoculum contenant 108 UFC/ml a été injectée par voie intra-
péritonéale chez le 2°m¢, 38Mme 48me gt 58Me groupe. L’inoculation a été faite pendant 5 jours, une
fois par jour et dans les mémes conditions. L’inoculum est préparé a partir d’une culture pure
de 18 heures.
= Suivi clinique
Le suivi clinique des rats a été effectué toute les quatre a six heures, de I’inoculation
jusqu’a I’apparition des symptomes. Nous avons suivi:
v' Les changements comportementaux
L’aptitude au lever
Le réflexe de succion
L’appétit

Le poids corporel

NN

La mesure de la température rectale trois fois par jours (matin, midi et soir)
avant, aprés I’inoculation par un thermométre électronique et pendant toute la

période du traitement.
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2.2.2. Traitement par la propolis
Une dose de propolis de 100 mg/ kg a été ajustée en fonction de poids des rats (225,6 g).
Pour cela, les rats des groupes 03 sont traités par 0,2 ml de I’EEP administré par voie intra-

péritonéale a la dose quotidienne de 100 mg/kg/jour pendant six jours (Kebsa et al, 2014).

2.2.3. Traitement par ’antibiotique
Pour instaurer le traitement a base d’antibiotique, Les rats du groupe 04 ont été traités
par un antibiotique, la Céfazoline qui appartient a la famille des céphalosporines (Sandoz® 1g)
et qui s’est révélé active vis-a-vis de notre souche de Staphylococcus aureus lors du test de
I’antibiogramme. La posologie a été ajustée en fonction du poids des rats. 0,2 ml de
’antibiotique d’une concentration de 0.8 mg/ml a été administré deux fois par jour par voie

intramusculaire a une dose quotidienne de 13 mg/kg pendant six jours.

2.2.4. Traitement par I’association propolis- antibiotique
Les animaux du 5™ groupe recoivent par voie intramusculaire 0.2ml de 1’antibiotique
(13mg/kg/jours) avec 0.2ml de I’EEP (100mg/kg/jours) par voie intra-péritonéale pendant six

jours.

2.3. Prélevement des échantillons et analyses
2.3.1. Préléevement du sang

Des prélévements du sang ont été réalisés a tous les groupes de rats aprés 1’inoculation,
au cours et apres le traitement sous une hotte microbiologique.

Le sang a éte prélevé a partir du sinus rétro-orbitale de 1’ceil du rat a I’aide d’un tube
capillaire lors d’un pic thermique pour les rats infectés. Les échantillons de sang prélevés ont
été récupérés dans deux tubes :

-Tubes EDTA (Acide Ethylene Diamine Tétracycline) pour la réalisation du test FNS (Formule
Numération Sanguine),

-Tubes secs pour la réalisation du test CRP (C Reactive Protein).
Enrichissement sur BHIB

Trois gouttes de sang ont été inoculées dans des tubes contenant le BHIB dans le but

d’enrichir la souche avant 1’ensemencement sur milieu solide. Nous avons réalisé deux
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prélévements pour chaque rat a une heure d’intervalle pour augmenter la chance de cultiver le
germe.

Apres ensemencement les tubes de BHIB ont été immédiatement incubés a 1’étuve a
37°C pendant 18 a 24 heures. Des qu’un trouble est apparu, témoignant d’une croissance
visible, un repiquage était effectué sur gélose Chapman. Les boites étaient incubées 24 heures
a37°C.

Aprés I’incubation les tests d’identification suivants ont été effectués:

v" Coloration de Gram.

v' Test catalase.
v" Test coagulase.
v

Antibiogramme.

2.3. 2. Test CRP (C Reactive Proteine)
= Principe
C’est un test rapide basé sur la méthode d’agglutination présenté par Singer et al (1956).
Il est basé sur la réaction immunologique entre la CRP comme antigene et des anticorps
spécifiques présents sur la surface des particules de latex.
*= Mode opératoire
Apres centrifugation des échantillons a (3000 rpm pendant 3 minutes), un volume de
50ul de sérum a été déposé sur la carte, ensuite, on a placé 50ul de latex anti-CRP a coté de
dépdt. Les deux goutes ont été mélange et étalé, puis on a imprimé sur la carte un mouvement
de rotation pendant 2 minutes. L apparition éventuelle d’une agglutination révele une réaction

positive. Si la réaction est négative, le mélange reste homogene.

2.3. 3. Exploration du profil immunitaire
Le profil immunitaire a été déterminé a 1’aide d’un automate d’hématologie Biocode
Hycel.

Les paramétres mesurés sont : les globules blancs et les lymphocytes.
2.3.4. Examen Cytobactériologique des urines (ECBU)

Les rats présentant les signes de I’infection ont été mis dans des cages a métabolismes

lors d’un pic thermique pendant une nuit, pour rechercher une éventuelle bactériurie.
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Apres la récupération des urines, la gélose Chapman a été ensemencé avec une goutte
de chaque échantillon, les boites de Pétri ont été ensuite incubées a 37°C pendant 18 a 24 heures.
Pour évaluer la bactériurie, une dilution au 1/10 a 1/100000 des urines recueillir durant une
nuit, ont été préparé puis lu culot de centrifugation des deux dernieres dilutions ont été
ensemencé. Les boites sont incubées & 37 °C pendant 18 a 24 heures.

Une éventuelle leucocyturie a été évalué par dénombrement des leucocytes sur la cellule de
Malassez.

Le nombre des leucocytes est calculé avec la formule suivante:

N=(X.100)/1 mm3

N: nombre des leucocytes par mm?;

X: Nombre moyen des cellules leucocytaire;

1 mm?: volume total de la cellule de Malassez.

100: le nombre des quadrillages.

2.4. Sacrifice des animaux et prélevement d’organes

Tous les groupes d’animaux ont été autopsiés, la paroi abdominale est ouverte, le foie,
le rein et un fragment péritonéal sont prélevés, examinés macroscopiquement pour toute
anomalie.
Une fois débarrassé de leurs tissus adipeux, ils sont plongés et lavés dans le NaCl (0,9%).
Un fragment péritonéal est plongé dans le milieu d’enrichissement BHIB et incubé
immédiatement a I’étuve a 37°C pendant 18 a 24 heures. L’identification du germe a été réalisee
apres le repiquage et un test d’antibiogramme a été effectue.
Des fragments de foies sont maintenus immédiatement a -20°C pour le dosage du MDA et des
fragments de chaque organe sont conservés dans du formol 10% pour une étude histologique.

2.5. Evaluation de la peroxydation lipidique
2.5.1. Dosage de MDA cytosolique tissulaire
* Principe
Le MDA est I’un des produits terminaux formés lors de la dégradation des acides gras
polyinsaturés médié par les radicaux libres. Son dosage du MDA repose sur la formation, en
milieu acide et a chaud (100°C), entre une molécule de MDA et deux molécules d’acide
thiobarbiturique (TBA) d’un pigment coloré absorbant a 530 nm et extractible par les solvants

organigques comme le butanol.
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»= Mode opératoire
La quantité de MDA est évaluée selon la méthode de (Okawa et al, 1979). 1g de tissu
est additionné a 3ml de la solution de chlorure de potassium (KCI) (1,15 M) puis broy¢ a I’aide
d’un homogénéiseur de DOUNCE (KONTES. Glass company an ISO-9001 steered firm. New
Jersey USA). A 0.5 ml de ’homogénat nous avons additionné 0.5ml d’acide trichloracétique
(TCA) 20% et 1ml d’acide thiobarbiturique (TBA) 0.67 %. Le mélange est chauffé a 100°C
pendant 15 minutes, refroidi puis additionné de 4 ml de n-butanol. Apres centrifugation pendant

15 minutes a 3000 tours /minutes, la densité optique est déterminée sur le surnageant a 530 nm.

La concentration du MDA est déduite a partir d’'une gamme étalon préparé dans les mémes

conditions en utilisant une solution de Tétraéthoxypropane (TEP).

2.5.2. Analyse histologique

La technique utilisée est celle décrite par Houlot (1984) qui consiste a faire couper les
échantillons en petits pieces puis les fixés dans le formol 10 % pour que les composants des

tissus soient préservés.

Un processus de déshydratation est réealise, dont les organes sont mis dans des bains
successivement plus concentré d’éthanol puis I’éthanol absolu, et puisque 1’alcool n’est pas
miscible avec la paraffine, les pieces du foie infiltrés sont baignés dans le xyléne pour éliminer
I’alcool, ensuite inclus dans des bains de paraffine et laissés se solidifier a froid. Cette méthode

permet d’obtenir des coupes d’organes aussi minces que 5 pum.
Apres la réalisation des blocs, des coupes de 5 um d’épaisseur faites a 1’aide du microtome.

Les coupes sont collées sur des lames et laissées a sécher pendant plusieurs heures a I’étuve a
37°C ; avant de faire la coloration, les coupes sont déparaffinées par le xyléne puis rehydratées
dans des bains d’éthanol successivement moins concentré, puis dans 1’eau, ensuite colorées a

I’hématoxyline-éosine pour mettre en évidence la topographie de la structure des tissus étudiés
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2.6. Analyse statistique

Les normes européennes (AFNOR, 1995) utilisent le test —t de student pour évaluer les
différences entre le groupe témoin les autres groupes. Pour ce fait, ce test a été utilisé avec un
seuil de signification supérieur a 95% (P<0.05)
Les résultats sont exprimés en moyennes et écart-types. Les valeurs analysées ont été comparées
grace ce test. La valeur trouvée par le calcul du t peut affirmer que les populations different
avec un risque d’erreur p tel que:
e P >0.05: la différence n’est pas significativeNS
e P <0.05: ladifférence est significative*
e P <0.01: la différence est trés significative**

e P <0.001: ladifférence est hautement significative***
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3. Résultats et discussion
3.1. Etude bactériologique
La souche Staphylococcus aureus SA1, souche mutante de la souche Staphylococcus
aureus ATCC25923 hyperexprimant son systeme d’efflux NorA, a été sélectionné pour réaliser
la partie expérimentale in vivo. Le choix de cette souche est basé sur sa sensibilité vis-a-vis de
I’extrait éthanolique de propolis avec une CMI de 0.06 mg/ml démontré dans la premiére partie

de cette étude expérimentale.

3.1.1. Résultats et purification de S. aureus
Cette étape a pour but d’obtenir une souche pure et jeune qui posséde I’aspect

macroscopique de S. aureus cultivée sur gélose Chapman.

3.1.1.1. Aspect macroscopique
S. aureus est apparus sur le milieu de culture Chapman aprés 18 heures d’incubation a
37°C (Figure 10) sous forme de colonies jaune doré de 1 a 4 mm de diamétre, lisses, crémeuse,

rondes et bombées.

Figure 10. Aspect macroscopiques des colonies de S. aureus

Cultivé sur le milieu Chapman

La gélose Chapman-Mannitol Salt Agar est un milieu sélectif pour I’isolement et le
dénombrement des staphylocoques. Il permet également de différencier les espéeces fermentant
le mannitol (S. aureus) de celles qui ne le fermentent pas (S. epidermidis).

Apreés culture, un virage au Jaune se traduit par une fermentation du mannitol par S. aureus en

présence du rouge de phénol (indicateur de pH).
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3.1.1.2. Aspect microscopique
Les observations microscopiques apres la coloration de Gram (Figure 11) ont montré

des cocci en grappe de raisin, Gram positif (Schaechter et al, 1999).
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Figure 11. S. aureus apres une coloration de Gram

sous microscope optique a I’objectif (x100)

3.1.1.3. Résultats des tests de la coagulase et la catalase
Aprés deux heures de I’incubation des tubes, on remarque I’apparition d’un culot (Figure

12) confirmant la présence d'une coagulase en faveur de S. aureus.

Coagulase
positive

Coagulase
négative

Figure 12. Mise en évidence de la coagulase libre de S. aureus

Aprés la réalisation du test catalase, on a observé une effervescence qui se traduit par
un dégagement gazeux ce qui signifie que notre souche (S. aureus) est catalase positive. De
plus, ce test permet de différencier les staphylocoques catalase positive, des autres cocci
catalase négative.
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3.1.1.4. Comportement vis-a-vis des antibiotiques
Afin de sélectionner 1’antibiotique qui sera utilis¢é comme traitement de l’infection
provoquée chez les rats Wistar, la connaissance et la surveillance du profil de sensibilité de la
souche de S. aureus sont primordiales dans la prise en charge des infections générées par cette
espéce bactérienne.
Le comportement de notre souche vis-a-vis des antibiotiques testés par la méthode de diffusion

sur gelose MH est représenté dans le tableau 11.

Tableau 11. Diamétres des zones d’inhibition des antibiotiques testés

Antibiotique testé  Zone d’inhibition en mm Categorie (S, I, R)

Céfazoline 24 S
Doxycycline 18 S
Lincomycine 22 S
Ampicilline 16 I

Pénicilline 14 I
Kanamycine 13 R

D’aprés les résultats de 1’antibiogramme, nous remarquons que notre souche est
résistante aux Aminosides (Kanamycine) avec une zone d’inhibition de 13 mm.

Elle est trés sensible au Céfazoline, avec une zone d’inhibition de 24mm, et sensible aux
Cyclines (Doxycycline) et Macrolides (Lincomycine) avec des zones d’inhibition 18mm et 22
mm successivement. Cependant elle montre des zones d’inhibition intermédiaire vis-a-vis de

I’ampicilline et pénicilline avec des diamétres de 16mm et 14mm successivement.

En vue de ces résultats, la Céfazoline a été utilisé comme traitement de 1’infection

expérimentale dans notre présent travail.

La Céfazoline exerce son action bactéricide par inhibition de la synthése de la paroi
cellulaire (Fanny, 2008). Une étude récente a trouve que la Cefazoline, une nouvelle
céphalosporine est active in vivo et in vitro sur les Staphylococcus aureus résistant a la

méticilline (Jacqueline et al, 2012).
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3.2. Effets de I’infection et du traitement chez le rat
3.2.1. Variation du poids des rats
Apres les cinq jours d’inoculation, nous remarquons une diminution du poids corporel
des rats infectés par rapport aux rats témoins. La figure 13 représente les variations du poids

corporel des rats avant et aprés 1’inoculation.

- ® avant 'inoculation

u apres 1'inoculation

Poids (g)
txg.)
—

180 -
Témoin Infecté

Figure 13. Variation du poids corporel des rats avant et apres 1’infection.

La moyenne des poids des rats avant 1’inoculation est 214,3 g. Cette valeur s’est
diminuée aprés I’inoculation jusqu’a 209,6g. Cette décroissance est expliquée par une anorexie
et une diarrhée (Fontaine, 1988). En microbiologie la diarrhée causée par S. aureus est dite :
diarrhée toxinogéne. En effet S. aureus sécréte des toxines qui entraine la destruction et
I’irritation des cellules épithéliales intestinale aboutissant a des pertes aqueux et électrolytiques
qui résulte de la déshydratation et enfin une perte de poids (Pilly, 1990).

Le symptdme de diarrhée chez les rats infectés confirme I’infection et la présence de S.
aureus dans les intestins apres inoculation intra péritonéale.

Apres traitement des différents lots de rats nous observant une nette augmentation du poids

corporel (Figure 14) en faveur de I’amélioration de 1’état général des rats.
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Figure 14 : Variation du poids corporel rats traités.

3.2.2. Variation de la température corporelle

Les résultats du suivi thermique des rats témoins, infectés et traités sont illustrés sur les figures
15 et 16.
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Figure 15 : Courbe thermique des rat témoins et infectés par S. aureus
JO : avant I’inoculation

J1,J2,J3, J4, J5 : pendant I’inoculation
J6, J7, J8, J9 : apres I’inoculation
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Figure 16. Courbe thermique des rats traité par I’EEP, I’ATB et par ’association d’EEP et
ATB

TO : avant le traitement ; T1- T7 : pendant le traitement ; T8 : aprés sept jours du traitement

Avant le traitement (to) la température de tous les rats été entre 39°C et 39.3°C.
Chez les rats témoins les températures restent normales (36,4 + 0,24 °C) signe de la bonne
santé. Par contre les rats infectés et aprés quelques heures d’injection intra péritonéale de S.
aureus on note une élévation de température de 37,1°C (JO) jusqu'a 38,5°C (J9) confirmant une

multiplication bactériennes dans le sang.

En effet, la fievre est un facteur d’alerte de la présence d’un corps étranger (bactéries,
virus, parasite...etc) dans le sang (Fontaine,1988), de plus, la fievre est causée par des
entérotoxines staphylococciques et la toxine du syndrome de choc toxique (TSST-1) qui sont
des superantigénes pyrogéne (PTSAgs) en provoquant une réaction anormale du systéeme
immunitaire par D’activation d’une quantit¢ importante des lymphocytes produisant une
quantité d’IL-2 anormalement élevé ce qui va amplifier I’inflammation (Saper et al, 1994).
Apres sept jours de traitement on remarque une diminution de la température chez les rats traités

par ’EEP et ceux traités par I’antibiotique (37.66+ 0.96, 37.93+ 0.45 respectivement).

3.2.3. ldentification du germe a partir du sang et urine et comportement aux
antibiotiques

Aprés I’incubation, les tubes d’enrichissement BHIB des rats infectés sont devenus

troubles, témoignant d’une croissance bactérienne. Par contre nous n’observons aucun trouble

pour les tubes des rats témoins. Aprés I’incubation, seules les boites ensemencées par le sang
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et urine des rats infectés présentent une culture bactérienne dont les colonies présentent 1’aspect
macroscopique et microscopique de S. aureus.

La souche isolée a partir du sang et des urines présente le méme comportement aux
antibiotiques que celle de la souche utilisée pour provoquer 1’infection.

Concernant les tubes des rats traités par ’antibiotique (Céfazoline), ’EEP et par

I’association, nous notons aucun trouble.

En outre, les boites ensemencées par le sang des rats traités ne présentent aucune
croissance bactérienne. Cela traduit 1’effet bactéricide de I’EEP qu’on peut attribuer aux
groupes de flavonoides contenues dans la propolis (Boutabet et al, 2011 ; Segueni et al, 2016)
et en particulier la galangine qui semble avoir un effet anti-staphylococcique trés important
(Ghedira et al, 2009). Takasi et al, (1994) ont déclaré que la propolis empéche la croissance
bactérienne en empéchant la division cellulaire. En outre, la propolis désorganise le cytoplasme,
la membrane cytoplasmique (Marcucci, 1995 ; Cooc et al, 1996 ; Mirzoevia et al, 1997) et la

paroi cellulaire, qui provoque une bactériolyse partielle et inhibe la synthese des protéines.

3.2.4. Variation de la CRP
Les résultats du test CRP sont représentés dans le tableau 12.

Tableau 12. Variation de la CRP chez les rats témoins et traités

CRP qualitative

Groupe d’animaux Avant traitement  Apres traitement
Témoin - -
Infecte + +
Traité par EEP + -
Traité par ATB 5 -
Traité par EEP+ ATB + -

D’apres les résultats du test CRP, nous observons que tous les groupes infectés montrent
une réaction positive avant le traitement sauf chez le témoin. La concentration de CRP dans le
sang de chaque rat est supérieure & 6mg/I (Singer, 1957). Cela est expliqué par la présence d’un

foyer inflammatoire chez les rats infectés due a la virulence de S. aureus et pourrait aussi
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expliquer les lésions observées au niveau du foie, du rein et du péritoine lors des observations
microscopiques au niveau des coupes histologiques réalisées chez les rats infectés.

Mais apres cing jours du traitement, nous notons une réaction négative. Cette négativité
est confirmée aussi par 1’absence de culture des prélévements aprés incubation. Ce qui nous

permet de confirmer la disparition de I’infection et donc la guérison des rats.

3.2.5. Variation du profil immunitaire
Les valeurs des lymphocytes et des globules blancs obtenues grace au test de FNS sont

représentées dans les figures 17 et 18.
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Figure 17. Variation des lymphocytes chez les différents groupes de rats
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Figure 18. Variation des globules blancs chez les différents groupes de rats
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Chez le groupe traité par I’EEP, nous avons constaté une diminution significative
(p<0,05) du nombre des lymphocytes (3,4 + 0,07x10%/ul) par rapport au groupe infecté avec
une valeur de 7,7 +1,34 x10%/l, et une diminution hautement significative (p<0,001) du nombre
des globules blancs (8,7 0,14 x10%/ul). Cette diminution peut étre expliquée par 1’activité anti-
inflammatoire de la propolis. En effet plusieurs chercheurs ont expliqués cette activité, en
utilisant différents modéles expérimentaux (Khayyal et al, 1993 ; Miyataka et al, 1997 ; Hu et
al, 2005 ; Paulino et al, 2006).

Orsatti et al, (2010) ont démontré que I’administration de la propolis (200 mg/kg
pendant 3 jours) a des souris inhibe la production d’TFN-y dans les cultures de splénocytes. En
outre, les souris traitées par la propolis verte du Brésil (200 mg / kg) pendant 14 jours ont montré
une inhibition des IL-1p, IL-6, IFN-y, IL-2 et IL-10 par les cellules de la rate (Araujo et al,
2012)

Pour le groupe traité par Céfazoline, on a observé une diminution significative du
nombre des lymphocytes (2,6+0,91x10%/ul) par rapport au groupe infecté (7,7 +1,34 x10%/ul),
et une diminution hautement significative de nombre des globules blancs (7,3+0,07x10%/pl).

Confirmant ’activité antibactérienne de la Céfazoline.

Pour le groupe traité par 1’association d’EEP et Céfazoline, on observe une diminution
significative des lymphocytes (3,6 +0,07x10%/ul) en comparaison avec le groupe infecté (7,7
+1,34 x10%l), et une diminution hautement significative du nombre des globules blancs
(9,1+0,14x10%/pl).

Ce résultat peut étre expliqué par un effet synergique entre I’EEP et la Céfazoline.

3.2.6. Variation cytobactériologique des urines

Pour le diagnostic d’infection urinaire, on retient les criteres de Kass (1960) :
leucocyturie supérieure a 10*/ml avec bactériurie supérieure a 10° UFC/ml.

Les résultats de la recherche d’une éventuelle bactériurie montrent aprés dénombrement
la des colonies bactériennes sur les cultures des boites ensemenceés par les urines provenant des
rats infectés une valeur de 2.10° UFC/ml ce qui confirme une bactériurie positive.

Le meilleur signe d'infection urinaire est la présence continue de bactéries dans les

urines vésicales normalement stériles. Cependant, I'infection peut secondairement atteindre les
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mugqueuses de I'arbre urinaire et surtout le parenchyme rénal entrainant alors une pyélonéphrite
(Berche et al, 1979).

Le dénombrement des leucocytes est supérieur & 10%/ml ce qui permet de confirmer que
la leucocyturie est positive témoignant d’une inflammation du tractus urinaire.

L’élimination rénale des bactéries et ces toxines présentes dans le milieu interne (sang)
des rats infectés est un moyen de défense corporelle. D’aprés Wilson et Gaido (2004), la
septicémie bactérienne est I’une des facteurs prédisposant a une infection urinaire. En effet,
chez I’humain adulte, une corrélation entre la bactériémie et la bactériurie a été mise en
évidence : 27% des sujets avec hémoculture positive pour S. aureus avaient, dans les 48 heures
suivant I’examen sanguin, une bactériurie significative supérieur a 10° UFC/ml (Lee et al,
1998). Dans une autre étude sur 16 patients bactériémiques a E. coli, la bactériurie urinaire était

positive dans 12 cas (Brauner et al, 1991).

3.2.7. Variation du MDA cytosolique
Le malondialdéhyde (MDA), produit terminal de la dégradation des lipides et dont la
teneur est en relation étroite avec les dégradations de la membrane cellulaire, permet de montrer
I’effet d’une pénétration d’un xénobiotique dans I’organisme. Ce parametre constitue un
indicateur précoce d’une agression toxique et par conséquent il peut étre utilisé comme

biomarqueur du stress oxydatif (Giguére et al, 2003).

D’apreés les résultats obtenus illustrés dans 1a figure 19, nous constatons une diminution
hautement significative des concentrations en MDA (p<0,001) chez tous les groupes traités
(par EEP, ATB et par I’association des deux) avec des valeurs de 12,21£1,35 nmol/mg,

10,62+3,53 nmol/mg, 11,04+3,01nmol/mg de tissu, successivement.
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Figure 19. Variation des concentrations du MDA chez les différents groupes.

Au cours d’une infection septicémique, les quantités produites des ROS par les
polynucléaires neutrophiles (PNN) actives augmentent. Cela provoque des dommages
tissulaires, et notamment au niveau des lipides (la peroxydation des acide gras insaturé de la
membrane cellulaire) qui conduit a la formation de MDA (Di Virgilio, 2004 ; Alves-Filho et al,
2008 ; Bergamini et al, 2004).

Dans notre étude, nous avons obtenu une diminution du taux du MDA chez les rats
traités par EEP. Cela démontre le role antioxydant et 1’effet curatif de la propolis.

En effet, la propolis algérienne est douée d’un pouvoir antioxydant et joue un role écran
contre I’action délétére des radicaux libres (Lahouel et al, 2004 ; Kumazawa et al, 2004 ; Kebsa
et al, 2014). Son activité antioxydante est principalement attribuée a sa composition en
flavonoides.

Il a été aussi demontré que la propolis induit également l'activation des enzymes
antioxydants telles que le superoxide dismutase et la catalase (CAT) qui agissent contre

radicaux libres (Jasprica et al, 2007).

3.2.8. Examen macroscopique des organes
Apreés le sacrifice des rats on remarque une inflammation au niveau du péritoine et un
abceés au niveau du foie (figure 20) chez les groupes infectés, traités par EEP et traités par

I’association propolis- antibiotique. Par contre, les rats du groupe témoin et traité par I’ATB ne
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présentent aucune lésion. Les Iésions, observées au niveau des organes des rats infectés, apres

la dissection sont représentées dans la figure 20 (a et b).

Lésion sous
forme
d’Abcés .
Peéritonite
a)
a) abces au niveau du foie, b) inflammation au niveau du péritoine.

Figure 20. Lésions observées au niveau des organes des rats infectés

La présence d’un abceés au niveau du foie chez les rats infectés est probablement due a
une inhibition des leucocytes par la leucocydine du S. aureus résultant de la formation du pus
(Schaechter et al, 1999 ; Vincenot et al, 2008 ; Silverman et al, 2006). Ainsi que la présence

d’un foyer inflammatoire péritonéale chez les rats infectés non traités.

3.2.9. Analyse histologique
3.2.9.1 Effet du traitement sur I’histologie hépatique
L’analyse histologique du tissu hépatique montre que chez les rats témoins (Figure 21
A), le foie est de structure normale, les hépatocytes forment des travées bien agencées, qui sont

séparées par des sinusoides. Il n’y a pas de foyers inflammatoires.

Chez le groupe présentant une infection a S. aureus, 1’analyse histologique de la partie
Iésée du foie (observée macroscopiquement) révele une infiltration leucocytaire (Figure 21B1)
témoignant une inflammation avec nécrose ainsi qu’une désorganisation architecturale du tissu

hépatique avec 1’apparition d’hémorragie (Figure 21By).

Les dommages séveres du foie sont radicalement diminués chez les rats traités par

I’extrait brut de la propolis, nous notons 1’absence de nécrose et d’hémorragie (Figure 21C).
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Figure 21. Coupes histologiques de foie des rats témoins (photos A), infectés par S. aureus (photos
B1, B») et traités par 1’extrait de propolis (photo C) aprés colorationa 1’hématoxyline-éosine
(grossissement X 40). ©H : cellules hépatocytes ; H: hémorragie; VS: vaisseau sanguin; GR: globules

rouges; NH : nécrose hépatique.

3.2.9.2. Effet du traitement sur I’histologie rénale
L’observation microscopique des coupes histologiques rénales des rats du groupe
témoin a montré un parenchyme rénal normal avec des glomérules ou corpuscules rénaux

disposés en rangées paralleles et des tubules rénaux bien définis (Figure 22A).
L’aspect histopatholgique rénal des rats inoculés par S. aureus révéle des glomérules
rétractés sur eux méme et caractérisés par I’absence de 1’espace de Bowman ainsi qu’une

nécrose (Figure 22B).

Chez les rats traités par la propolis (Figure 22C), I'évaluation histologique montre

I’absence de la nécrose glomérulaire.
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Figure 22. Coupes histologiques du rein des rats témoins (photos A), infectés par S. aureus (photos
B) et traités par I’extrait de propolis (photo C) aprés coloration hématoxyline-éosine (grossissement X

40). G : glomérule ; EB : espace de Bowman ; NG : nécrose glomérulaire

3.2.9.3. Effet du traitement sur I’histologie du péritoine
L’analyse histologique montre un tissu péritoine musculaire strié normal chez le groupe
de rats témoins (Figure 23A) ; alors que le péritoine chez les rats infectés par S. aureus est
déformé sous forme d’une fragmentation cytoplasmique (Figure 23B).

Le traitement par I’extrait brut de la propolis a restauré la structure du péritoine (Figure 23C).

Figure 23. Coupes histologiques du péritoine des rats témoins (photos A), infectés par S. aureus

(photos B) et traités par I’extrait de propolis (photo C) aprés coloration hématoxyline-éosine
(grossissement X 40).
MS : muscle strié ; P : péritoine ; FCP : fragmentation cytoplasmique du péritoine

L’examen histologique est congu dans le but de confirmer 1’atteinte des organes au cours
d’une infection septicémique et de compléter nos résultats précédents.
Eu fait I’apparition des foyers inflammatoires avec I’infiltration des leucocytes permettent
d’affirmer avec certitude I’augmentation du CRP et des globules blancs.

Les Iésions tissulaires observées sont dues aux FRO (Formes réactives de I’oxygene) et
aux enzymes protéolytiques libérées par les polynucléaires neutrophiles infiltrés au site

inflammatoire suite a une pénétration et une diffusion du germe.
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En outre, les Iésions tissulaires sont caractérisées par une réaction inflammatoire intense
avec activation des macrophages, ces lésions évoluent rapidement vers la formation d’abcés

comme le confirme 1’étude de Schaechter en 1999.

Nos résultats sont conformes a ceux de Coquin (1982) qui a montré que I’infection S.
aureus évolue presque toujours vers une septicopyoémie avec de nombreuses localisations

viscérales.

La restauration des tissus traités par I’extrait brut de la propolis peut étre expliquée par la
régulation du volume sanguin et la diminution de taux des leucocytes suite a une diminution du
nombre de germe grace a I’effet antibactérien et anti-inflammatoire de la propolis ; ces résultats

confirment clairement la guérison des rats traités par la propolis par rapport au groupe infecté.

A la lumiére de ce qu’on a obtenu comme résultats au cours de cette étude expérimentale
réalisée sur un modele vivant nous estimons que la propolis se révele tres efficace pour traiter
une infection di a un germe résistant aux antibiotiques par hyperexpression de leur pompes
d’efflux.

En effet, et a ce jour, aucun inhibiteur de pompe d'efflux n'a été homologué pour le traitement

des infections bactériennes en médecine humaine ou vétérinaire, et il est clair que cette lacune
de notre arsenal antimicrobien doit stimuler la recherche menant au développement de
nouvelles molécules du EPIs (Pageés et al, 2005 ; Lomovskaya et al, 2006)
Le développement d’inhibiteurs efficaces de la pompe d’efflux constituera le principal avantage
de la possibilité de réutiliser divers antibiotiques affectés par les pompes d’efflux ainsi que du
contrdle de 1’émergence et de la dissémination des souches d’efflux MDR (Mahamoud et al,
2006).
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Conclusion et perspectives

L’émergence de souches résistantes aux antibiotiques grace a des systémes de pompes
d’efflux est un risque trés préoccupant. En effet les mécanismes d’efflux actifs jouent un role
important dans la survie et la stabilité des souches dans 1’environnement de I’homme et ce fait

I’impact clinique est en relation avec le pouvoir pathogene des bactéries.

La résistance par efflux potentialise d’autres mécanismes de résistance.
L’ hyperproduction de ces systémes d’efflux facilite I’émergence de mutants aux niveaux de
plusieurs genes favorisant ainsi la sélection de mutants par exposition a des concentrations

extracellulaires insuffisantes d’antibiotiques.

Les stratégies envisageables pour résoudre ce probleme consiste en la recherche de
molécules inhibant les systemes d’efflux en cause.
La découverte d’inhibiteurs de pompes d’efflux est intéressante, puisque 1’association de ces
EPIs a des antibiotiques déja disponibles mais inactivés par efflux, permettrait de restaurer
I’activité de ces derniers. La combinaison des EPIs et des antibiotiques est une stratégie
prometteuse pour lutter contre les infections causées par des agents pathogeénes resistants grace

a la surexpression des génétiques des pompes d’efflux.

L’utilisation d’inhibiteurs spécifiques pour les systemes de pompes bactériennes semble
constituer une approche thérapeutique intéressante, cependant, la toxicité qu’elles peuvent
engendrer sur I’homme restreint leur utilisation. Pour cela nous nous sommes intéresse dans ce
travail a exploiter un produit de la ruche, la propolis, et suivre son effet sur un panel de souches

bactériennes.

Les valeurs des CMIs obtenues sont satisfaisantes montrant que la propolis agit sur la
majorité des souches testées. Ces valeurs varient entre 0.04 et 0.06 mg/ml pour les Gram (+) et
entre 4 et 8 mg/ml pour les Gram (-).

L’exploitation des résultats obtenus pour les souches isogéniques d’E. coli TG1 sauvage et de
la méme souche avec un systéeme d’efflux AcrAB inactivé, montre que la CMI diminue de
8mg/ml a 0.25mg/ml.

L’efficacité de la propolis est aussi démontrée sur les souches présentant des résistances a

certains antibiotiques avec des valeurs qui varient de 0.06 mg/ml a 0.25 mg/ml.
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La CMI de notre propolis pour la souche S. aureus mutante hyperproduisant son systéme NorA
de résistance est de 0.25 mg/ml.

Nous avons aussi démontré que I’association de la propolis avec PaBN et CCP restaure la pompe
d’efflux de la souche d'E. coli TGlaacrAB+pUacrAB avec une CMI de 0.006 mg/ml avec le
PapN et de 0.12 mg/ml avec le CCP.

Nous avons aussi essay¢ d’exploiter les résultats obtenus in vitro pour voir s’ils peuvent

étre exploités sur un modele expérimental.

L’état d’infection provoqué chez les rats par inoculation de Staphylococcus aureus
est révélé par une fievre modérée, une augmentation des parametres sanguins, une apparition
des foyers septiques secondaires, et les résultats des examens anatomopathologiques.

Aprées traitement, I’EEP a montré que les rats infectés étaient en bonne voie de

guérison confirmant le rétablissement des parametres testés

L’activité antioxydante de 1’extrait brut de la propolis est trés considérable puisque une
diminution du taux du MDA chez les rats traités par I’EEP, ce qui favoriserait son utilisation
dans la médecine comme anti-inflammatoire et antioxydant naturel trés fort sans aucun effet

secondaire.

Ces résultats préliminaires montrent 1’efficacité antibactérienne de I’extrait de propolis.
La propolis pourrait avoir une affinité importante pour les sites des pompes induisant
ainsi un défaut de I’activité d’efflux constituant ainsi une application prometteuse afin de
potentialiser la concentration des antibiotiques chez las pathogenes. Néanmoins son efficacité
reste toujours modérée chez les Gram négatif. Mais son association avec les EPIs tel que le
PagN et CCCP diminue les valeurs des CMIs, ceci est probablement di au fait que la propolis

est partiellement effluer au niveau membranaire.
Ce modeste travail apparait comme un outil préliminaire permettant d’orienter les

clinicien a profiter des bienfaits de la propolis afin d’éviter les effets secondaires des

antibiotiques et des inhibiteurs chimiques.
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La propolis, substance naturelle, a déja montré des activités dans différents domaines

thérapeutiques et pourrait constituée une substance intéressante pour de nouvelle utilisation en

infectiologie.

A la lumiére de nos résultats, nous pouvons envisager comme perspectives :

v

v
v
v
v

Valider un modéle expérimental

Déterminer le temps d’incubation de I’infection

Evaluer et déterminer le temps de guérison.

Evaluer I’activité de la propolis in vivo sur d’autres infections microbiennes
Mesurer 1’accumulation intracellulaire de la propolis chez les bactéries

résistantes.
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