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Résumé
Résumé
La mastite, causée par Escherichia coli et Staphylococcus aureus, est une infection
courante chez les meres allaitantes. Les antibiotiques (ATBs) constituent le pilier du
traitement de la mastite. Cependant, étant donné le potentiel de transfert des antibiotiques
de la meére a l'enfant, ainsi que le probléme de la résistance bactérienne aux ATBs
synthétiques, il est essentiel de développer de nouveaux composés naturels avec des
propriétés antibactériennes. Ainsi, l'objectif de ce travail est de déterminer le contenu
phytochimique, la capacité antioxydante et l'activité antibactérienne In vitro de l'extrait
hydroéthanolique d'une propolis algérienne contre les deux souches bactériennes
susmentionnées, en comparaison avec quatre ATBs a savoir : Gentamicine (GEN),
Céfazoline (CZz), Céfotaxime (CT), et Acide Pipemidique (PIl). Les estimations du
polyphénol total et des flavonoides totaux ont révéle des niveaux de 113,65+2,41 mg
AGE/g RS, et 0,072+0,039 mg CE/g RS respectivement. L'évaluation de [lactivité
antioxydante a revélé une capacité significative a pieger le radical 2,2-Diphényl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) (1Cs50=2,95+0,70 mg/ml). Les tests d'inhibition bactérienne
effectués par la méthode de diffusion en puits d'agar ont montré a la concentration de
5000 pg/ml une forte activité antibactérienne avec des zones d'inhibition de 22,50+1,67
mm et 25,50+0,50 mm contre E. coli et S. aureus, respectivement, par rapport a GEN
(31£1,00 mm et 35,50+0,50 mm), CZ (14,50+0,33 mm et 24,50+0,35 mm),
CT (10,50+0,33 mm et 11+0,67 mm), et Pl (060,00 mm et 350,50 mm) contre E. coli et
S. aureus, respectivement. Ces résultats montrent que l'efficacité de l'extrait de propolis
dépasse celle des deux ATBs appartenant a la famille des céphalosporines (CZ et CT de la
lére et 2eme génération respectivement) et a la famille des Quinolones (Pl de la 1lére

génération).

Mots-clés : Antibiotiques ; Antioxydant ; Escherichia coli ; Propolis ; Staphylococcus

aureus.
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Résumé
Abstract
Mastitis, caused by Escherichia coli and Staphylococcus aureus, is a common infection in
nursing mothers. Antibiotics (ATBs) are the mainstay of treatment for mastitis. However,
given the potential for transfer of antibiotics from mother to infant, as well as the problem
of bacterial resistance to synthetic ATBs, it is critical to develop new natural compounds
with antibacterial properties. Thus, the aim of this work is to determine the phytochemical
content, antioxidant capacity, and In vitro antibacterial activity of the hydroethanol extract
of an Algerian propolis against the two above-mentioned bacterial strains, in comparison
with four ATBs namely: Gentamicin (GEN), Cefazolin (CZ), Cefotaxime (CT), and
Pipemidic acid (PI). Estimates of total polyphenol and total flavonoids revealed levels of
113,65+2,41 mg AGE/g DR, and 0,072+0,039 mg EC/g DR respectively. Evaluation of
antioxidant activity revealed a significant ability to scavenge 2,2-Diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) radical (1Cs50=2,95+0,70 mg/ml). Bacterial inhibition tests
performed by the agar well diffusion method showed at the concentration of 5000 pg/ml a
strong antibacterial activity with inhibition zones of 22,5+1,67 mm and 25,5£0,50 mm
against E. coli and S. aureus, respectively, compared to GEN (31+1,00 mm and
35,50+0,50 mm), CZ (14,5+0,33 mm and 24,50+0,35 mm), CT (10,50+0,33 mm and
11+0,67 mm), and Pl (06£0,00 mm and 35+0,50 mm) against E. coli and S. aureus,
respectively. These results show that the efficacy of propolis extract exceeds that of the
two ATBs belonging to the cephalosporin family (CZ and CT of the 1st and 2nd generation

respectively) and the Quinolones family (Pl of the 1st generation).

Keywords: Antibiotics; Antioxidant; Escherichia coli; Propolis; Staphylococcus aureus.
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Introduction

I. Introduction

La mastite est une affection courante chez les femmes qui allaitent (Wilson et al., 2020).
Elle touche entre 3 et 20 % de toutes les femmes qui allaitent. La primiparité, I'utilisation
d'un tire-lait, lI'utilisation d'une téterelle, les antécédents de mastite et les traumatismes du
mamelon sont autant de facteurs de risque (Mitchell et Johnson, 2022). La mastite se
caractérise par une géne unilatérale, une rougeur et un gonflement du sein, et peut
s'accompagner de symptomes pseudo-grippaux (fievre, frissons et courbatures)
(Wambach, 2003). A I'examen, on observe fréquemment un érythéme, un cedéme et une
sensibilité unilatérale du sein affecté. En cas d'abces mammaire, on observe une masse
mammaire fluctuante, douloureuse et dure, ainsi qu'un érytheme sus-jacent. Afin de
distinguer la mastite infectée de la mastite non infectieuse, des tests tels que la numération
des leucocytes du lait, la numération des colonies bactériennes et leur culture peuvent étre
utiles (Betzold, 2007 ; Barlow, 2011), Staphylococcus aureus, qui comprend le
Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline (SARM), S. epidermidis, les
streptocoques et les batonnets gram-négatifs, sont les bactéries les plus répandues
associées a la mastite (Kateete et al., 2013), Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa
ont également été trouves pour causer des mastites aigués (Underwood et al., 2015). Le
traitement de soutien, [I'extraction efficace du lait, le traitement symptomatique
(médicaments contre la douleur, utilisation d'anti-inflammatoires), le traitement
probiotique et l'antibiothérapie sont autant de principes du traitement de la mammite
(Jahanfar et al., 2009). Pour les infections staphylococciques et streptococciques, la
pénicilline, la dicloxacilline et les céphalosporines sont recommandées, tandis que pour les
organismes a Gram négatif, la céphalexine ou l'amoxicilline peuvent étre utilisées
(Yang et al., 2018). Une étude prospective portant sur un échantillon de 840 femmes aux
Etats-Unis & révélé que 86 % des femmes atteintes de mastite ont recu des antibiotiques, la
majorité d'entre elles ayant recu de la céphalexine (46 %). Les autres ont recu de
I'amoxicilline, de I'ampicilline et de I'amdinocilline clavulanate (Foxman et al., 2002). Il
existe un risque élevé de transmission au nouveau-né, par le lait maternel, des antibiotiques
utilisés par les meéres qui allaitent. Si la majorité des médicaments utilisés par les femmes

qui allaitent n'ont pas d'effets indésirables sur leurs nouveau-nés, ils peuvent parfois avoir
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Introduction

des conséquences graves (Mathew, 2004). L'exposition aux antibiotiques dans la petite
enfance a été liée a un risque accru de troubles non transmissibles, notamment les allergies
et I'obésité. Par ailleurs, I'influence des antibiotiques sur la création du résistome intestinal
neonatal, ainsi que le r6le du microbiote comme réservoir de génes de résistance, sont liés
a laugmentation du nombre de pathogénes résistants aux antibiotiques
(Nogacka et al., 2018).

Cependant, face a cette double contrainte de transfert des antibiotiques de la mére au
nourrisson, ainsi qu'au probléme de la résistance bactérienne aux antibiotiques de synthese,
il est essentiel de développer de nouveaux composés naturels aux propriétés
antibactériennes. La propolis, parfois connue sous le nom de colle d'abeille, communément
appelée " antibiotique naturel ', est un composé résineux produit et utilise par les abeilles
pour sceller les parois de la ruche et renforcer les rayons et les bordures d'entrée de la
ruche. Elle est utilisée par les humains depuis I'Antiquité pour ses propriétés
pharmaceutiques, notamment ses activités antioxydantes, anti-inflammatoires et
antimicrobiennes (Bruschi et al., 2017). Elle est relativement non toxique et sdre, et elle
est utilisée dans les cosmétiques et les "produits naturels” pour l'auto-traitement en raison
de ses caractéristiques antiseptiques, antimycosiques et bactériostatiques (Desai, 2016).
Les principales catégories de composés présents dans la propolis sont les composes
phénoliques et les flavonoides. Cependant, la composition de la propolis varie fortement en
fonction de la région géographique et de la saison de collecte (Freires et al., 2018). Tous
les types de propolis possedent une activité antimicrobienne significative contre divers
types de microorganismes, y compris les bactéries, les champignons et les virus
(Mohammadzadeh et al., 2007). Une activité anti-inflammatoire et antimicrobienne
contre Streptococcos mutans, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Porphyromonas
gingivalis, Pseudomonas aeruginosa (entre autres) a été démontrée (Freires et al., 2018).
La propolis gagne en popularité dans les industries pharmaceutiques, alimentaires et
cosmétiques en raison de ses caractéristiques médicales, et elle est maintenant utilisée dans
des produits destinés a la consommation humaine, tels que des boissons et des additifs

alimentaires (Pascoal et al., 2014).



Introduction

En effet, l'objectif de ce travail est de déterminer le contenu phytochimique, la capacité
antioxydante et I'activité antibactérienne In vitro de l'extrait hydroéthanolique de propolis
contre les mastites induites par Escherichia coli et Staphylococcus aureus chez les femmes
allaitantes en comparaison avec quatre antibiotiques (ATBs ) a savoir :

Gentamicine (GEN), Céfazoline (CZ), Céfotaxime (CT), et Acide Pipemidique (PI).
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1. Introduction

Le sein est un organe qui contribue a I’intégrité de 1’image corporelle de la femme. Il revét
une importance cruciale en représentant a la fois le symbole de la féminité et la maternité.
Dans ce cas la, toute blessure ou mutilation de cet organe dans un tel contexte
(tumorectomie et surtout mastectomie) entraine un traumatisme psychique et une
autodépréciation nécessitant pour les surmonter des processus d’adaptation parfois

défaillants.

Une meilleure connaissance de sein constitue la trame du fond d’une meilleure
préservation de cet organe, dans ce but, quelques rappels embryologique, anatomique,
histologique et physiologique sont présentés dans cette premiére partie.

2. Developpement de la glande mammaire

Le sein ou glande mammaire subit un remaniement continuel. Son développement s’étale

depuis I’embryogenése a la ménopause.

Chez I’embryon la glande mammaire dérive des deux crétes mammaires primitives,
épaississement épiblastique visible a la septieme semaine, qui régresse rapidement sauf au
niveau du thorax. Le bourgeon mammaire restant émet dans la profondeur des cordons
cellulaires qui se creusent en canaux au cours du huitieme mois. Ces canaux débouchent
dans une dépression épithéliale qui se suréleve en mamelon aprés la naissance
(Tuchmann-Dup et al., 1979).

La régression incompléte des crétes mammaires peut laisser persister des mamelons
surnumeraires (polythélie) ou méme des glandes surnuméraires (polymastie) plus ou moins

développées (Tuchmann-Dup et al., 1979 ; Lawrance RA et Lawrance RM., 2005).

L’absence de la glande mammaire (amastie) est rare (Tuchmann-Dup et al., 1979) méme
si certaines des glandes mammaires surnuméraires produisent un peut de lait, ces vestiges
embryonnaires n’étant pas stimulés par la succion du bébé, ils subissent une involution et

diminuent en volume graduellement (Lawrance RA et Lawrance RM., 2005).

Pendant la période prépubere, le développement du sein suit principalement la croissance
du corps (Lawrance RA et Lawrance RM., 2005), puis juste avant la puberté, chez les

filles, les seins grossissent principalement a cause du développement des tissus adipeux et
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conjonctif, une expansion plus rapide des canaux lactiféres aura lieu aussi. L’aréole et le

mamelon grossissent et foncent.

C’est en phase de gestation, suivi de lactation que la glande mammaire atteint son
développement maximal qui se traduit par de tres importantes modifications
morpho-histologiques : (Puddu et Tafforeau, 2005) (figure 01).

A la ménopause les glandes mammaires subissent une atrophie ainsi qu’une involution
progressive de la structure glandulaire ou profit du tissu graisseux.
(Espie et Gorins, 1995).

Chez I’homme I’ébauche de la glande mammaire masculine correspond a celle de la
femme mais son developpement reste modeste. La puberté peut parfois déclencher un
processus le plus souvent transitoire, qui méne a un développement plus marqué du sein

(gynécomastie). (Hamladji, 2006).
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Figure 01: Les différentes phases de la croissance et du fonctionnement de la glande

mammaire (Vandermoere, 2005).
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3. Anatomie

Chez la jeune femme le sein correspond a une éminence et pouvant peser de 150 a 200g
(Beauthier et Lefevre, 1993). Il se constitue de trois parties, a savoir la peau, la graisse et
la glande mammaire, a proprement parler, incluse dans cette graisse (Laurent, 2003).

Chaque sein s’étend horizontalement du bord externe du sternum & la ligne axillaire
antérieur et verticalement de la troisieme a la septieme cote (Hamladji, 2006). Il repose
pour plus de sa moitié sur le fascia du muscle grand pectoral et pour le reste sur les fascias
des muscles droits de I’abdomen. Par I’intermédiaire de ces fascias, le sein répond
successivement au muscle petit pectoral et a son fascia clavi-pectoral, au gri costal et au

dela de ce dernier, a la plévre et au poumon.

Le sein est maintenu par la peau, il représente une zone périphérique lisse et souple, une

zone moyenne ou aréole du sein et une zone centrale ou mamelon (figure 02).

Il est utile de noter qu’il est de forme variable, en fonction de 1’age, de la parité ainsi que la

race (Beauthier et Lefévre, 1993).
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Figure 02 : Structure du sein (Larousse médical, 2006)

a : aponévrose du muscle grand, b : mamelon, ¢ : canal galactophore d : aréole
e : graisse rétromammaire, f: glande mammaire, g : graisse prémammaire, h : sillon sous

mammaire.
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3.1. Peau

Le revétement cutané du sein n’est pas homogeéne ; il est épais en périphérie et mince au
centre, au contact de I’aréole et du mamelon ou la peau s’adhére intiment a la glande pour
assurer sa stabilité et présente une pigmentation plus intense que la peau avoisinante
(De Brux, 1979). Le sein est maintenu par la peau et ses ligaments suspenseurs constitués
par les septiémes fibreux qui solidarisent les lames pré-mammaires. Le corps mammaire
est développé par une lame pré-mammaire et une lame rétro-mammaire, dédoublement du

fascia superficiel du thorax (Beauthier et Lefévre, 1993).
3.2. Mamelon

Les seins sont centrés par une surélévation cylindrique de 10 a 12 mm de long et de nerf a
dix mm de large appelée mamelon (Hamladji, 2006). 11 est peu développé chez I’homme
et chez la jeune fille et il s’allonge chez la femme en particulier au cours de la grossesse.
Au sommet du mamelon s’ouvrent des orifices qui servent de débouchés aux conduits
lactiferes appelés canaux galactophores (figure 02), ces derniers se singularisent, apres une
dilatation ampullaire fusiforme appelée sinus lactifere (Colibn, 1996) vers I’intérieur du

sein. Le mamelon est cerné d’une zone circulaire appelée aréole (Hamladji, 2006).
3.3. Aréole

L’aréole correspond a une surface annulaire entourant le mamelon (figure 02). Elle fonce
et grossit avec la puberté, puis un peu plus lors d’une grossesse et pendant la lactation. Elle
servirait de repére visuel au bébé pour qu’il prenne toute ’aréole dans sa bouche pas
seulement le mamelon pour obtenir du lait (Cox et al., 1999). En périphérie de I’aréole
sont situés les tubercules (glandes) de Montgomery sécrétent une substance lubrifiante et
antiseptique qui protége le mamelon et ’aréole une infime quantité de lait est également
sécretée par ces tubercules. On y trouve aussi des glandes sudoripares et des follicules
pileux (Beaudry et al., 2006).

3.4. Arbre galactophorique

Sur le plan structural la glande mammaire s’organise sous une forme en grappe, constituée
de 15 a 20 canaux galactophores drainant des lobes (en nombre égal aux canaux
galactophores) subdivisés eux méme en lobules et acini. De facon tres dense, les acini
s’assemblent autour d’un canal alvéolaire. Plusieurs canaux alvéolaires nommés encore
canaux galactophores de troisieme ordre ou canacules intra lobulaires, se joignent pour

donner un canal lobulaire aussi appelé canal galactophore de deuxiéme ordre ou canalicule
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extra lobulaire. Cette structure représente alors le lobule. A leurs tours plusieurs canaux
lobulaires se réunissent pour donner naissance a un canal galactophore de premier ordre.
L’ensemble des lobules que draine le canal galactophore, forme un lobe (Sylvain, 2004;
Laurent, 2003) (figure 03).

Canal galactophore
Pore
mamelonaire
e Lt |
R = =)
Sinus Unaté ductulo-lobulaire

- canalicule extra-lobulaire :
- coamalicule mtra-lobulaire —
e RCITRIE e et

- tissu comonetaf —

Figure 03 : Schéma de I’arbre galactophorique (Laurent, 2003).

3.5. Vaisseaux sanguins

Les vaisseaux sanguins qui pénetrent dans la glande proviennent de plusieurs origines, se
ramifient dans le stroma et se terminent dans le plexus capillaires autour des canaux, des
lobules ainsi que leurs acini. L’aspect vasculaire devient beaucoup plus riche dans la

glande active.
3.5.1. Veines

Le drainage vineux se fait selon deux vois, a savoir une voie profonde dans laquelle les
veines se rendent aux veines thoraciques externes en dehors, a la veine thoracique en
dedans et aux veines intercostales en arriére (Rouviere et Dalmas, 2002), ainsi qu’une
voie superficielle (ou sous cutanée) aboutissent sur le plan latéral dans la veine thoracique

externe ou sur le plan sagittal dans la veine thoracique interne (Sylvain, 2004).
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3.5.2. Artéres

L’irrigation de la glande mammaire s’effectue par les branches performantes de I’artére
thoracique interne, qui traversent les six espaces inter costaux pour assurer la
vascularisation de la partie interne de la glande mammaire. Les parties externe et inférieure
recoivent leurs artéres des arteres thoraciques externes, scapulaire inférieur,
thoracoacromiale et thoraciques supérieur, branches de I’artére axillaire. Enfin la glande
mammaire recoit encore quelques rameaux des artéres intercostales. La majeure partie des
arteres  aborde les glandes mammaires par sa  face  superficielle
(Rouviére et Dalmas, 2002).

3.6. Drainage lymphatiques

L’anatomie descriptive des lymphatiques de la glande mammaire est connue depuis plus
d’un siecle. Cette méme anatomie envisagée sous un angle fonctionnel, est d’un intérét
capital dans la compréhension de I’atteinte métastatique lymphonodale dans le cancer

du sein (Oliviera et al ., 2006).

Les voies de drainage lymphatique mammaire semblent s’organiser de la manicre
suivante : un premier réseau lymphatique superficiel (déja décrit par Sappey
(Sappey, 1985)) drainant le parenchyme glandulaire superficiel jusque dans les
lyphonoeuds (ganglions) axillaires, et un réseau profond (décrit par Hidden et ces
collaborateurs (Hidden et Arvy, 1973), drainant le parenchyme glandulaire profond jusque
dans les chaines mammaires interne (Oliviera et al ., 2006). Ce drainage s’effectue a 75%
vers laisselle, le reste (25%) vers la chaine mammaire interne (ou thoracique)
(Bannister et al., 1995) et accessoirement vers les ganglions sus-claviculaire
(Peltier, 1998). Le nombre de ganglions axillaires varie de 20 a 30. IIs se divisent en cing
groupes a savoir groupe latéral, groupe antérieur (pectoral), groupe postérieur

(sus-claviculaire), groupe central et groupe apical (Ellis, 2007) (figure 04).

10
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Groupe latéral
Groupe centra

Groupe postérieur
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Groupe apical
Ganglions thoraciques Internes

Figure 04 : Arrangement des principaux ganglions lymphatiques axillaires (Ellis, 2007).

3.7. Innervation

Cooper (Cooper, 1840) a montré que les deuxieme, troisiéme, quatrieme, cinquieme et
sixieme nerfs intercostaux innervent le sein. La distribution de ces nerfs est complexe et
variable (Donna et Geddes, 2007). Les nerfs cutanés sont fournis par la branche
sus-claviculaire de plexus cervical superficiel par le rameau cutané latéral du deuxiéme,
troisieme, quatrieme, cinquiéme et sixieme nerf intercostaux. Toutes ces nefs renvoient de
nombreuses ramifications a la plaque aréolomamelonnaire qui est de ce fait une des

régions les plus sensibles de 1’organisme (De Brux, 1979 ; Donna et Geddes, 2007).

11
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4. Histologie

Le tissu mammaire est formé d’une variété de types cellulaires (Ollivier-Bousquet et
Devinoy, 2005). Une monocouche de cellules épithéliales, de forme cubique, tapisse la
lumiére des canaux et des acini et présente un phénotype sécrétoire trés caractéristique
(Olivier-Bousquet, 2006). Juste au dessous s’organise une ceinture discontinue des
cellules myoépithéliales, de forme allongée, qui expriment une forme d’actine et favorisent
I’éjection du lait, synthétisé et accumulé dans les acini, en se contractant. Cette bicouche
cellulaire est délimitée par une membrane basale, qui est apte de limiter la prolifération des
cellules épithéliales et d’induire leur polarisation (Laurent, 2003 ; Sylvain, 2004 ;
Vandermoere, 2005), parmi les cellules du stroma, les fibroblastes du tissu mammaire
contribuent a ’organisation de la matrice extracellulaire sur laquelle repose 1’épithélium
mammaire. Un disfonctionnement de ces fibroblastes contribue a la désorganisation de
cette matrice et peut permettre aux cellules de migrer hors de la couche épithéliale. Les
adipocytes du stroma, bien que n’étant pas strictement considérés comme des cellules
mammaires, sont des partenaires indispensables a la mise en place du tissu mammaire
(figure 05). En effet, en absence du coussin adipeux, les ébauches mammaires sont
incapables de se développer et de constituer le réseau de canaux et de lobules mammaires
(Morroni et al., 2005).

12
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Cellules myoépithéliales
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Figure 05 : Structure schématisée du microenvironnement stromal organisé autour du
bourgeon épithélial terminal et des différents types cellulaires qui le compose (Cowin,

2005).

Le parenchyme de la glande mammaire montre des changements structuraux importants
qui dépendent des différents conditions physiologiques (figures 06, 07, 08).

Figure 06 : Glande mammaire en repos (HE (a) x 20 — (b) x 128)

L : les lobules, F : tissu conjonctif dense fibreux, A : tissu adipeux, M : cellules

myo¢pithéliales (Wheater ef al., 1982).

13
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(a) (b)

Figure 07 : Glande mammaire au cours de la grossesse (HE (a) x 20 — (b) x 128)
(Wheater et al., 1982).

Figure 08 : Glande mammaire au cours de la lactation (HE (a) x 20 — (b) x 128)
(Wheater et al., 1982).

14
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5. Physiologie

Le sein de la femme est a I’évidence un organe hormonodépendant et hormonosensible.
Les hormones interviennent a chacune des étapes du développement de la glande
mammaire et tout au long de la vie génitale, par le biais de leurs récepteurs cellulaires, et
au niveau des divers facteurs de croissance. La régulation de la croissance et de la
maturation de la glande mammaire dépendent essentiellement de 1’action synergique de
I’estrogéne, qui induit la prolifération des cellules épithéliales des canaux, et de la
progestérone, qui favorise le développement des lobules et des acini, principales hormones
sécrétées, de facon cyclique, par I’ovaire (Espie et Gorins, 1995).

Apres I’accouchement, la crise génitale du nouveau-né intéresse tout aussi bien le garcon
que la fille. A la faveur de taux élevés de prolactine par sécrétion hypophysaire directe et
suite a la chute des estrogénes circulants d’origine maternelle, la glande mammaire
rudimentaire particulierement sensible, peut se congestionner et émettre une sécrétion

colostrale appelée ‘lait de sorciere’ (Colibn, 1996).

A la puberté. Le développement des seins est le premier signe de la puberté féminine. Il se
fait sans I’influence des cestrogénes. De la progestérone et des hormones hypophysaires
(hormone  follculostimulante ou  FSH, hormone  lutéinisante ou  LH)
(Larousse Médicale, 2006).

Durant chaque cycle menstruel, d’importants phénomeénes a 1’échelon cellulaire
interviennent ; ils entrainent en particulier en phase lutéale, entre le 15°™ et le 20°™ jour
du cycle, un cedéme tissulaire du lobule et une congestion veineuse ce qui explique les
mastodynies fréquemment ressenties par les femmes a ce moment du cycle
(Chopier et al., 2003).

La survenu d’une grossesse menée a terme marque la fin de la croissance mammaire.
Au cours de cette phase, la glande mammaire se modifie considérablement.
La grossesse est une période d’influence estrogénique, progestative sur 1’épithélium qui
débute des le premier trimestre de la grossesse. La progestérone a également une action
proliférative, permet la différenciation de I’épithélium mammaire et s’oppose, avant
I’accouchement, a I’action sécrétoire de la prolactine, qui est une hormone hypophysaire
déclenchant apres accouchement la sécrétion des glandes mammaires. Aussi, enfin de

grossesse, les cellules épithéliales des acini sont pleinement différentiées en cellules

15
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sécrétrices. Apres 1’accouchement, la chute des hormones placentaires associée a un pic de
prolactine stimule les cellules sécrétrices. Ces cellules lactogénes élaborent les différents
composants du lait. Aprés le sevrage, I’apoptose ou mort cellulaire programmée, permet
I’élimination du tissu lactant. Cette apoptose a un réle capital dans ’homéostasie et la
physiologie du sein. Apres la fin de I’allaitement, le sein retrouve son état latent antérieur

tout en concevant un réseau canalaire plus développé (Mathelin et al., 2007).

La présence de récepteurs estrogénique (RE) dans les cellules épithéliales est fondamentale
pour la réponse aux stimuli hormonaux régulant le développement de la composante
épithéliale (Russo, J. et Russo, 1., 2004).

Les estrogenes ont un role de promoteur direct seulement dans les cellules épithéliales
RE+. lls peuvent toutefois jouer un rGle promoteur indirect via les facteurs de croissance et
les cytokines secrétées par les cellules épithéliales et stromales hormonosensible qui vont
stimuler les cellules épithéliales ayant des récepteurs spécifiques a ces facteurs quel que
soit leur statut (RE+ ou RE-) (Cavalieri et Rogan, 1992).

Les récepteurs a la progestérone (RP) exercant également un réle crucial dans la
prolifération de 1’épithélium mammaire au cours de la grossesse. En début de grossesse, la
prolifération épithéliale induite par la progestérone est liée a I’expression élevée des
récepteurs progestéroniques par un mécanisme paracrine. En fin de grossesse, le blocage,
de cette prolifération permet la différenciation cellulaire en réponse a une chute marquée
de I’expression des récepteurs progesteroniques. Les récepteurs a la prolactine, dont six
isoformes ont été identifiées, sont exprimés a des degrés divers dans 1’épithélium

mammaire (Clevenger, 2003).

L’interaction de ces récepteurs avec la prolactine contribue a la fois au développement de
la glande mammaire pendant la grossesse et a la lactation lorsque surviennent le pic de
prolactine et la chute des hormones placentaires. A la ménopause, on assiste a la
disparition des acini et a la raréfaction des structures glandulaires qui deviennent non

fonctionnelles et seront remplacées par du tissu graisseux (Espie et Gorins, 1995).
5.1. Sécrétion lactée

La sécrétion lactée est I’ensemble des processus de synthese par lesquels les cellules des
acini métabolisent les substances provenant du sang et les expulsent dans la lumiére

(figures 09). Le lait est stocké dans les acini et les petits canalicules, puis dans les grands
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canalicules. La cellule mammaire accompli sa fonction avec les mitochondries,
I’ergastoplaste ainsi que 1’appareil de golgi. Le lait est un produit complexe contenant des
protéines dont les caséines, les immunoglobulines, des graisses, des carbohydrates dont le
lactose, des ions anorganiques, des vitamines et de 1’eau. Au cours de la lactation la
composition du lait élaboré est modifiée constamment, par les cellules glandulaires, pour

s’adapter aux différents besoins des petits.

Le colostrum, liquide sécréte par la glande mammaire aprés I’accouchement, différe du lait
normal ; il est composé de plus de graisse, de protéines, de Na et Cl, moins de lactose et de
potassium. 1l contient des immunoglobulines IgA, 1gG, sécrétées localement par les
plasmocytes de la glande mammaire (De Brux, 1979).

/////////////4/4//%,//////// —

Figure 09 : Sécrétion apocrine du lait par les cellules épithéliales de I'acinus (De Brux 1979).
M : mitochondrie, R : réticulum endoplasmique, L : lame basale, G : gouttelette lipidique.
V : vesicule de sécrétion protéique. P : protéines sécrétées, AG : appareil de Golgi. N : noyau,

C : cytoplasme.
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6. Genres de bactéries affectant le tissu mammaire

Ces dernicres années, 1’'intérét porté envers le microbiote n’a cessé¢ de se développer
avec la découverte de I'impact de ces microorganismes symbiotiques, commensaux
ou pathogenes sur la santé humaine (Wang et al., 2017). D’ailleurs, des projets
de recherche de haute envergure, dont le Human Microbiome Project (HMP), ont été
initiés afin d’identifier et de caractériser les microorganismes qui colonisent 1’humain,
incluant des virus, des bactéries, des archées, des champignons et des protistes,
et d’évaluer leurs effets sur le développement de maladies, mais aussi chez les individus
sains (Group et al., 2009 ; Turnbaugh et al., 2007).

Quant a la localisation de la population bactérienne chez I’Homme et de la composition
de certains microbiotes d’intérét. Puis, la notion de « dysbiose », ou un débalancement
du microbiote normal a un site corporel, et son impact seront introduits. Le microbiote
entier du corps humain est généralement estimé a plus de 100 trillions (10%*) de cellules
bactériennes, soit environ 10 fois plus que le nombre de cellules humaines. Récemment,
certains auteurs ont plut6t proposé un ratio 1:1 entre les bactéries et les cellules humaines
(environ 3x10% cellules humaines et bactériennes pour un humain de 70 Kkg)
(Sender et al., 2016). Néanmoins, le nombre de bactéries qui compose le corps humain
reste considérable. Le nombre de genres bactériens retrouve sur le corps humain serait
présentement évalué a plus de 5000. Cependant, ce nombre sous-estime probablement
la diversité bactérienne réelle puisque le microbiote de certains sites corporels est trés peu
caractérisé. Des populations bactériennes variées se sont établies sur des surfaces du corps
qui sont exposées a l’environnement extérieur, telles que les constituants du tractus
gastro-intestinal (intestin), des appareils respiratoire (cavité orale et poumons), urinaire
(urétre) et reproducteur (vagin) et de la peau et d’autres muqueuses. Le tractus
gastro-intestinal est considéré comme I’emplacement du corps humain ayant le microbiote

le plus important et le plus diversifié (entre 1183 a 3108 genres) (Rojo et al., 2017).

Ce qui en fait le microbiote le plus caractérisé pour son impact sur la santé humaine
(Llyod et al, 2016). Jusqu’a récemment, le dogme en microbiologie était
que le microbiote humain serait limité a certains sites corporels, les tissus profonds étant
dépourvus de tout microorganisme et donc, complétement stériles (Ford et al., 1901 ;
O’connor et al., 2018). Ainsi, pour un individu sain, une détection bactérienne

dans des tissus internes comme le tissu mammaire ou les liquides biologiques tels
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que le sang était liée a une condition médicale particuliére, telle une infection. Cependant,
I’avancement des techniques de détection et d'identification bactériennes
par des méthodes indépendantes de la culturomique & permis de détecter la présence
de bactéries dans plusieurs tissus humains et dans le sang (Gosiewski et al., 2017).
Méme chez les individus sains. Par conséquent, les évidences expérimentales semblent
contredire le dogme initial et suggérent que la localisation des communautés bactériennes
dans le corps humain est beaucoup plus étendue que préalablement proposé. Récemment,
Urbaniak et al. Ont utilisé le séquengage de nouvelle génération (next-generation
sequencing NSG) et les cultures microbiennes pour démontrer I'établissement d'une
population bactérienne viable dans le tissu mammaire, formant une communauté
diversifiée et unique (Urbaniak et al., 2014). De plus, ils ont comparé leurs résultats
obtenus dans deux régions géographiques distinctes, le Canada et 1’Irlande, pour montrer
que le microbiote mammaire a une composition stable et établie, malgré les variations
pouvant étre introduites par la localisation des cohortes. Bien que 1’origine de ces
bactéries soit toujours méconnue, le sein partage une signature bactérienne similaire avec
le microbiote intestinal et le microbiote du lait maternel (Jandhyala et al., 2015 ; Ward et
al., 2013). Dr’ailleurs, les souches bactériennes lactiques Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus fermentum, Lactobacillus brevis, Enterococcus faecium, Enterococcus
faecalis et Pediococcus pentosaceu ont été retrouvées dans les selles de la mere, le lait
maternel et les selles de ’enfant (Albesharat et al., 2011). Ces résultats proposent une
interrelation entre I’intestin, le sein et le lait maternel afin de permettre une transmission
verticale de certaines bactéries bénéfiques entre la mere et I’enfant. Un des processus qui
pourrait expliquer la colonisation du tissu mammaire en provenance du microbiote
intestinal (voie « entéro-mammaire »), mais aussi de plusieurs autres régions corporelles
(cavité orale, vagin, peau, voies respiratoires) est la translocation bactérienne a travers
différents épithélia et muqueuses qui permettrait aux bactéries d’entrer dans la circulation
sanguine, possiblement a I’aide de cellules immunitaires, et de migrer jusqu’au sein
(Perez et al., 2007 ; Urbaniak et al., 2012). Une autre hypothese est leur déplacement
par les canaux galactophores (« transfert rétrograde ») en provenance de la peau
ou de la bouche de I’enfant (O’connor et al., 2018 ; Moossavi et al.,, 2019).
En effet, le liguide mammaire collecté par aspiration (fluide aspiré du mamelon, NAF) et le
lait maternel présentent une population bactérienne, méme lorsque la papille mammaire
est désinfectée, suggérant une présence microbienne le long des canaux galactophores

(Chan et al.,, 2016 ; Hunt et al., 2011). Les études ont été réalisées pour la plupart
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sur le microbiote intestinal, mais des processus similaires pourraient se produire dans le

tissu mammaire s’il partage certaines espéces bénéfiques ou nuisibles.

La composition bactérienne du microbiote humain démontre une variabilité
interindividuelle et intraindividuelle. Plusieurs facteurs endogenes ou exogenes divers tels
que le mode de vie, la dicte, ’environnement, 1’age et le fonds génétique peuvent expliquer

les différentes espéces identifiées dans les individus (Blekhman et al., 2015).

Il & été démontré que la région géographique ou habite un individu peut étre un facteur
déterminant  dans la.  composition de sa  communauté  bactérienne
(Yatsunenko et al., 2012). Les diétes différentes sont souvent présentées comme
une explication pour la diversité du microbiote intestinal entre les pays/continents.
L’alimentation peut en effet avoir une influence importante sur le microbiote comme
le déemontrent les études comparant la diéte occidentale riche en proteines animales
a une diete rurale africaine riche en fibres (De Filippo et al., 2010). Ou a la diete
méditerranéenne, constituée de céréales, de fruits et de légumes (Di Filippo et al., 2016).
Drailleurs, une signature bactérienne enrichie en firmicutes, au dépend des bactéroidetes,
peut étre observée dans le microbiote des souris obéses comparativement aux souris
minces (Ley et al., 2005). Malgre cette diversité inter- et intraindividuelle, le microbiote
humain pourrait étre formé en partie d’'une communauté bactérienne partagée parmi
les individus (core microbiota), bien que ce concept soit encore peu documenteé et contredit
(Falony et al., 2016 ; Ursell et al., 2012). A tout le moins, un individu pourrait posséder
un microbiote relativement stable dans le temps une fois que celui-ci s’est installé aprés
la naissance (eubiose), ce qui lui conférerait des bénéfices pour sa santé
(Costello et al., 2009 ; Clemente et al., 2012). Ce microbiote qui est en équilibre
homéostatique avec un héte en bonne santé peut étre déséquilibré par la modification
de la population bactérienne normale, en composition ou en quantité, engendrant un état

de dysbiose.

La dysbiose se traduit généralement par une augmentation des bactéries nuisibles
au détriment des bactéries bénéfiques et d’une perte de la diversité microbienne
(Degruttola et al., 2016). Dans certains contextes, les facteurs mentionnés précédemment,
soit la diete, le mode de vie et les genes peuvent mener a la dysbiose
(Degruttola et al., 2016). Le stress physiologique est aussi un facteur non négligeable

dans le débalancement de la flore normale (Hawrelak et al., 2004).
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L’étude du microbiote intestinal de macaques récemment éloignés de leur mére a permis
d’observer une variation de plusieurs jours dans la signature bactérienne intestinale, a la
suite du stress de séparation, avant qu’elle ne revienne a la normale (Bailey et al., 1999).
Par la suite, la prise de médicaments, notamment les antibiotiques mais aussi les
traitements systémiques contre le cancer, peut altérer de fagon drastique la composition du
microbiote. L’analyse du microbiote intestinal a la suite de 1’administration d’un
antibiotique a large spectre, la ciprofloxacine, @ montré une diminution de ’abondance de
30 % des taxa bactériens, induisant une perte de I'uniformité, de la diversité et de la
richesse dans la population bactérienne (Dethlefsen et al., 2008). Le microbiote peut
prendre plusieurs semaines avant de revenir a son état initial aprés cette perturbation. Or,
suivant la prise répétée d’antibiotiques, la signature bactérienne observée peut ne plus étre
identique a ce qu’elle était avant, du fait de changements permanents a sa composition
(Dethlefsen et al., 2011). De plus, il a été démontré que le traitement d’enfants souffrant
de leucémie aigiie lymphoblastique a I'aide de doses élevées de méthotrexate, un agent
chimiothérapeutique, menait a une diminution de 29.6 % de la charge bactérienne

dans leurs feces (Huang et al., 2012).

Enfin, 'intégrité¢ de la flore microbienne du corps humain est essentielle afin de préserver

une bonne santé.
7. Y’a-t-il un lien avec le cancer du sein ?

Au cours des derniéres années, plusieurs évidences expérimentales ont suggéré
la participation du microbiote dans les étapes multiples du développement d’un cancer.
H. pylori, mais aussi Escherichia coli, Shigella flexneri, Fusobacterium nucleatum,
Bacteroides fragilis, Salmonella enterica, E. faecalis et Clostridium leptum font partie
des espéces bactériennes ayant été associees a des effets protumoraux
(Vivarelli et al., 2019). Derniérement, Arthur et al. Ont revu les « hallmarks » du cancer,
en y incorporant cette fois-ci I’influence des bactéries dans I’accumulation des propriétés
nécessaires a I’apparition d’une cellule cancéreuse (Fulbright et al., 2017).
Globalement, le microbiote peut avoir un impact sur [Dinstabilit¢é génétique
et l’accumulation de mutations, I’inflammation protumorale, [’autonomie envers
les facteurs de croissance et 1’évasion du systéme immunitaire. Tout d’abord, plusieurs
bactéries résidant dans [’intestin peuvent produire des toxines qui augmentent

la prolifération ou I’instabilité du génome des cellules intestinales. 1l a été démontré
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par I'utilisation d’un modéle murin que la toxine de B. fragilis (BFT) entraine une voie
de signalisation induisant la transcription du proto-oncogéne c-Myc, suivant le clivage
de la cadhérine E (Rhee et al., 2009). Egalement, la colibactine produite par certaines
E. coli peut non seulement favoriser la prolifération cellulaire par 1’induction
de la production du facteur de croissance hépatique (hepatic growth factor, HGF), mais
aussi provoquer des cassures double brin a I’ADN, participant donc a 1’accumulation des
mutations (Nougayréd et al., 2006 ; Cougnoux et al., 2014). Certaines molécules
sécrétées ou présentées par les bactéries modulent la réponse immunitaire ce qui peut
promouvoir I’évasion des cellules tumorales. C’est le cas de F. nucleatum qui inhibe
les fonctions cytotoxiques des cellules NK et des Ilymphocytes T CD8+
dans I’environnement tumoral par ’interaction entre I’immunorécepteur inhibiteur TIGIT
(T cell immunoreceptor with Ig and ITIM domains) et la protéine d’activation
des fibroblastes (fibroblast activation protein, Fap2) (Gur et al., 2015). Par ailleurs,
de nombreuses bactéries comme E. faecalis, H. pylori et B. fragilis peuvent créer
un environnement inflammatoire chronique protumoral, notamment par leur sécrétion
de molécules inflammatoires telles que des dérivés réactifs de 1’oxygéne
(reactive oxygene species, ROS) ou de I’azote (Garrett et al., 2015; Vivarelli et al.,
2019). Pour finir, le métabolisme du microbiote pourrait étre un facteur a évaluer lors du
choix de la thérapie contre le cancer. Récemment, Geller et al. ont démontré
que les Gammaproteobacteria étaient capables de métaboliser la gemcitabine en une forme
inactive, rendant certains cancers du pancréas résistants a la chimiothérapie
(Geller et al., 2017). Outre I’effet néfaste de bactéries spécifiques dans 1’oncogenése,
la signature bactérienne globale d’un microbiote peut étre associée au développement
de la maladie, principalement lors d’une dysbiose. Le transfert du microbiote de souris
avec ou sans cancer colorectal (CRC) dans des souris saines, traitées pour développer
un CRC, a permis d’observer un nombre plus élevé de tumeurs dans les souris ayant regu
un microbiote d’un donneur malade (Zackular et al., 2013). De plus, il a été démontré
que le CRC est fréquemment accompagné d’une réduction des firmicutes,
des bactéroidetes et des bactéries lactiques, suivi d’une augmentation des Fusobacterium
(Raskov et al., 2017). Ces résultats suggérent que 1’ensemble du microbiote d’un individu
atteint d’un cancer est relié aux 50 développements de sa maladie. Cela s’explique par une
augmentation des bactéries néfastes dans sa composition et la dérégulation de la balance
entre les processus pro-inflammatoire et anti-inflammatoire normalement retrouvés

dans un microbiote en eubiose. En se fiant a ces observations, il est clair
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que la caractérisation du microbiote dans le cancer doit se faire non seulement en évaluant
I’effet de bactéries protumorales, mais aussi en prenant en considération I’intégralité
de la population microbienne qui, lors d’un débalancement, participe au développement

tumoral.

Bien que certaines bactéries ou la dysbhiose soient associées au développement du cancer,
le microbiote joue un role essentiel dans le controle de la croissance tumorale,
des bactéries commensales produisent des acides gras a chaine courte (SCFA) qui régulent
non seulement la réponse immunitaire, mais peuvent aussi avoir un effet antitumoral direct.
Il & été montré que le propionate et I’acétate produits par les bactéries du genre
Propionibacterium générent des ROS et activent la caspase-3 dans les cellules cancéreuses
ce qui entraine leur mort par apoptose (jan et al., 2002). Le butyrate peut aussi mener a
I’apoptose des cellules cancéreuses par I’activation des caspases. Il peut également
modifier D’expression génique des cellules malignes par I’inhibition des histones
désacétylases (histone deacetylase inhibitors, HDAC), induisant un arrét du cycle
cellulaire et de la synthése d’ADN ainsi que 1’apoptose (Chai et al., 2000 ; Stelio et al.,
2012). D’autres molécules synthétisées par certaines bactéries peuvent aussi participer
directement au contréle de la tumeur comme le ferrichrome de L. casei qui a un effet
suppresseur de tumeur dépendant de ’apoptose activée par la signalisation des kinases
JNK' (c-Jun N-terminal) (Konishi et al., 2016). Cependant, I’impact du microbiote
sur la croissance tumorale se fait principalement de fagon indirecte, en stimulant la réponse
immunitaire antitumorale par la génération d’un environnement pro-inflammatoire.
L’étude des modeles murins sans germe (GF) et exempt d’organismes pathogénes
spécifiques (specific-pathogen-free, SPF) a permis d’illustrer I’importance de
I’inflammation causée par le microbiote dans le controle tumoral et I’efficacité de la
thérapie contre le cancer. Dans une étude sur le développement du CRC, les souris GF
présentaient des tumeurs plus importantes en nombre et en taille comparativement aux
souris SPF possédant un microbiote (Zhan et al., 2013). La croissance tumorale pouvait
étre limitée dans les souris GF par leur colonisation avec des bactéries commensales
ou par ’administration du LPS, suggérant ainsi que la présence d’une communauté
microbienne et de ses composantes (motifs moléculaires associés aux microbes-MAMP)
permet de maintenir une inflammation basale antitumorale. Plusieurs études ont aussi
démontré que cette influence de la population microbienne sur I’inflammation locale

stimule la réponse immunitaire antitumorale et ultimement, améliore 1’efficacité de la
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chimiothérapie (5-fluorouracile, (Gonzalez-sarrias et al., 2015). cyclophosphamide,
(Viaud et al., 2013).) et de I’'immunothérapie (CpG-oligonucléotide, (Lida et al., 2013).
anti-PD-L1, (Sivan et al., 2015). anti-CTLA4, (Vétizou et al., 2015)). L’étude de Viaud
et al. & par exemple démontré que la déplétion du microbiote d’une souris
avec de la vancomycine (antibiotique contre les Gram+) ou I’utilisation de souris GF
réduisaient I’effet de la chimiothérapie au cyclophosphamide sur la tumeur
(Viaud et al., 2013). Drailleurs, il a été démontré que la perte d’une partie du microbiote
par le traitement de la souris avec un antibiotique menait a la diminution de la réponse
inflammatoire des lymphocytes Thl7, importante pour efficacité
de la cyclophosphamide. Ainsi, méme si le microbiote peut promouvoir I’inflammation
chronique, et par le fait méme la cancérogenese, I’induction d’une réponse immunitaire
antitumorale grace a cette inflammation peut avoir des effets bénéfiques pour le contréle
de la tumeur. La relation entre le microbiote et le cancer a été principalement caractérisée
par des études sur le microbiote intestinal et le CRC, méme si des populations bactériennes
ont été découvertes dans des tissus distants et qu’elles pourraient avoir un impact
semblable sur I’oncogenése locale. Un certain nombre d’études, bien qu’insuffisant, a tenté
d’évaluer I’impact du microbiote mammaire dans le développement ou le contréle du
cancer du sein. Urbaniak et al. Ont montré une différence significative entre la composition
microbienne des tissus mammaires sains et celle du tissu normal adjacent a la tumeur
(normal tissue adjacent to the tumor, NAT) (Urbaniak et al., 2016). Les tissus sains
étaient caractérises par une quantité importante de Prevotella, Lactococcus, Streptococcus,
Corynebacterium et Micrococcus, tandis que les NAT etaient composés de Bacillus,
Staphylococcus, entérobactéries, Comamonadaceae et bactéroidétes. De plus, ’analyse de
quatre représentants des entérobactéries (E. coli) et Staphylococcus (S. epidermidis)
retrouvés préférentiellement dans le sein cancéreux a démontre leur capacité a induire des
dommages a I’ADN, suggérant qu’une dysbiose est associée au cancer du sein et peut
promouvoir I’oncogenése (Urbaniak et al., 2016). Les connaissances sur le microbiote
mammaire et son influence sur le cancer du sein restent toutefois trés limitées. A la suite de
résultats démontrant une diminution du risque de cancer du sein ou de mastite
(inflammation mammaire) apres I’administration orale de produits fermentés ou de
lactobacillus sous forme de probiotiques, certains ont émis I’hypothése selon laquelle les
bactéries lactiques retrouvées principalement dans le tissu mammaire en santé auraient
un effet protecteur (Hurtado et al, 2017; Urbaniak et al, 2012).

Cependant, la compréhension de I’effet bénéfique ou nocif des bactéries résidantes dans le
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sein sur ’oncogenése en est a ses débuts et doit continuer d’étre étudiée afin de déterminer

les mécanismes par lesquels le microbiote mammaire participe au contrdle de la tumeur.

Lors de la formation de la tumeur, le microbiote présent dans le tissu peut s’infiltrer
dans 1’agrégat de cellules tumorales, permettant de moduler [I’inflammation,
le métabolisme et la réponse immunitaire au centre du microenvironnement tumoral.
L’étude de Geller et al. a permis entre autres d’observer, par I'utilisation de marquages
contre le LPS en immunohistochimie (IHC) et ’ARNr 16S avec I’hybridation in situ a
fluorescence (fluorescence in situ hybridization, FISH), la présence de ces composants
bactériens au sein des adénocarcinomes canalaires pancréatiques humains (pancreatic
ductal adenocarcinoma, PDAC) (Geller et al., 2017). Un nouveau champ de recherche
dans I’¢tude du microbiote et son impact dans le cancer s’est ouvert avec la découverte
de cette population bactérienne, considérée comme le microbiote intratumoral.
La caractérisation de ce microbiote en est a son commencement, mais il est dorénavant
connu, notamment grace aux études sur les cancers mammaires et gastro-intestinaux,
que la signature bactérienne et la charge bactérienne dans le microbiote intratumoral
se différencient de celles des tissus normaux. Dans le cancer du sein, Xuan et al.
ont montré un enrichissement de la tumeur mammaire en M. radiotolerans,
tandis que le NAT était plutdt enrichi en S. yanoikuyae (Xuan et al., 2014). Egalement,
I’étude démontrait que la charge bactérienne, déterminée par la quantification gPCR
du géne de PARNr 16S, ainsi que la réponse antibactérienne étaient moins ¢élevées
dans les tumeurs mammaires que dans les NAT appariés. Considérant qu'une réduction
drastique de I'ADN bactérien dans les tumeurs du sein corréle avec une expression plus
faible des genes immunitaires antibactériens, il est possible que la présence
d’un microbiote intratumoral soit souhaitable pour le bon fonctionnement de la réponse
immunitaire antitumorale en favorisant I'inflammation locale dans le microenvironnement
tumoral. Jusqu’a présent, cette hypothése n’a pas été évaluée dans le cancer du sein.
Toutefois, Riquelme et al. ont récemment démontré chez des patients avec un PDAC
qu’une diversité bactérienne élevée dans leur tumeur, synonyme d’un microbiote
intratumoral en eubiose, était un facteur déterminant dans le recrutement et 1’activation
de lymphocytes T CD8+ (Riquelm et al., 2019). De plus, la diversité bactérienne
intratumorale élevée était associée a une survie a long terme augmentée pour les patients
atteints de PDAC, habituellement caractérisés par leur risque élevé de récidives mortelles.

Par ailleurs, I’effet de certaines bactéries présentes dans le microenvironnement tumoral

25



Revue Bibliographique

sur la réponse aux traitements antitumoraux ou sur le développement des cellules
cancéreuses ne doit pas étre négligé. Malgré la découverte et 1’identification de bactéries
dans le microbiote intratumoral mammaire, celui-ci est trés peu caractérisé. En prenant
en considération les interactions multiples que le microbiote peut avoir avec nos processus
physiologiques, il est primordial de déterminer si le microbiote intratumoral mammaire
a une importance pour le recrutement de cellules immunitaires et ultimement,

sur le devenir clinique des patients.
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1. Introduction :

Le mot propolis est d’origine grecque et il signifie « pro » en avant et « polis » cité, en se
référant aux observations des apiculteurs qui voyaient cette résine a 1’entrée de la ruche
« devant » la cité. Son étymologie viendrait aussi du verbe latin propolire qui signifie
« enduire ». En effet, I’abeille enduit I’intérieur de son habitat de cette résine pour se
protéger des agressions microbiennes. Son usage remonte a plusieurs millénaires et elle est
surtout réputée pour ses propriétés antibactériennes, immunostimulantes et cicatrisantes
(Castaldo et Capasso, 2002). Connue déja des prétres de ’Egypte antique ou elle servait
a momifier les cadavres, la propolis fut tres certainement utilisée par les grecs anciens
puisque Aristote la signale comme un reméde aux affections de la peau, plaies et

suppurations dans son ‘histoire des animaux’.

Les romains 1’ont donné a tous les soldats pour soigner leurs blessures pendant les
différentes invasions. Les anciens textes grecs rapportent que les médecins 1’utilisaient

pour la fabrication de baumes (Golder, 2004 ; Viel et Dore, 2003).

Les ouvrages du moyen age européen decrivent méme les préparations médicales a base de

propolis pour les traitements des maladies de la sphére ORL et de la respiration.

Son activité anesthésiante reconnue permet a cette époque la chirurgie des fentes labiales
chez I’enfant. A la fin du XIX°siecle, la propolis était en plein essor grace a ses vertus
médicinales, employée sous forme d’onguent, d’emplatre, de lotion ou de fumigation. De
nos jours, elle est utilisée surtout en Europe de I’est, au Brésil, en Asie et notamment au
Japon (Blanc, 2010). Parmi les usages médicaux, nous citons son emploi comme vernis
pour le traitement des violons, ce qui leur donne un meilleur son et les protége contre le ver
de bois (Marcucci, 1995 ; Prost, 1979 ; Viel, 2003).

2. Définition de la propolis

La propolis désigne toute une série de substances résineuses, gommeuses et balsamiques,
de consistance visqueuse, recueillies par les abeilles sur certaines parties de végétaux
(essentiellement les bourgeons et les écorces de certains ordres), substances qu’elles
rapportent a la ruche et qu’elles modifient vraisemblablement en partie par ’apport de
certaines de leurs propres secrétions (cire et sécrétions salivaires principalement)
( Donadieu, 2008).

27



Revue Bibliographique

3. Origine et botanique

Il existe plusieurs types de propolis qui sont fonction de la zone géographique de la ruche
des végétaux présents sur cette zone, de la disponibilité des végétaux pendant la saison et
de I’espéce de I’abeille. Tout cela explique que 1’on trouve des propolis de couleurs jaune
ambre jusqu’au brun foncé en passant par des variétés qualifiées de vertes ou de rouges.

L’abeille va aller rechercher sa résine dans son écosystéme et ¢’est bien de cet écosystéme

que va dépendre la composition de la propolis (Burdock, 1998).

Tableau 01. Principales essences d’arbres connues pour étre productrices de propolis
Sont représentées par différents coniferes (pin, sapin, épicéa) et plusieurs especes
De peupliers (qui semblent la source la plus importante) (Bankova et al., 2000).

arbres Familles Provenance Principales propriétés
(Bezanger et al., (Burnie, 1998) (Giamalia et al., 1999 ; Krol
1990) et al., 1993)
Chéne Fagacées Asie Anti inflammatoire
Afrique Astringente
Analgésique
Hyoglyceniante
Peuplier Salicacées Afrique du nord Diurétique
Moyen orient Facilite 1’urico-élimination
Europe Fluidifiant
Antiseptique
Bouleau blanc | Betulacees Europe du nord Diurétique
Amérique Facilite 1’urico-élimination
Canada Cicatrisante
Orme Ulmacées Amérique Anti inflammatoire
Europe Antifongique
Chine Anti diarrhéique
Astringente
Pin Pinacees Amérique du nord | Mucolytique
Europe du nord Cicatrisante
Russie Astringente
Antiseptique
Marronnier Hippocastanacées | Europe Antihémorragique
d’Inde Turquie Astringente
Balkans Vasoconstricteur
Fréne Oleacées Europe du sud Antiarthritique
Afrique du nord Antalgique
Diurétique
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4. Propriétés physico-chimiques de la propolis

4.1. Propriétés physiques

4.1.1. Consistance

La propolis est une substance naturelle de consistance variable suivant la température :

- A 15C°, elle est dure et friable ;

- A 30C°, elle est molle et malléable ;

- Entre 30 et 60C°, elle devient collante ou gluante, jusqu'a fondre en moyenne vers
60-70C° ou plus ( Donadieu, 2008).

4.1.2. Couleur

Tres variable suivant sa provenance, allant du jaune claire ou brun trés fonce, presque noir,

en passant par toute la gamme des bruns ( Donadieu, 2008).
4.1.3. Saveur

Elle est souvent acre et parfois amere ( Donadieu, 2008).
4.1.4. Odeur

Variable selon son origine botanique : en générale ardme agréable et douceatre, meélangé a
celui du miel, de la cire et d’autres produits (cannelles, vanille, etc.). Lorsqu’on la brule,
elle dégage une odeur trés délicate et tres recherchée du fait des résines aromatiques

qu’elle contient ( Donadieu, 2008).
4.2. Propriétés chimiques
4.2.1. Solubilité

La propolis est insoluble dans I’eau a froid. Elle est en revanche, partiellement soluble dans
I’acétone, I’alcool, I’ammoniaque, le benzéne, le chloroforme, etc. il importe de noter que
la propolis est beaucoup plus soluble dans une solution de soude caustiqgue a 2%
( Donadieu, 2008).
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4.2.2. Point de fusion

Son point de fusion se situe autour d 7C°. Chauffée au bain marie, elle se divise en deux

parties :

- Une partie visqueuse qui tombe au fond du récipient ;
- Une partie liquide appelée cire de propolis, qui reste en surface et qui a de
nombreux usages dans le domaine apicale ( Donadieu, 2008).

4.2.3. Densité
La densité de la propolis est de 1,2 (Soit supérieur a celle de I’eau) ( Donadieu, 2008).
5. Composition analytique

La composition de la propolis est variable selon la source végétale visitée par les abeilles.
On connait actuellement plus de 300 composants differents de la propolis qui ont été
identifiés par la méthode d’analyse modernes : chromatographie en phase gazeuse et

spectromeétre de masse (Agra et al., 2006 ; Donadieu, 2008 ; Kumazawa et al., 2004).

La composition de la propolis brute differe de celle de la propolis pure (Agra et al., 2006 ;

Kumazawa et al., 2004).
Toutefois, un échantillon de propolis est généralement composeé de :

Tableau 02. Composition chimique de la propolis brute (Pietta et al., 2002).

Composition en ordre Composition par groupe quantité
Résines et baumes Flavonoides, acides phénoliques+esters 45-55%
Cire et acides gras La cire d’abeille et des plantes 25-35%
Huiles essentielles volatiles | Anéthol et eugénol +++ 10%
Pollen Protéines (6 acides aminés libres >1%) 5%
Arginine et proline jusqu’a 45% du total
Autres composes | Cétones, latones, quinones, stéroides, acide | 5%
organiques et substances | benzoique, vitamines A/B, sucres, 14 traces
minérales diverses de minéraux, silice et zinc sont les plus
connus
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La composition chimique de la propolis pure differe completement de celle de la propolis

brute, c’est ce que nous montre le tableau suivant :

Tableau 03. Composition chimique de la propolis pure (Velicova et al., 2000).

Composition

Flavonoides
Acides aliphatiques

Naringernin
9-Octadecanoic acide
Hexdecanoic

Acides aromatiques

Ferulic acide

3,4-Dimethoxycinnamic acide
3-Hydroxy-4-methoxycinnamic acidenoic
4-Pentenoic acide

Esters

Benzyl cinnamate
Benzyl benzoate

Alcool, terpenes, quinone

Chrysophanol
4.5-Dimethoxy-2-phenol
co-Bisabolol
4-Vinylphenol
2-Methoxy-4-vinylphenol

Autres

2-Nonadecanone

2-Propen-1-one
4H-1-Benzopyrane-4-one
1-Methyl-4-azailuorenone
>Nonadecane, Heneicosane, Eicosane
Docosane

2,5 Diethyl-3,6-dimelpyrazine
Vanilin

L’origine botanique dont sera la propolis constitue le principal facteur responsable de sa

composition spécifique. Les autres facteurs seront les modifications générées a travers les

secrétions hypopharyngiennes de 1’abeille qui vont apporter d’autres éléments spécifiques

en plus de certains transformations (hydrolyse des hétérosides de flavonoides en aglycone)
(Marcucci, 1995 ; Viuda-Martos et al., 2008).

Les constituants de la propolis du point de vue de I’activité pharmacologique sont :

- Les flavons, les flavols, et les flavonones, communément appelés les flavonoides ;

- Les phénols ( Antiseptiques ) ;

- Les substances aromatiques : vanilline et isovanilline ( principes odorants de la

vanille ).
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Les flavonoides jouent un role important dans la pigmentation des plantes. On dénombre
dans la propolis pas moins de 60 flavonoides, comme la galanine, le kaemphérol, la
querceétine, la pinostrombine et la pinobansine (Agra et al., 2006 ; Kumazaw et al., 2004).

Ce nombre important de flavonoides fait de la propolis une substance aux multiples
propriétés biologiques (anti oxydante, anti inflammatoire, etc.) (Pietta et al., 2002 ;
Velikova et al., 2000).

Les phénols se trouvant dans la propolis sont principalement : I’acide caféique (au fort
pouvoir anti oxydant), I’acide cinnamique (antiseptique, et antifongique), ’acide et I’alcool

benzoique, ainsi que ’acide férulique (puissant anti oxydant et anti inflammatoire).

La composition chimique de la propolis est tres variable et complexe, a cause de la
biodiversité de la végétation de chaque région visitée par les abeilles ou elles collectent
cette substance (Khayyal et al., 1993 ; Szliszka et al., 2009).

Ainsi, par exemple, la propolis de nouvelle Zélande contient jusqu’a 70% de pinobanksine
et de pinocembrine, alors que celle de Chine, du Brésil et de I’Uruguay montre 10 a 50%
de dihydroflavonoides ; quant a celle de Cuba, elle ne possede pas de flavonoides et elle

aurait donc peu d’effets biologiques (Bankova, 2005 ; Katircioglu et Mercan, 2006).

Par conséquent, la composition de la propolis sur les différentes zones phytogéographiques
devrait varier et de ce fait, ’intensité ou la présence de certaines activités biologiques varie

également (Katircioglu et Mercan, 2006 ; Mohammadzadeh et al., 2007).

Méme au sein du méme pays, la composition de la propolis peut étre qualitativement et
quantitativement différente en fonction de la région et la période de sa collection
(Koo et al., 2000).

Au Brésil, certains auteurs ont rapporté que la propolis issues des régions distinctes a été

chimiquement classée en 12 catégories (Park et al., 2002).

La cire d’abeille, se trouvent dans la propolis affecte généralement sa composition
chimique. Plus il ya de cire, moins la propolis est bonne. La couleur joue peu, mais on
constate que les propolis jaunes ont une meilleure efficacité thérapeutique

(Kumazawa et al., 2004).
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Discussion : La composition de la propolis est donc d’une incroyable richesse en éléments
biologiques mais, de ce fait méme, extrémement complexe. Il faudra certainement encore
de nombreuses années de recherches analytiques pour en avoir une connaissance
absolument parfaite et établir de fagon constante, quelle que soit son origine botanique,
sans qu’il soit certain, d’ailleurs, qu’une telle Systématisation soit possible
(Donadieu, 2008).

6. Utilisation dans la ruche
Les abeilles utilisent la propolis de deux fagons différentes :

» Mastic servant a colmater les cavités ou a fixer les pieces mobiles (cadres, corps,
hausses (magasins a miel), etc.) ;

» Couche antiseptique mince et uniforme qui tapisse toute la ruche (parois, alveoles,
cadres, etc.). tout ce qui est en contact avec l’abeille est recouvert de cette
substance. Les ennemis tués dans la ruche, sont enduits de propolis (momifiés) s’ils
sont trop importants pour étre évacués par les abeilles (Ghisalberti, 1979 ; Prost,
1979).

7. Conservation de la propolis

La propolis est un produit facile a conserver, quelque que soit la forme sous laquelle elle se
présente. Il est toutefois préalable de le conserver dans des récipients hermétiques, a I’abri
de la lumiere, de I’humidité et de la chaleur. Pour bénéficier de toutes ses propriétés, il est

recommandé d’utiliser la propolis aussi fraiche que possible (Philippe, 1994).

Elle présente un intérét certain sous forme lyophilisée, car ce procédé de conservation
assure, pendant un temps presque illimité, le maintient de toutes ses propriétes et de la
composition chimique du produit. Une premiere méthode de lyophilisation, brevetée aux
Etats Unis, propose une solution hydro-alcoolique de propolis évaporée sous vide a basse

température (Philippe, 1994).

Une seconde méthode utilisée en Romanie, propose une préparation préliminaire d’extrait
mou de propolis par dissolution d’alcool éthylique. Cet extrait mou de propolis est ensuite
dissout par le biais de solvants a groupe amino (amines organiques.) la solution résultante

est filtrée et les résidus de cire sont éliminés par précipitation. Elle devient alors soluble
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a l’eau et cette solution aqueuse peut étre lyophilisée sous vide et congelée
(Philippe, 1994).

8. Propriétés thérapeutiques
8.1. Effets biologiques

La propolis est utilisée par ’'Homme sur le plan médical depuis des millénaires. Depuis
une cinquantaine d’années, la littérature scientifique a rapporté et confirmé de bon nombre
de propriétés thérapeutiques intéressantes de ce produit de la ruche (Banskota et al.,
2001 ; Burdock, 1998 ; Isala et al., 2001 ; Khalil, 2006).

Malgré des différences de composition entre les propolis, un certain nombre d’activités

pharmacologiques et/ou d’effets biologiques communs font consensus.
8.1.1. Effets antimicrobien

Les activitées antimicrobiennes de la propolis sont bien documentées contre différents

microorganismes :

- Bactéries (Koo et al., 2002 ; Lu et al., 2005 ; Pavilonis et al., 2008 ; Onlen et al.,
2007 ; Uzel et al., 2005) ;

- Virus (Gekker et al., 2005 ; Kujumgiev et al., 1999 ; Maichuk et al., 1995 ;
Schnitler et al., 2010) ;

- Levures (Kujumgiev et al., 1999 ; Oliveira et al., 2006 ; Suzuki et al., 2002 ;
Cushnie et Lamb, 2005 ) ;

- Parasites (Abdel-Fattah et Nada, 2007 ; Decastro et Higashi, 1995 ; Machado
et al., 2007 ; Xubu et Shimz, 2006).

In vitro, la propolis peut agir directement sur les microorganismes, et in vivo, elle peut
stimuler le systéme immunitaire en activant les mécanismes impliqués dans la lutte de ces
microorganismes (Sforcin et Bankova, 2011). En effet, c’est grace a son activité
antimicrobienne trés intense que la propolis est connue sous le nom d’ Antibiotique naturel.
(Jdaragic-lbricevic, 1983).

8.1.2. Effet antibactérien

L’activité bactéricide de la propolis et/ou de ses constituants est la plus largement

documentée. Cette activité a large spectre a été démontrée sur des bactéries Gram+ et
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Gram- (de type anaérobie et aérobie) mais avec une plus grande efficacité sur les souches
Gram+ (Koo et al., 2000 ; Koo et al., 2000 ; Krol et al., 1993).

Parmi les bactéries inhibées, on trouve des Staphylococcus aureus (Krol et al., 1993 ; Lu
et al., 2005) , des Streptococcus mutans (Koo et al., 2002), des Bacilles (cereus et subtilis)
(Parolia et al., 2010), des Pseudomenas (Onlen et al., 2017), des Lesteria (Yang et al.,
2006), des Salmonella (Uzel et al., 2005), des Clostridium, des Pyogenes, Escherichia coli
et faecalis et Helicobacter pylori (Banskota et al., 2001 ; Boyanova et al., 2003 ; Coelho
et al., 2007), autant de souches qui sont impliquées dans les troubles des spheres
otorhinopharyngées, gastro-intestinale, génitale ou buccale (Krol et al., 1993 ; Samet et
al., 2007 ; Santos et al., 2008 ).

En se référant aux travaux de Krol W. et Coll (1993), ils préconisent I'utilisation de

I’extrait éthanolique de propolis a coté des antibiotiques contre le Staphylocoque doré :
Bacterie Gram+ pathogéne pour ’'Homme (Krol et al., 1993).

Le mécanisme de I’activité antibactérienne de la propolis n’a pas été complétement
élucidé. Apparemment, il serait associé a une action synergique de composes (Liberio et
al., 2009).

A cet égard, les différentes études mecanistiques suggeérent que la propolis et/ou ses
composes pourraient inhiber la croissance bactérienne par blocage de la division cellulaire,
par une desorganisation du cytoplasme, par une inhibition de la synthese protéique ou par
inhibition du processus d’adhésion (Farooqui T et Farooqui A, 2010 ; Scazzocchio,
2006). Certaines études ont montré que des souches résistantes, voire multirésistantes aux

antibiotiques, étaient sensibles a la propolis (Raghukumar et al., 2010).

Selon Koo H et Coll. (2000) (Koo et al., 2000), la propolis comparée a d’autres produits
comme 1’Arnica, démontre une activité antimicrobienne beaucoup plus développée avec
une large zone d’inhibition des actinomyces. Ces bacilles Gram+ sont des saprophytes
habituels de la cavité buccale, retrouvés dans la salive, sur la langue et dans les sillons
gingivo-dentaires. Il & également été montré que la propolis, lorsqu’elle est prise en
association avec certains antibiotiques, augmente leur efficacité (streptomycine,
ampicilline, gentamycine, cloxacilline...) (Fernandes et al., 2005 ; Sforcin et Bankova,
2011 ; Speciale et al., 2006 ; Stepanovic et al., 2003).
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Bien que les propriétés antimicrobiennes de la propolis aient fait ’objet de nombreuses
recherches, il est cependant difficile de comparer les résultats de différentes études, en
raison de la composition trés hétérogene des propolis et/ou les diverses méthodes utilisées
pour I’évaluation des activités antibactériennes de ce produit de la ruche (Sforcin et
Bankova, 2011).

8.1.3. Effet antiviral

L’action de la propolis contre les virus est bien démontrée et ce notamment grace aux

flavonoides. Cette activité antivirale a été fortement documentée.

En effet, les études ont montré que la propolis et/ou ses constituants étaient efficaces
contre de nombreux virus: myxovirus, poliovirus, coronavirus, rotavirus, HSV et
adénovirus. (Gekker et al., 2005 ; Kujumgiev et al., 1999 ; Maichuk et al., 1995 ;
Schnitzler et al., 2010).

On peut expliquer cette action par la présence de certains composants comme :

- Les naphtoquinones ;
- Les sesquiterpénes ;

- Les esters de I’acide caféique.

De plus, la propolis et certains de ses constituants (apigénine, chrysine) possedent un effet
prophylactique contre le virus de la grippe, en atténuant les symptémes a travers une action

antineuraminidase (Liu et al., 2008 ; Shimizu et al., 2008).

La propolis de peupliers et 'un de ses principaux composés, 1’ester phényléthylique
d’acide caféique, ont un potentiel anti HIV (comme agent anti-intégrase du virus) (Burke
et al., 1995). et un effet additif avec I’AZT (inhibiteur de la transcriptase reverses)
(Gekker et al., 2005). Des cremes a base de propolis se sont efficaces pour les durées des
Iésions, les douleurs et augmenter les intervalles entre deux épisodes d’herpés labial et
génital (Vynograd et al., 2000).
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8.1.4. Effet antifongique

Les effets antimycosiques de la propolis résultent de I’activité de substances multiples

telles que : la Galangine, le Kaempférol, la Pinocembrine et 1’acide caféique.

Cette activité s’exerce sur plusieurs espéces de champignons parasites générateurs de

mycoses, notamment :

- Le genre Candida et, plus particulierement, le Candida albacans ;
- Le Trichophytons ;

- Les Microsporum Canis (Dobrowski et al., 1991).

Comme substance modulatrice de la réponse biologique, la propolis stimulerait en effet le
systéme immunitaire en favorisant un nombre élevé de macrophages, tres actifs dans
I’éradication de ces especes. Elle trouve donc son intérét dans les mycoses de la peau, des
mugueuses ORL, du vagin ou encore les infections causées par Monilia albicans au niveau

du tube digestif chez le nourrisson.

Les résultats de récentes études in vitro (Kujumgiev et al., 1999 ; Oliveira et al.,2006 ;
Suzuki et al., 2002 ; Cushnie et Lamb, 2005). Indiquent que la propolis posséde une
action antimycosique comparable a celle de I’itraconazole antifongique de synthese utilisée

actuellement en thérapeutique médicale contre :

- Les mycoses superficielles (Kératites et dermatophytes cutanees) ;
- Les mycoses exotiques (chromocytose et histoplasmose) ;
- Les infections systémiques comme [’aspspergillose, ce médicament étant efficace

sur pratiquement toutes les familles de champignons.

Une autre études in vitro a monté un effet coopératif de la propolis pour lutter contre une
souche mycosique (Paracoccidioides brasiliensis) d’Amérique du sud en stimulant

I’activité fongicide macrophages (Murad et al., 2002).

37



Revue Bibliographique

8.1.5. Effet antiparasitaire

Selon certaines études (Abdel-Fattah et Nada, 2007 ; Decastro et Higashi,1995 ;
Machado et al., 2007 ; Xu et Shi, 2006), la propolis serait efficace contre la plupart des
parasites répandus essentiellement dans les pays tropicaux, tels que :

e Les Tricochomonas — Tricomonose uro-génitale ; (Xu et Shi, 2006) ;

e Le Trypanosoma cruzi—»  Maladie de chagas ou trypanosomiase américaine ;
(Decastro et Higashi, 1995) ;

e Les Leshmania — Leishmaniose ; (Machado et al., 2007) ;

e Le Gardia lamblia —» Lambliase ou parasitose intestinale humaine (Abdel-Fattah
et Nada, 2007).

Dans plus, il a été démontré qu’elle aurait une action inhibitrice contre le Toxoplasma
gondii, connu pour étre ’agent responsable de la toxoplasmose (Dobrowski et al., 1991).
Ce dernier est particulierement redoutable chez la femme enceinte a cause des atteintes

feetales (Iésions cérébrales et oculaires, notamment) qu’elle peut causer.

Consommer de la propolis durant la grossesse peut donc s’avérer utile, car il n’existe
malheureusement pas de vaccin contre la toxoplasmose et le risque pour ’enfant a naitre
est reel. En effet, la propolis inhiberait la croissance du parasite en y empéchent la synthese

proteique et par la en bloguant sa multiplication (Wright et Philipson, 1990).
8.1.6. Effet anticancéreux

Les propriétés anti-carcinogénes de la propolis et plus particulierement des flavonoides
(dont la quercétine) ont été signalées dans de nombreux travaux scientifiques réalisés sur
I’animal (Banskota et al., 2002 ; ElI khawaga et al., 2003 ; Huleihel et Ishano, 2004 ;
Rao et al., 1993 ; Russo et al., 2004 ; Suzuki et al., 2002).

Toutefois, cette protection ne se limite pas aux seuls flavonoides. Des chercheurs sur des
souches cellulaires de culture, porteuses de tumeurs cancéreuses, ont aussi permis
d’identifier un dérivé de I’acide caféique connu sous le nom de (caffeic acid phenethyl
ester — ester phényléthylique de I’acide caféique, CAPE) comme un inhibiteur du
processus tumoral. On estime actuellement qu’environ 70% des cancers sont dépendants de
la voie de signalisation (p21 protein (Cdc42/Rac)-activated kinase 1 — enzyme codée par

le gene PAK1, PAK1) pour leur croissance. Diverses études ont montré que l’extrait
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alcoolique de propolis et/ou ses principaux constituants étaient capables d’inhiber la voie
de signalisation PAK: en modulant I’expression et/ou ’activité d’un certain nombre de
facteurs impliqués dans cette voie de signalisation telle que GTPase Rac. Dans la grande
majorité des cas, I’effet antiprolifératif résulte d’une restauration du signal d’apoptose
(Avci et al., 2011 ;Huang et al., 2007 ; Kampa et al., 2004 ; Szliszka et al., 2009 ;
Watabe et al., 2004). Les différentes molécules de la propolis vont pouvoir agir a
différents endroits pour induire 1’apoptose soit par la voie intrinséque, via la libération du
cytochrome C mitochondrial, soit par la voie extrinséque, via 1’induction de ligands
(tumor-necrosis-factor related apoptosis inducing ligan, TRAIL), de protéines
pro-apoptotiques (bax, bak), des caspases, des protéines p21 et p53 et I’inhibition des
protéines anti-apoptotiques (Bcl-2, Bc-xI) (Popolo et al., 2011). L’effet antiprolifératif
peut également, selon les lignées considérées, résulter d’un arrét du cycle cellulaire par

inhibition des cyclines ou par blocage des récepteurs hormonaux (Weng et al., 2007).

La propolis exerce également, entre autres via le CAPE, des effets biologiques bénéfiques
sur le systéme immunitaire. C’est particulierement vrai pour les macrophages et pour les
défenses contres les métastases cancéreuses. Son effet immunomodulateur expliquerait
aussi I’action de I’extrait aqueux de la propolis observable dans le traitement de 1’asthme.
Enfin, son efficacité a également été mise a I’épreuve, avec succes, dans 1’étude du cancer

du sein et dans certaines formes de leucémie.

Des agents cytotoxiques (qui attaquent specifiquement les cellules cancéreuses) naturels de
la propolis, le diterpenoide du Clerodane et I’Artepilline C, ont permis d’obtenir
d’excellents résultats sur la croissance de tumeurs malignes. C’est notamment le cas du
diterpenoide du Clerodane dans le traitement du cancer de 1’utérus (action antivirale) et le
cancer du foie. Des récentes études ont également montré que le CAPE pouvait inhiber la
prolifération de lignées d’hépatocarcinomes (Hep3B et SK-Hepl) a travers une inhibition
de P’activité des métalloprotéinases MMP-2 et MMP-9, responsables de la dégradation de

la membrane (Chung et al., 2004).

La propolis par sa richesse en « défenseurs » naturels s’érige donc naturellement comme
I’avocate d’une meilleure compréhension du cancer et de son traitement. Cela est di a sa
propriété de type BRM (modificateur de la Réponse Biologique) (ElI khawaga et al.,
2003 ; Huleihel et Ishano, 2004 ; Rao et al., 1993 ;Russo et al., 2004 ; Suzuki et al.,
2002).
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8.1.7. Effet anti-inflammatoire

L’effet anti-inflammatoire de la propolis est dose-dépendant. Son mécanisme est
sensiblement proche de celui de I’aspirine. Les extraits aqueux montrent de meilleurs

résultats et de nombreux flavonoides y cooperent certainement (Borrelli et al., 2002).

Cet effet est di a son action inhibitrice (principalement celle des flavonoides qu’elle
contient) sur la prostaglandine synthétase, empéchant ainsi la synthése des prostaglandines,
composants responsables de la réaction inflammatoire (Khayyal et al., 1993 ; Menezes et
Al meida, 2002 ; Metzner et al., 1982).

Plusieurs mécanismes d’actions ont €té proposés : inhibition de I’activation de certaines
molécules du systeme immunitaire (IL-6) et inhibition de certaines enzymes impliquées
dans la voie  métabolique de I’inflammation (cyclo-oxygenase, lipo-oxygénase,
myeéloperoxidase, NADPH-oxydase, ornithine décarboxylase) (Khayyal et al., 1993).
Le CAPE s’est révélé étre le plus puissant modulateur du métabolisme de I’acide
arachidonique a la base de la synthése des leucotrienes et des prostaglandines

pro-inflammatoires (Rossi et al., 2002).

La cire de la propolis provenant des résidus solides de la fabrication des teintures de
propolis, posséde encore des constituants actifs. Son utilisation sous forme de cataplasme

donne de trés bons résultats (Menezes et Al meida, 2002 ; Metzner et al., 1982).

L’extrait éthanolique de la propolis rouge de Cuba a prouvé ses propriétés anti-

inflammatoires, analgésiques et anti-psoriasiques sur les rats (Mirzoeva et Calder, 1996).
8.1.8. Effet antioxydant

La propolis est une substance constituée de nombreux composés antioxydants : vitamines
E et C et des polyphénols (Ahn et al., 2004 ; Gomez et al., 2007). L’activité antioxydante
et du ‘free radicals scavenger’ (capteur de radicaux libres) de la propolis est régie, sans
partage ou presque, par les quarante flavonoides qui la constituent, ce qui en fait un des

aliments les plus riches en cas composeés, apres le thé (Kandaswam et Middleton, 1994).

San action favorable a été démontrée dans les affections hépatiques ou les flavonoides
s’opposent a I’oxydation des lipides. En effet, les lipides se transforment par oxydation en
peroxydes toxiques (des radicaux libres), trés agressifs au niveau de 1’organisme et

responsables de toute une série de réactions nocives (Shinohara et al., 2002).
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Les études ont montré que I’activité antioxydante de la propolis était positivement corrélée
avec son contenu en polyphénols (Gregoris et Stevanato, 2010). De ce fait, la propolis de
peupliers plus riche en polyphénols posséde un potentiel antioxydant supérieur a celui de la
propolis verte du Brésil. Dans le méme esprit, on trouve que la valeur ORAC (capacité
d’absorption des radicaux oxygénes) d’une résine pure et entiere de propolis est supérieure

a celle de ses differentes sous-fractions organiques.

In vivo, la propolis réduit significativement la lipoperoxydation dans différentes organes
(foie, rein, poumon, cerveau) et module I’expression des enzymes antioxydantes (catalase,
superoxide dismutase, glutathion peroxydase) (Okutan et al., 2005 ; Sobocanec et al.,
2006). Le CAPE est le composeé présentant le meilleur pouvoir antioxydant (Farooqui Tet
Farooqui A; 2010). L’effet positif de la propolis a encore e€té mis en évidence dans le
traitement de la cataracte et dans la protection du Low density lipoprotein
(LDL-cholestérol) contre la peroxydation. Or, on sait que I’oxydation des LDL favorise
I’artériosclérose. On peut donc considérer que la propolis joue un role dans la prévention

de cette dégénérescence (Isala et al., 2001 ; Volpert et Elstner, 1993).
8.1.9. Effet antiangiogénique

L’action antiulcéreuse de la propolis a été largement discutée, mais grace a de nombreuses

¢tudes chimiques, son activité antiulcéreuse est aujourd’hui évidente.

Boyanova L (Boyanova et al., 2003), a démontré qu’un volume de 90ul d’extrait
éthanolique de propolis (EEP) bulgare de 30%, posséde un effet inhibiteur sur les souches
d’Helicobacter pylori supérieur a 15 mm (environ90%) contre 52,6% d’ Helicobacter
pylori inhibée pour un volume de 30ul d’EEP. De plus, en comparaison a 1’éthanol (groupe
controle), ’EEP a été significativement plus actif contre cette bactérie trés commune
(trouvée chez 50% des humains) et responsable de 80% des ulcéres gastroduodénaux
(Boyanova et al., 2003).

L’¢radication de Helicobacter pylori s’avére parfois difficile car elle développe une
résistance a la Clarithromycine et au Métronidazole, les deux principaux antibiotiques
utilisés dans la thérapie de I'ulcére. Certains auteurs insistent a ce que la propolis Soit
présente comme traitement adjuvant des antibiotiques pour bénéficier de ses propriétés
anti-inflammatoires et régénératives des tissus (Banskota et al., 2001 ; Boyanova et al.,
2003 ; Megraud, 2000).
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Les travaux de Barros et coll (Barros et al., 2008 ; Barros et al., 2007), ont rapporté
I’effet “protecteur gastrique’ de la propolis. Ils ont décrit les propriétés antiulcérogénes des
principaux acides phénoliques de la propolis Brésilienne (50 et 250mg/kg), dans différents
modeles : anti-inflammatoire non stéroidien (AINS) —> ulcére ; éthanol —> ulcére ;
stress — ulcére ; attestant que les acides caféique, férulique p-coumarique et cinnamique

affichent une activité antiulcéreuse.

Massignani et coll. (2009) (Massignani et al., 2009), ont étudié¢ les effets de I’huile
essentielle (50, 250 et 500 mg/kg) obtenue a partir de Baccharis dracunculifolia- la plus
importante source botanique de la propolis verte du Brésil- sur les ulcéres gastriques, ce
qui suggére qu’elle pourrait probablement étre un bon agent thérapeutique pour le
développement de nouveau médicaments phytothérapeutiques pour le traitement de ces

types d’affections.
8.1.10. Effet cicatrisant

Les vertus cicatrisantes de la propolis sont connues depuis I’antiquité. Utilisé au cours des
ages, la propolis a démontré qu’elle posséde un effet stimulant sur le métabolisme
cellulaire épidermique, les vaisseaux du collagéne grace a un phénoméne de stimulation
fibroblastique (Almas et al., 2001 ; Arvouet et al., 1993 ; Duraffoud et Laparaz, 2002).

En effet, la propolis accélere la régénération de différents tissus abimes : c’est le cas
notamment de la pulpe dentaire, des tissus hépatiques ou du tissu osseux, comme [’ont
suggeré des études réalisées sur ’animal (Bankova et al., 2000 ; Jdaragic-bricevih,
1983).

Ces actions sont dues a I’activité antioxydante des flavonoides qui piegent les radicaux
libres ainsi qu’a des acides phénoliques et certains acides aminés comme la choline (dans
la division donc le renouvellement cellulaire) ou la proline (dans la synthése de collagene,

de I’¢lastine et de facteurs intervenant dans 1’élasticité de la peau) (Blanc, 2010).
8.1.11. Effet anesthésique local

L’action anesthésique de la propolis est trés curieuse. Une expérience trés simple la
prouve, qui consiste a appliquer a ’aide d’une boulette de coton de la teinture mére de
propolis a un endroit quelconque de la muqueuse buccale. On obtient en quelques minutes

une anesthésie comparable a n’importe quel anesthésique de contact utilis¢ couramment en
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chirurgie dentaire (Castaldo et Capasso, 2002). Cette action est vraisemblablement liée a
I’activité des huiles volatiles de la propolis, mais est indépendante d’un mécanisme central,
comme pour la morphine. La propolis, par son activité immunomodulatrice, est indiquée
contre piqlre d’insectes, ce qui pourrait expliquer la relative immunité des apiculteurs
(Castaldo et Capasso, 2002 ; Ghisalberti, 1979). Les anesthésiques largement utilisés en
application locale (la cocaine, par exemple) présentent un inconvénient essentiel : ils sont
fortement toxiques. Les cas ou I’anesthésie avec cocaine est suivie d’un collapsus ou d’une
perte de connaissance ne sont pas rares (Castaldo et Capasso, 2002). La propolis avec ses
composants est un trés anesthésique, et des études ont démontré que cette résine est 3 fois
plus anesthésiante que la cocaine et 52 fois plus puissante que la procaine dans les tests sur
les cornées de lapin (Ghisalberti, 1979). L’effet anesthésique est di a la pinocembrine, a
’acide cafeique, et aux composes des esters de la propolis (Ghisalberti, 1979).

8.1.12. Autres effets

La propolis possede une action immunomodulatrice in vitro et in vivo sur I’ensemble des
cellules immunitaires impliquées dans la réponse innée ou acquise (Prsatti et al., 2010 ;
Orsi et al., 2006). Elle stimule le pouvoir de présentation des macrophages, ’activité
Iytique des macrophages et des Natural killer contre les cellules tumorales. Elle augmente
la production de cytokines pro-inflammatoire (TNF-a, IL-6, IL-8), renforce la coopération
entre les lymphocytes CD4 et CD8 et stimule la production d’anticorps par les plasmocytes
(Orsi et al., 2000 ; Sforcin, 2007).

Il a également été démontré que la propolis exercait une activité antiallergique. La prise de
propolis réduit les éternuements et irritations dans le cas de rhinite allergique par inhibition
par inhibition de la libération d’histamine (Shinmeiet al., 2009). La prise orale
quotidienne de propolis pendant deux mois a permis une réduction du nombre et de la
sévérité des crises nocturnes et une amélioration des fonctions ventilatoires chez des
patients souffrant d’asthme. En paralléle, ces auteurs ont constaté une diminution des
prostaglandines, des leucotrienes et des cytokines pro-inflammatoires et une augmentation

des cytokines anti-inflammatoires chez ces patients ( Khayyal et al.2003).

La propolis montre un effet préventif contre les neutropénies, anémies et thrombopénies
consécutives aux traitements de chimiothérapie et radiothérapie (Benkovic et al., 2009 ;
Lahouel et Fillastre, 2004 ; Montoro et al., 2011 ; Suzuki et al ., 2002).
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Ces traitements anticancéreux sont particuliérement toxiques envers certains organes
(foies, cceur, rein, neurone). Des études in-vitro et in-vivo ont la aussi monté un effet
protecteur de la propolis contre ces agents chimiques (Alyane et al., 2008 ; Benguedouar
et al.,, 2008 ; Chopra et al., 1995). Ces effets passent en partie par les propriétés
antioxydantes de la propolis qui va protéger les cellules, contribuer au mécanisme de
réparation de ’ADN et au mécanisme de défense endogéne (surexpression des enzymes

antioxydantes, maintient du glutathion intracellulaire).

Une étude également montré que la propolis pouvait prévenir 1’insulinorésistance induite
chez I’animal (Elsayed et al., 2009). Cet effet passerait par une modulation du
métabolisme des lipides et du glucose, une inhibition da la production d’IL-1p et de
I’activité¢ de la NO synthase (protéine enzymatique qui synthétise 1’oxyde nitrique, un

radical libre présent dans la circulation sanguine).
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Wateériels et Méthodes
1. Objectif du travail

Ce travail a été réalisé dans les laboratoires de la Faculté des Sciences, Département de
Biologie. Université de Saida-Dr MOULAY Tahar. L’objectif de notre étude est d’évaluer
les effets antioxydants et antibactériens de la propolis contre des souches pathogénes issues
d’un tissu mammaire infecté. La propolis a été choisi parmi d’autres pour son caractére

médical, sa grande utilisation par la population et ses vertus thérapeutiques intéressantes.

2. Préparation de I’extrait hydro-alcoolique de propolis

L’extrait hydro-alcoolique de propolis a été préparé selon la méthode décrite par
(Mohdaly et al., 2015). Pour cela, dix gramme (10g) de propolis séchée et broyée, achetée
chez un apiculteur local dans la wilaya de Saida, sont macérés pendant 24H dans 100 ml
d’éthanol 70%. Une fois la macération finie, la solution obtenue est filtrée avec du papier
filtre (Whatman N °1) et centrifugée a 5000 tr/min pendant 10 min, les surnageants sont
ensuite concentrés a sec a I’aide d'un évaporateur rotatif (heidolphlaborota 4000), et le
résidu obtenu est stocké au réfrigérateur a 4 °C jusqu'a son utilisation ultérieure
(figure 10).

Figure 10 : (A) Procédure d’extraction par macération; (B) Concentration a sec par

évaporateur rotatif.
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3. Calcule du rendement

Le rendement (R) a été calculé selon la formule suivante :

R (%) = Masse du ballon rempli (g) — Masse du ballon vidé (g) 100
o Masse de la matiére premiere utilisée (g)

4. Dosage des métabolites secondaires

4.1. Dosage de la teneur en polyphenols totaux (TPT)

La TPT de I’extrait de propolis a été estimée par spectrométrie selon la méthode
du Folin-Ciocalteu (FC) adopté par (Afroz, Tanvir et al. 2014). Brievement, une aliquote
de la fraction d'échantillon diluée a été ajoutée a 0,5 ml d'eau distillée et a 0,125 ml de
réactif de FC. Le mélange est ensuite agité et incubé pendant 6 min, avant d'ajouter 1,25 ml

de Na2CO3 (7%). La solution est ensuite ajustée avec d'eau distillée jusqu'a un volume

final de 3 ml. Aprés incubation dans I'obscurité (30 min), lI'absorbance est lue a 760 nm par
rapport a un blanc préparé (figure 11).

Figure 11 : Dosage de la teneur en polyphenols totaux (TPT) par la méthode FC.
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4.2. Dosage de la teneur en flavonoides totaux (TFT)

Tout d'abord, 100 pl de l'extrait (1 mg / ml) est mélangé avec 0,3 ml de nitrite de sodium
a 5%. Aprés environ 5 min, 0,3 ml d’AICI3 a 10% sont ajoutés. Puis, aprés 6 min, 2 ml
supplémentaires d'hydroxyde de sodium 1M (NaOH) sont ajoutés. La solution est ensuite
ajustée avec de l'eau distillée jusqu'a un volume final de 2.5 ml. L’intensité de la couleur

du complexe flavonoide-aluminium & été mesurée a 510 nm (figure 12).

Figure 12 : Dosage de la teneur en flavonoides totaux (TFT) par la méthode de

complexation des flavonoides a Aluminium.

5. Evaluation des activités biologiques

5.1. L’activité de piegeage des radicaux DPPH

Ce test est largement utilisé pour déterminer l'activité antioxydante d'extraits bruts ou de
composes purifiés de plantes. Le radical DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) est une
molécule stable soluble dans le méthanol, caractérisée par sa couleur violet foncé avec un
maximum d'absorption a 515 nm. Les antioxydants (AH) ou d'autres espéces radicalaires
sont capables de réagir avec ce radical stable en lui fournissant un électron ou un atome
d'’hydrogéne, le réduisant ainsi en 2,2-diphényl-1-hydrazine (DPPH-H) ou en une
hydrazine analogue substituée (DPPH-R) caractérisée par une couleur incolore ou jaune
pale qui peut étre facilement suivie a l'aide d'un spectrophotometre (Njoya, 2021),
(figure 13).
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Figure 13 : Evaluation de I’activité antioxydante par la méthode piégeage du radical
DPPH.

6. Evaluation des activités antibactériennes

6.1. Souches bactériennes testées

Les deux (2) espéces bactériennes utilisées dans notre travail sont des souches disponibles
au sein de notre laboratoire (Tableau 4).

Tableau 4 : Espéces bactériennes testées.

Espece a Gram positif Espece a Gram négatif

Staphylococcus aureus ATCC25923 Escherichia coli ATCC25922

Ces espéces bactériennes ont été choisi parce qu’elles représentent les espéces a Gram
positif et a Gram négatif, les plus répondues dans les infections mammaires et qui
présentent une forte résistance aux ATBs.

6.2. Préparation de ’inoculum

L'inoculum a été préparé en cultivant les microorganismes (Staphylococcus aureus
Escherichia coli ) dans une gélose nutritive a 37°C pendant 12 heures et une concentration
denviron 1,5 x 108 unités formant colonies (UFC/ml) a été utilisée pour l'analyse

antibactérienne (aromatogramme et antibiogramme) (Hayouni et al. 2007).
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6.3. Activité antibactérienne

La méthode de diffusion en puits d'agar a été réalisée en étalant chaque suspension
bactérienne sur la surface de plaques d'agar de Mueller-Hinton contenant quatre puits de
6 mm de diamétre. Les puits ont été remplis avec environ 30 ul de chacune des
concentrations d'extraits utilisées (625, 1250, 2500, 5000 pg/ml). L'éthanol a été utilisé
comme test de contrble. Tandis que ’antibiogramme a été effectué en utilisant des ATBs
commerciaux (Gentamicine, Cefazolin, Cefotaxime, et Acide Pipemidique) de 6 mm de
diamétre déposés dans les boites de Pétri préalablement préparées. Les boites pétris ont été
incubées a 37°C pendant 24h. Les résultats ont été exprimés en termes de diametre (mm)
de la zone d'inhibition (Kaushik et al. 2010).
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Résultats et Discussions
1 . Résultats

1.1. Résultats du rendement d’extraction, et du dosage des métabolites secondaires

Comme le montre le tableau 05, I'extraction hydroalcoolique de la propolis par la méthode
de macération nous a permis de calculer le rendement d'extraction (18,2%) exprimé en
pourcentage du résidu sec par rapport au poids initial. Le contenu en polyphenols totaux
a éte déterminé comme équivalent d'acide gallique en milligramme par gramme de résidu
sec (113,65+2,41 mg AGE/g RS), alors que le contenu en flavonoides totaux a été calculé
en équivalence de catéchine en milligramme par gramme de résidu sec (0,072+0,039 mg
CE/g RS). (Figure 14 et 15).

Tableau 05: Resultats du rendement d’extraction, des teneurs des polyphenols totaux
ET flavonoides totaux.

Parameétres Rendement Polyphenols Flavonoides
d’extraction (%) (mg AGE/g RS) (mg CE/g RS)
Propolis 18,2% 113,65+2,41 0,072+0,039
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Figure 14 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique.
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Courbe d'étalonnage de la catéchine

0.3

0.25 ——
0.2

0.15 /

0.1

0.05
-

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 14 1.6
Concentration (ug/ml)

Absorbance 510nm

Figure 15 : Courbe d’étalonnage de la catéchine.

1.2. Résultats de I’activité antioxydante

L’activité antioxydante de l'extrait de propolis contre le radical DPPH a été mesurée en
suivant la réduction de ce radical, qui s'accompagne du passage de la couleur violette
(DPPH-) a la couleur jaune (DPPH-H) a 515 nm. Ainsi, l'extrait hydroéthanolique de
propolis & une capacité significative a piéger le radical DPPH, comme le montre la

figure 16, avec une concentration inhibitrice de 1Cs0=2,95 mg/ml.
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Figure 16 : Résultats de I’activité antioxydante par inhibition du DPPH.
1.3. Résultats de activité antibactérienne

Les figures 17, 18 et 19 refletent les résultats des tests d'inhibition effectués par diffusion
sur gelose (méthode de puits) et par méthode des disques d'antibiotiques. L’interprétation
des résultats a montré une forte activité antibactérienne de l'extrait de propolis a la
concentration de 5000 pg/ml avec des zones dinhibition de 22,50+1,67 mm
et 25,50+£0.50 mm contre E. coli, et S. aureus respectivement. Aux deux concentrations de
2500 et 1250 pg/ml, I'extrait & montré la méme activité avec des zones d'inhibition de
20,50+0,33 mm et 14,50+0,33 mm contre E. coli, et S. aureus respectivement. Alors que
pour la concentration de 625ug/ml I'extrait de propolis a eu plus d'effet sur S. aureus avec
une zone d'inhibition de 12+0,00 mm, que sur E. coli avec une zone d'inhibition de
10,50+3,00 mm. Ces résultats ont été comparés a ceux des antibiotiques qui ont montré des
zones d'inhibition contre E. coli, et S. aureus respectivement exprimées comme suit :
GEN (311,00 mm et 35,50+0,50 mm), CZ (14,50+0,33 mm et 24,50+0,35 mm),
CT (10,50+0,33 mm et 11+0,67 mm), et PI (060,00 mm et 35+0, 50 mm), ou il a été
constaté que I'efficacité de I'extrait de propolis dépasse celle des deux ATBs appartenant a
la famille des céphalosporines (CZ et CT de la 1ere et 2eme génération respectivement) et

a celui de la famille des Quinolones (PI de la 1ere génération).
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Figure 17: Résultats de I’activité antibactérienne des différents extraits de propolis.
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Figure 18 : Résultats de I’antibiogramme:
Gentamicin (GEN), Cefazolin (CZ), Cefotaxime (CT), et Pipemidic acid (PI).
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Figure 19 : L'activité antibactérienne par diffusion en puits d'Agar, et les méthodes de
disques d'antibiotiques. A et B : Activité antibactérienne de la propolis contre E. coli,
et S. aureus respectivement. C et D : Activité antibactérienne des antibiotiques contre
E. coli et S. aureus respectivement.
2. Discussion

Les résultats de cette étude ont révelé que l'extrait hydroéthanolique de la propolis obtenu
par maceration pendant une période de 24 heures a conduit a un rendement d'extraction
important évalué a 18,2% et que le résidu sec obtenu contenait une quantité importante de
polyphenols totaux estimee a 113,65+2,41 mg AGE/g RS, avec une teneur négligeable en
flavonoides de 0,072+0,039 mg CE/g RS. En effet, nos résultats sont en accord avec ceux
de (Socha et al., 2015) qui ont montré dans leur étude menée pour estimer la composition
phénolique et l'activité antioxydante de la propolis de différentes régions de la Pologne que
le contenu phénolique total des échantillons de propolis variait de
150,05 a 197,14 mg AGE/g, tandis que le contenu total en flavonoides était de 35,64 a
62,04 mg QE/qg. lls ajoutent que I'acide phénolique dominant était I'acide p-coumarique, et

I'acide férulique. Parmi les flavonoides, la chrysine, la naringine et la galangine étaient
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dominantes. D'autre part, I'étude de (Segueni et al., 2021) montre apres I'analyse de deux

échantillons de propolis d'origine Algérienne et Turque que les niveaux de composés
phénoliques sont inférieurs a nos résultats, variant de 19,51 + 0,86 a 219,66 + 1,23 mg
AGE/qg pour les phénols totaux et de 5,27 + 0,07 a 74,57 £ 1,03 QE/g pour les flavonoides.
De méme, une étude réalisée sur les effets de différentes concentrations d'éthanol
(20, 50, 80%) sur le contenu phénolique total et le contenu total en flavonoides dans la
propolis Malaisienne montre également des niveaux faibles par rapport a notre étude ou les
plus hauts TPT et TFT ont été enregistrés a 80% d'éthanol, soit 8,898 mg AGE/ml et 0,034
mg QE/ml respectivement (Yusof et al., 2020).

(Freires et al., 2018) expliquent que les principales catégories de composés présents dans
la propolis sont les phénoliques et les flavonoides. Cependant, la composition de la
propolis varie considérablement en fonction de la région géographique et de la saison de
collecte. En outre, l'activité antioxydante de l'extrait de propolis contre le radical DPPH qui
est mesurée en suivant la réduction de ce radical, qui s'accompagne du changement de la
couleur violette (DPPH-) a la couleur jaune (DPPH-H) mesurée par un spectrophotometre
a 515 nm montre que I'extrait hydroéthanol de propolis a une capacité significative a piéger
le radical DPPH, avec une concentration inhibitrice de 1Cso = 2,95 mg/ml. Ces résultats
sont en accord avec ceux de (Mihai et Marghitas, 2010) qui indiquent une capacité
antioxydante de la propolis de Transylvanie qui varie entre 1,67 mg/ml et 3,28 mg/ml.
Cependant, nos résultats restent faibles par rapport a une étude menée sur l'activité de
piégeage des radicaux DPPH de la propolis Camerounaise qui a montré une activité de
piégeage des radicaux avec des ICso de 5, 6 mg/ml et de 1,07 mg/ml pour I’extrait
hexanique et méthanolique respectivement, comparé a l'acide 3p-hydroxylanostan-9,24-
dien-21-oique (ICso = 1,22 mg/ml) et & ceux des antioxydants standards a savoir : I’acide
gallique (ICso = 0,30 mg/ml) et la vitamine C (ICso = 0,80 mg/ml) (Talla et al., 2017).
Alors que, les résultats des tests d'inhibition effectués par diffusion en puits d'agar ont
montré une forte activité antibactérienne de I'extrait de propolis a la concentration
de 5000 pg/ml avec des zones d'inhibition de 22,50+1,67 mm et 25,50+0,50 mm contre
E. coli et S. aureus, respectivement. Aux deux concentrations de 2500 et 1250 pg/ml,
I'extrait montre la méme activité avec des zones d'inhibition de 20,50+0,33 mm

et 14,50+0,33 mm contre E. coli et S. aureus, respectivement. Alors que pour la
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concentration de 625ug/ml I'extrait de propolis a eu plus d'effet sur S. aureus avec une

zone d'inhibition de 12+0,00 mm, et une zone d'inhibition de 10,50+3,00 mm contre
E. coli. En effet, I'activité antibactérienne obtenue dans nos résultats dépasse celle trouvée
dans I'étude réalisée par (Rahman et al., 2010) sur l'activité antibactérienne de la propolis
contre Staphylococcus aureus et Escherichia coli avec une zone d'inhibition modérée de
13,0 £ 0,09 a 15,0 + 0,11 mm contre ces deux bactéries respectivement en utilisant une
concentration (5,48 mg/ml) proche de celle utilisée dans notre étude. lls suggérent
également que S. aureus est plus sensible a I'effet de la propolis que E. coli. De méme,
(Lestari et Permana, 2020) dans leur étude pour déterminer l'effet de la propolis sur la
croissance des bactéries Staphylococcus aureus et Escherichia coli a différentes
concentrations (30%, 50%, 70% et 90%) confirme que la propolis a un effet inhibiteur sur
la croissance des colonies de S. aureus avec la meilleure valeur de concentration de 90%,
tandis qu'elle n'a aucun effet sur les colonies de E. coli. Ces données sont en désaccord
avec nos résultats, car l'extrait utilisé dans notre étude avait un bon effet sur les deux
souches bactériennes (gram négatif et positif). De plus, ces résultats ont eté comparés a
ceux des antibiotiques qui ont montré des zones d'inhibition contre E. coli, et S. aureus,

respectivement exprimées comme suit :

GEN (31+£1,00 mm et 35,50+0,50 mm), CZ (14,5+0,33 mm et 24,50+0,35 mm),
CT (10,50£0,33 mm et 110,67 mm), et Pl (060,00 mm et 35£0,50 mm), ou il a été
constaté que I'efficacité de I'extrait de propolis dépasse celle des deux ATBs appartenant a
la famille des céphalosporines (CZ et CT de la 1ére et 2éme génération respectivement)

et a la famille des Quinolones (PI de la 1ére génération).
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[onclusion et Perspectives
V. Conclusion et perspectives

L'augmentation de la résistance bactérienne aux antibiotiques de synthése, ainsi que le
risque potentiel de transfert de médicaments par le lait maternel, ont incité la recherche de
médicaments antibactériens alternatifs. Cette recherche a montré que la propolis
Algérienne peut étre un substituant approprié de ces médicaments synthétiques en raison
de sa teneur élevée en acide phénolique, qui lui confére un puissant effet antioxydant et

surtout antibactérien contre les bactéries gram positives et négatives.

A la lumiére des résultats obtenus, et vu I’effet important des produit de la ruche, il serait

donc important d’explorer d’autres voies de recherche.

I1 serait aussi intéressant d’élargir I’éventail des espéces microbiennes testées, et faire des

associations avec les produits de la ruche pour voir d’éventuel effet synergique.
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ABSTRACT

Mastitis, caused by Escherichiacoli and Staphylococcus aureus, is a common infection in
nursing mothers. Antibiotics (ATBs) are the mainstay of treatment for mastitis. However, given
the potential for transfer of antibiotics from mother to infant, as well as the problem of bacterial
resistance to synthetic ATBs, it is critical to develop new natural compounds with antibacterial
properties. Thus, the aim of this work is to determine the phytochemical content, antioxidant
capacity, and in vitro antibacterial activity of the hydroethanol extract of an Algerian propolis
against the two above-mentioned bacterial strains, in comparison with four ATBs namely:
Gentamicin (GEN), Cefazolin (CZ), Cefotaxime (CT), and Pipemidic acid (PI). Estimates of
total polyphenol and total flavonoids revealed levels of 113.65+2.41 mg AGE/g DR, and
0.072+0.039 mg EC/g DR respectively. Evaluation of antioxidant activity revealed a significant
ability to scavenge 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical (IC50=2.95+0.70 mg/mL).
Bacterial inhibition tests performed by the agar well diffusion method showed at the
concentration of 5000 pg/mL a strong antibacterial activity with inhibition zones of 22.5+1.67
mm and 25.5£0.50 mm against E. coli, and S. aureus respectively, compared to GEN (31+1.00
mm and 35+0.50 mm), CZ (14.5£0.33 mm and 24.50£0.35 mm), CT (10.50+0.33 mm and
11+0.67 mm), and PI (06+£0.00 mm and 35+0.50 mm) against E. coli, and S. aureus respectively.
These results show that the efficacy of propolis extract exceeds that of the two ATBs belonging to
the cephalosporin family (CZ and CT of the 1st and 2nd generation respectively) and the
Quinolones family (P1 of the 1st generation).

Keywords: Antibiotics; antioxidant; Escherichia coli; propolis; Staphylococcus aureus.

INTRODUCTION mastitis, tests such as milk leukocyte count,

Mastitis is a common condition in lactating
women (Wilson et al. 2020). It affects between
3% and 20% of all nursing women. Primiparity,
breast-pump use, nipple-shield use, previous
history of mastitis, and nipple trauma are all risk
factors (Mitchell et Johnson 2022). Mastitis is
characterized by unilateral discomfort, redness,
and swelling of the breast, and may be
accompanied by flu-like symptoms (fever, chills
and aches) (Wambach 2003). Erythema, oedema,
and unilateral tenderness of the afflicted breast
are commonly seen on examination. In cases of
breast abscess, a fluctuating, painful, hard breast
mass and overlying erythema is seen. In order to
distinguish infected mastitis from non-infectious

bacterial colony count and culture may be useful
(Betzold 2007; Barlow 2011). Staphylococcus
aureus, which includes methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA), S. epidermidis,
streptococci, and gram-negative rods, are the
most prevalent bacterium associated with
mastitis (Kateete et al. 2013). Escherichia coli,
and Pseudomonas aeruginosa have also been
found to cause acute mastitis (Underwood et al.
2015). Supportive treatment, efficient milk
extraction, symptomatic treatment (pain
medication, use of anti-inflammatory
medications), probiotic treatment, and antibiotic
therapy are all principles of mastitis treatment
(Jahanfar et al. 2009). For staphylococcal and
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streptococcal infections, penicillin, dicloxacillin
and cephalosporins are recommended; while for
gram-negative organisms, cephalexin or
amoxicillin can be used (Yang et al. 2018). A
prospective study of a sample of 840 women in
the United States found that 86% of women with
mastitis received antibiotics, with the majority
receiving cephalexin (46%), while, the remainder
received amoxicillin, ampicillin and
amdinocillin-clavulanate (Foxman et al. 2002).
There is a high risk of transmission of antibiotics
used by breastfeeding mothers to newborns
through breast milk. While the majority of
medicines used by breastfeeding women have no
adverse effects on their newborns, they can
sometimes have serious consequences (Mathew
2004). Exposure to antibiotics in early childhood
has been linked to an increased risk of non-
communicable disorders, including allergies and
obesity. Furthermore, the influence of antibiotics
on the creation of the neonatal gut resistome, as
well as the role of the microbiota as a reservoir of
resistance genes, are linked to the increasing
number of antibiotic-resistant pathogens
(Nogacka et al. 2018). However, faced with this
dual constraint of transferring antibiotics from
mother to infant, as well as the problem of
bacterial resistance to synthetic antibiotics, it is
essential to develop new natural compounds with
bactericidal properties. Propolis, sometimes
known as bee-glue, commonly referred as a
“natural antibiotic” is a resinous compound
produced and utilized by bees (Apismellifera L.)
to seal hive walls and strengthen the comb and
hive entrance borders, which is already being
used by humans since ancient times for its
pharmaceutical properties, including antioxidant,
anti-inflammatory, and antimicrobial activities
(Bruschietal. 2017). It is relatively nontoxic and
safe, and it's used in cosmetics and "natural
products” for self-treatment because of its
antiseptic, antimycotic, and bacteriostatic
characteristics (Desai, 2016). The main
compound categories present in propolis are
phenolics and flavonoids. However, the
composition of propolis varies greatly depending
on geographical region and collection season
(Freires et al. 2018). All types of propolis possess
significant antimicrobial activity against various
types of microorganisms, including bacteria,
fungi, and virus (Mohammadzadeh et al. 2007).

Anti-inflammatory and antimicrobial activity
against Streptococcus mutans, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Porphyromonas
gingivalis, Pseudomonas aeruginosa (among
others) have been demonstrated (Freires et al.
2018). Propolis is gaining popularity in the
pharmaceutical, food, and cosmetic industries
as a result of its medical characteristics, and it is
now being used in products for human
consumption, such as drinks and food additives
(Pascoal et al. 2014). Indeed, the objective of
this work is to determine the phytochemical
content, the antioxidant capacity and the in vitro
bactericidal activity of the hydroethanolic
extract of propolis against mastitis induced by
Escherichia coli and Staphylococcus aureus in
breastfeeding women in comparison with four
antibiotics namely: Gentamicin (GEN),
Cefazolin (Cz), Cefotaxime (CT), and
Pipemidicacid (PI).

MATERIALS AND METHODS
Preparation of propolishydroethanolic
extract
The hydroalcoholicof a propolis from the region
of Saida in Algeriawas prepared according to the
method described by Mohdaly et al. (2015)
(Mohdaly et al. 2015). 10 g of propolis powder
samples were extracted overnight at room
temperature with 100 ml of hydroethanol
solution (70%). The extract was filtered through
a Whatman filter paper (No. 1), and the solvent
was evaporated using a rotary vacuum
evaporator and the dry residue was stored at 4C°
for further analysis.

The yield (R%) was calculated according to
the following formula:

o) = Mass of dry risdue obtained (g)
R (%) Mass of raw material used (g) x 100

Total Phenolic Content (TPC)

The total phenolic content of the samples
was determined using the Folin-Ciocalteu
reagent, as reported by Serairi-Beji et al. (2018)
(Serairi-Beji et al. 2018). 0.5 mL distilled water
and 0.125 mL Folin-Ciocalteu reagent were
mixed with an aliquot of diluted sample fraction.
Before adding 1.25 mL Na,CO,, the mixture was
mixed and incubated for 6 minutes (7 percent).
The solution was then diluted to a final volume
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of 3 mL with distilled water and properly mixed.
The absorbance was measured at 760 nm against
a prepared blank after incubation in the dark.
Through the calibration curve with Gallic acid,
TPC was represented as milligrams Gallic acid
equivalents per gram dry weight (mg GAE/g
d.w.). The range of the calibration curve was
0-100 g/mL. Three replications of each sample
were performed.

Total Flavonoid Content (TFC)

The colorimetric method described by Kim
et al. (2003) was used to determine the total
flavonoid content of the extracts. 100 pL extract
was combined with 0.4 mL distilled water, then
0.03 mL sodium nitrite solution (5 percent
NaNO,) was added. After 5 minutes, 0.02 mL of
a 10% AICI3 solution was added. After 5
minutes, add 0.2 mL of 1 M Na,CO, solution and
0.25 mL of distilled water. A vortex was used to
agitate the mixture, and absorbance was
measured at 510 nm. TFC was calculated as mg
catechin equivalent per gram dry weight (mg
CE/g d.w.) using the catechin 0-500 g/mL
calibration curve (R’ = 0.99). Triplicate samples
were tested.

DPPH Radical-Scavenging Activity

The method of Sanchez-Moreno et al.
(1998) was used to measure DPPH radical-
scavenging activity. Rapidly, 50 pL of each
extract at various concentrations (from 0.078 to
5 mg/mL) were added to 1.95 mL of DPPH
(0.025 g¢g/L) methanolic solution.
Simultaneously, a negative control is made by
combining 50 liters of methanol with 1.95 mL of
DPPH methanolic solution. The mixture was
briskly shook before being allowed to stand at
room temperature for 30 minutes in the dark. At
515 nm, the absorbance of the resultant solution
was measured. The scavenging activity was
represented as IC50 (mg/mL), which is the dose
necessary to inhibit DPPH by 50%. Plant
extracts with a lower IC50 value have stronger
antioxidant activity. The percentage of radical-
scavenging is calculated according to the
following equation:

where:

A0 is the absorbance of the control (DPPH
solution without extract).

Aistheabsorbance inthe presence of extract.

Antibacterial Activity

The inoculum was prepared by culturing
the microorganisms in nutrient broth at 37°C for
12 hours and a concentration of approximately
1.5 x 10° colony forming units (CFU/ml) used
for the antimicrobial analysis (Hayouni et al.
2007). The Agar-well diffusion method was
performed by spreading each bacterial
suspension over the surface of Mueller-Hinton
agar plates containing four wells of 6 mm
diameter. Wells were filled with approximately
30 uL of each of the extract concentrations used
(625, 1250, 2500, 5000 ug/mL). Ethanol was
used as a control test. While the antibiogram
were performed by the disc diffusion method
using commercial antibiotic discs (Gentamicin,
Cefazolin, Cefotaxime, and Pipemidic acid) of 6
mm diameter deposited in the previously
prepared Petri dishes. The plates were incubated
at 37°C for overnight. The results were
expressed in terms of the diameter of the
inhibition zone and sterile water used as control
(Kaushiketal. 2010).

RESULTS

As shown in Table 1, the hydroalcoholic
extraction of propolis using maceration method
allows us to calculate the extraction yields
(18.2%) expressed in percentages relative to the
initial weight. The total phenol content was
determined as Gallic acid equivalent in
milligram per gram dry residue (113.65+2.41
mg GAE/mg DS.), while total flavonoid was
calculated as catechin equivalent in milligram
per gram dry residue (0.072+0.039 mg CE/g
DS.). In addition, the antioxidant activity of the
propolis extract against the DPPH radical was
measured by tracking the reduction of this
radical, which is accompanied by the passing of
the purple color (DPPH-) to the yellow color
(DPPH-H) at 515 nm. Thus, the hydroethanol
extract of propolis has a significant capacity to
trap the DPPH radical, as shown in Figure 1,

0- with an inhibitory concentration of 1C,,=2.95
196=20-A 100 B
A0 mg/mL.
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Table 1. Results extraction yield, total phenol, and total Flavonoid.

Parameters
(%)

Extractionyield

Flavonoids
(mg CE/g RS)

Polyphenols
(mg GAE/g RS)

Propolishydroalcoholic 18.2%

extract

113.65+2.41 0.072+0.039

&

é,gooo -

08000 -
£ 70.00 -

56000 .

= 50.00
Py

0 40.00 -
8 30.00
2 30.
£20.00 -

o 10.00 -

|C50=2.95 mg/ml.

b
A~ 0.00 ;
0

2 4
Concentration of popolisextract(m g'mL)

Figure 1. Results of DPPH radical-scavenging activity

Figures 2, 3 and 4 reflect the results of the
inhibition tests carried out by agar well
diffusion and antibiotics disk diffusion methods
and showed a strong antibacterial activity of
propolis extract at the concentration of 5000
pug/mL with inhibition zones of 22.5+1.67 mm
and 25.5+£0.50 mm against S. aureus, and E. coli
respectively. At the two concentrations of 2500
and 1250 pg/mL the extract exhibit the same
activity with inhibition zones of 20.5£0.33 mm
and 14.5+£0.33 mm against S. aureus, and E. coli
respectively. While for the concentration of
625ug/mL the propolis extract had more effect
on S. aureus with an inhibition zone of 12+0.00
mm, and an inhibition zone of 10.5+3.00 mm

against E. coli. These results were compared to
those of antibiotics which showed inhibition
zones against E. coli, and S. aureus respectively
expressed as follows: GEN (31+1.00 mm and
35+0.50 mm), CZ (14.5+0.33 mm and
24.50£0.35 mm), CT (10.50+0.33 mm and
11+0.67 mm), and PI (06+0.00 mm and 35+0.50
mm), where it has been found that the efficacy of
propolis extract exceeds that of the two ATBs
belonging to the cephalosporin family (CZ and
CT of the 1st and 2nd generation respectively)
and the Quinolones family (Pl of the 1st
generation).
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Figure 2. Results of the antibacterial activity of propolis extract.
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Figure 3. Results of the antibacterial activity of the tested antibiotics:
Gentamicin (GEN), Cefazolin (CZ), Cefotaxime (CT), and Pipemidic acid (PI).
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Figure 4. The antibacterial activity by Agar-well diffusion, and antibiotics disk methods.
A and B: Propolis antibacterial activity against E. coli, and S. aureus respectively.
C and D: Antibiotics antibacterial activity against E. coli, and S. aureus respectively.

DISCUSSION flavonoid content of 0.072+0.039 mg CE/g DR.

Indeed, our results are in agreement with those

The results of this study revealed that the  of Sochaetal. (2015) who showed in their study
hydroethanol extraction of propolis obtained by  conducted to estimate the phenolic composition
maceration during a period of 24 hours resulted  and the antioxidant activity of propolis from
inan important extraction yield evaluated to 18%  various regions of Poland that the total phenolic
and that the dry residue obtained contained a  content of propolis samples ranged from 150.05
significant amount of total phenols estimated at  to 197.14 mgGAE/g, while the total flavonoid
113.65+2.41 mg GAE/g DR, with anegligible content was 35.64-62.04 mgQE/g. They add that
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the dominant phenolic acid was p-coumaric acid,
and ferulic acid. While, among the flavonoids,
chrysin, naringin and galangin were dominant.
On the other hand, the study of Segueni et al.
(2021) shows after the analysis of two samples of
propolis of Algerian and Turkish origin that the
levels of phenolic compounds are lower than ours
findings, varying from 19.51 + 0.86 to 219.66 +
1.23 mg GAE/qg for total phenols and from 5.27 +
0.07 to 7457 + 1.03 QE/g for flavonoids.
Similarly, a study carried out on the effects of
different ethanol concentrations (20, 50, 80%) on
the total phenolic content and total flavonoid
content in Malaysian propolis also shows low
levels compared to our study where the highest
TPC and TFC were recorded at 80% ethanol, i.e.
8.898 mg GAE/ml and 0.034 mg QE/ml
respectively (Yusof et al. 2020). Freires et al.
(2018) explain that the main compound
categories present in propolis are phenolics and
flavonoids. However, propolis composition
varies significantly depending on geographical
region and collecting season. Furthermore, the
antioxidant activity of propolis extract against the
DPPH radical which is measured by following
the reduction of this radical, which is
accompanied by the change from purple colour
(DPPH-) to yellow colour (DPPH-H) measured
by a spectrophotometer at 515 nm shows that the
hydroethanol extract of propolis has a significant
capacity to scavenge the DPPH radical, with an
inhibitory concentration of IC50 = 2.95 mg/mL.
These findings are in agreement with those of
Mihai and Marghitas (2010) which indicate an
antioxidant capacity of Transylvanian propolis
that varies between 1.67mg/ml and 3.28mg/ml.
However, our results remain low compared to a
study conducted on the DPPH radical scavenging
activity of Cameroonian propolis which showed
that the radical scavenging activity varied from
the Hexane extract of Foumban propolis (IC50 =
5. 6 mg/mL) to the Methanol extract of Foumban
propolis (IC50 = 1.07 mg/mL) for the extracts
and from 3B-hydroxylanostan-9,24-dien-21-oic
acid (1C50 = 1. 22 mg/mL) compared to those of
the standard antioxidants gallic acid (IC50 =0.30
mg/mL) and vitamin C (IC50 = 0.80 mg/mL)
(Talla et al. 2017). Whereas, the results of the
inhibition tests carried out by agar well diffusion
showed a strong antibacterial activity of propolis
extract at the concentration of 5000 pg/mL with

inhibition zones of 22.5£1.67 mm and
25.5+0.50 mm against E. coli, and S. aureus
respectively. At the two concentrations of 2500
and 1250 pg/mL the extract exhibit the same
activity with inhibition zones of 20.5£0.33 mm
and 14.5+0.33 mm against S. aureus, and E. coli
respectively. While for the concentration of
625ug/mL the propolis extract had more effect
on S. aureus with an inhibition zone of 12+0.00
mm, and an inhibition zone of 10.5+3.00 mm
against E. coli. Indeed, the antibacterial activity
obtained in our results exceeds that found in the
study carried out by Motior and Co (Rahman et
al. 2010) on the antibacterial activity of propolis
against Staphylococcus aureus and Escherichia
coli with moderate zone inhibition 0f 13.0 £0.09
to 15.0 £ 0.11 mm against these two bacteria
respectively using a concentration (5.48 mg ml-
1) close to the one used in our study. They also
suggest that S. aureus is more sensitive to the
effect of propolis than its Gram-negative
counterpart E. coli. Similarly, Arum et al
(2020)(Lestari et Permana, 2020) in their study
to determine the effect of propolis on the growth
of Staphylococcus aureus and Escherichia coli
bacteria at different concentrations (30%, 50%,
70% and 90%) confirms that propolis has an
inhibitory effect on the growth of S. aureus
colonies with the best concentration value of
90%, while it has no effect on E. coli colonies.
These findings are in disagreement with our
results, as the extract used in our study had a
good effect on both bacterial strains (gram
negative and positive).In addition, these results
were compared to those of antibiotics which
showed inhibition zones against E. coli, and S.
aureus respectively expressed as follows: GEN
(31+1.00 mm and 35+0.50 mm), CZ (14.5+0.33
mm and 24.50+0.35 mm), CT (10.50+0.33 mm
and 11+0.67 mm), and Pl (06+0.00 mm and
35+0.50 mm), where it has been found that the
efficacy of propolis extract exceeds that of the
two AT Bs belonging to the cephalosporin family
(CZ and CT of the 1st and 2nd generation
respectively) and the Quinolones family (PI of
the 1st generation).

CONCLUSION
The increase in bacterial resistance to
synthetic antibiotics, as well as the potential risk
of drug transfer via breast milk, has prompted
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the search for alternative antibacterial drugs.
This research has shown that Algerian propolis
may be an appropriate substitute of these
synthetic drugs due to its high phenolic acid
content, which gives it a powerful antioxidant
and especially antibacterial effect against gram
positive and negative bacteria.
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