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Resume

L'utilisation abusive des antibiotiques est le facteur majeur qui contribue a I'apparition de
différents types des bactéries antibiorésistantes. L'émergence et la diffusion croissante de ces derniéres
remettent en question I’efficacite de ces traitements tant chez I’lhomme que chez I’animal, en

conséquence, nous proposons dans cette étude d'autres alternatives thérapeutiques.

Un certain nombre de bactéries multirésistantes fournies par le laboratoire des analyses médicales
de I’hdpital d’Ain Tedeles (Mostaganem) a fait I’objet d’études morphologiques, physiologiques et
biochimiques et a conduit a la confirmation de leurs identités, il s’agit des espéces E. coli, Proteus

mirabilis, et Staphylococcus aureus.

L’extraction de I’huile essentielle de 5009 de clou de girofle (Syzygium aromaticum) par la
méthode d'hydrodistillation, a fourni un rendement de 5.516%. La détermination de [I’activité
antimicrobienne in vitro des huiles essentielles est réalisée par un aromatogramme en suivant la méthode
de diffusion sur gélose. Des résultats satisfaisants vis-a-vis des agents pathogenes cliniques expérimentés
ont eté obtenus, les diameétres des zones d’inhibition ont été de I’ordre de 15, 16.20 et 18 mm pour
respectivement Proteus mirabilis, E. coli, et Staphylococcus aureus. L’effet inhibiteur de ces huiles
essentielles est proportionnel aux concentrations testées, les bactéries a Gram positif semblent étre plus

sensibles que les bactéries a Gram positif.

Ainsi, cette étude permet de conclure que I’huile de girofle possede une importante activité

antibactérienne.

Mots clés : multirésistance, Syzygium aromaticum, huile essentielle, activité antimicrobienne,

aromatogramme.



Abstract

The overuse of antibiotics is the major factor contributing to the appearance of different types of
antibiotic-resistant bacteria. The emergence and increasing diffusion of these bacteria call into question
the efficiency of these treatments in both humans and animals. Consequently, in this study we propose

other therapeutic alternatives.

A number of multi-resistant bacteria provided by the laboratory of medical analysis of the hospital
of Ain Tedeles (Mostaganem) was the subject of morphological, physiological and biochemical studies
and led to the confirmation of their identities, it is about E. coli species, Proteus mirabilis, and

Staphylococcus aureus.

The extraction of the essential oil from 500g of clove (Syzygium aromaticum) by the
hydrodistillation method, provided a yield of 5.516%. The determination of the antimicrobial activity in
vitro of the essential oils is performed by an aromatogram following the agar diffusion method.
Satisfactory results with respect to the clinical pathogens tested were obtained, the diameters of the
inhibition zones were of the order of 15, 16.20 and 18 mm for Proteus mirabilis, E. coli, and
Staphylococcus aureus respectively. The inhibitory effect of these essential oils is proportional to the

concentrations tested, Gram positive bacteria seem to be more sensitive than Gram positive bacteria.
Thus, this study allows to conclude that clove oil has an important antibacterial activity.

Keywords: multidrug resistance, Syzygium aromaticum, essential oil, antimicrobial activity,

aromatogram.
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[ Introduction l i

L'antibiorésistance est reconnue comme un probleme majeur en termes de santé humaine et
animale au niveau international. En effet, I'émergence et la diffusion croissante des bactéries résistantes
aux antibiotiques remettent en question I’efficacité de ces traitements tant chez I’hnomme que chez
I’animal. (Arabi, 2018)

Cette résistance se définit par leur capacité a résister a I’activité inhibitrice ou destructrice des
antibiotiques employés selon plusieurs mécanismes : dégradation enzymatique, modification de la cible et

modification de la perméabilité de la paroi cellulaire etc. (\VVerraes et al., 2013).

Ceci a poussé les recherches thérapeutiques vers des solutions alternatives, notamment la
pharmacologie phytofiliere et, en particulier, I’aromathérapie, source importante de médicaments
potentiels grace a leur richesse en métabolites secondaires (huiles essentielles, alcaloides,
polyphénols...etc.) (Girard, 2010).

Actuellement, la recherche sur les plantes médicinales a permis de découvrir de nouveaux
médicaments contre diverses maladies (Derwich et al., 2010). Différentes plantes aromatiques sont
caractérisées par la biosynthese des molécules odorantes qui constituent ce qu’on appelle les huiles
essentielles (HES) connues depuis longtemps pour leur activité antiseptique et thérapeutique dans la
médecine populaire (Bouzouita et Chaabouni, 2008).

Dans notre étude, nous nous sommes intéresses au giroflier (Syzygium aromaticum). Cette plante
médicinale est utilisée traditionnellement, sa richesse en métabolites secondaires et plus spécifiqguement
en huile essentielle, confére plusieurs effets biologiques dont les activités anti-inflammatoires,
antimicrobiennes, anticancéreuses et antioxydantes, cependant, peu de personnes connaissent ses
veéritables propriétés. Les recherches sur I’histoire de cette plante montrent que les clous de girofle avaient
autrefois beaucoup plus de valeur, dés leur essor durant les Grandes découvertes qui ont engendré le
commerce des épices. Cette épice a su motiver plusieurs nations a partir a sa conquéte et cela pendant

plusieurs siécles (Kacemi, 2017).
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Nous avons axé notre mémoire de fin d’étude sur le théme suivant : « Etude de I’activité

antimicrobienne de I’huile essentielle de Syzygium aromaticum vis-a-vis quelques germes antibio-

résistants ».

Ce mémoire est organisé en trois parties :

1. La partie bibliographique comporte trois chapitres :

e Le premier chapitre : est consacré a I'étude de la plante (Syzygium aromaticum), historique,
origine et distribution, description botanique, culture et récolte, les propriétés thérapeutiques,
toxicité de cette plante.

e Le deuxiéme chapitre : est une généralité sur les huiles essentielle (composition, répartition,
et quelques domaines d’utilisation), en plus, il introduit les méthodes d’extraction les plus
utilisées afin d’extraire ces composés aromatiques.

e Le troisieme chapitre : est un apercu sur le monde microbien (morphologie, le pouvoir

pathogene, mécanisme de pathogénicité et la résistance bactérienne).

2. La partie expérimentale : elle comporte le protocole suivi (matériel et méthodes) qui consiste a
extraire I’huile essentielle de cette espéce vegétale par la méthode d’hydrodistillation afin de tester in
vitro son activité antibactérienne par la réalisation d’un aromatogramme d’un coté et de I’autre coté la
réalisation d’un antibiogramme.

3. La partie résultats et discussion : est une présentation des résultats obtenus et leurs discutions.

Le manuscrit se termine par une conclusion générale qui portera sur une lecture attentive des

différents résultats obtenus et des perspectives a entreprendre a l'avenir.
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I.1. Généralité :

Syzygium aromaticum, communément appelé clou de girofle est un bouton floral non ouvert
poussant sur un arbre appartenant a la famille des Myrtacées. Le bourgeon de clou de girofle est de
couleur marron foncé et possede une odeur intense et Iégérement astringente.

C’est une épice couramment consommée qui est utilisée pour la préparation de plusieurs plats
raffinés dans de nombreux foyers, ce qui en fait une épice précieuse du monde. Les clous de girofle sont
consommeés sous forme d’épices entieres ou moulus en poudre et mélangés a des régimes contenant des
céréales, des légumineuses, des noix, des fruits, des légumes, du lait et des produits laitiers, outre son
utilisation culinaire, il est également utilisé pour la gestion et le traitement de I’inflammation, des
dommages au foie, du cancer, du diabéte et d’autres maladies induites par le stress oxydatif pendant
plusieurs siécles, probablement en raison de I’abondance de composés bioactifs tels que les constituants
volatils et non volatils. (Adefegha et al, 2016).

L’huile de clou de girofle est médicinale et principalement utilisée pour aromatiser des patisseries,
des sauces spéciales et des condiments, les utilisations courantes du girofle ont été attribuées a certaines
de ses activités biologiques, insecticides et antioxydants (Oluwasina et al, 2019).

Le clou de girofle est une épice aromatique, cultivée en Inde, a Madagascar, au Sri Lanka, en

Indonésie, dans le sud de la Chine et dans certaines régions d’Afrique.

Cette plante est considérée comme une plante exercant un large éventail d'activités antibactériennes

et anti oxydantes (Osanloo et al, 2018).

I.2. Histoire de I’épice :

Le clou de girofle était trés bien connu des Chinois, et cela bien avant I’ére chrétienne. A cette
époque, il fallait se rafraichir I’haleine en méachant quelques clous avant de pouvoir parler a I’Empereur,
mais le giroflier n’était pas indigene a la Chine pour autant.

Il apparut en Europe vers le IVeme siécle, lorsque I’empereur Constantin, offrit au pape Sylvestre des
richesses d’or, d’argent, d’encens et d’épices parmi lesquelles plus de 50kg de clous de girofle. Il a
également été rapporté qu’une petite boite d’or contenant deux clous de girofle a été retrouvée dans une

sépulture alsacienne datant du V1™ siécle. Ce qui donne une idée de la valeur accordée a cette plante.
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Il est d’usage de penser que les clous de girofle provenaient de Java, jusqu’a ce que les Portugais

découvert I’arbre producteur dans son pays d’origine : les Tles Moluques.
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Figure 1 : Situation geographique des Tles Moluques dans I’archipel indonésien (Barbelet, 2015)

En effet, autre fois, les arabes fournissaient I’Europe en épices, par I’intermédiaire de grands ports
comme Venise. C’est a partir du Xllleme siecle que commenca une véritable course aux épices. En effet
Marco Polo éleva Venise au rang du plus important port commercial. Les prix étaient tellement élevés
que les autres pays européens ont contourné Venise et trouvé de nouveaux itinéraires pour ramener les
épices.

Au Portugal, Vasco de Gama passa par le cap de bonne espérance et réussit a atteindre 1’océan
indien. Tout au long du XVIeme siécle les portugais détinrent le monopole du clou de girofle. Celui —ci

passa aux mains des hollandais en 1605.

A cette époque, les hollandais fournissaient main d’ceuvre et bateaux aux grandes expéditions
européennes. lls ont su profiter de leur position dominante dans les transports maritimes pour prendre le
contréle des Tles Moluques. Suite a une chute des prix, les hollandais brulérent les girofliers en vue de

concentrer les plantations dans un petit groupe d’fles et notamment & Amboine, pour empécher leurs
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rivaux d’acheter les graines et de cultiver leurs propres arbres. Il était alors interdit d’en exporter les

graines ou les plantules sous peine de mort. Les indigénes se révoltérent dans une bataille sanglante car
dans les Tles Moluques, un giroflier était planté a chaque naissance. Les indigénes pensaient que le destin

de I’arbre était lié au destin de I’enfant.

Malgré tous ces efforts pour garder I’exclusivité du commerce du clou de girofle, un compatriote,
Pierre Poivre, intendant des Tles de France et de Bourbon, réussit au terme de plusieurs années a faire
sortir clandestinement le giroflier des les Moluques en 1769. Parmi les cing girofliers introduits a
Bourbon, quatre périrent, et le survivant devient I’ancétre de tous les girofliers présents aujourd’hui sur
I’Tle. C’est par ce chemin que le giroflier fut introduit dans d’autres régions chaudes comme Cayenne,
Saint Domingue et a la Martinique. Par la suite Zanzibar deviendra I’'un des plus importants centres de

production, puis viendra le tour de Madagascar et de I’Indonésie.

De nos jours, les clous de girofle sont disponibles dans toutes les grandes surfaces, a des prix
accessibles, apres avoir bouleversé des civilisations entiéres et couté la vie a de nombreux hommes
(Barbelet, 2015).

1.3. Description botanique de la plante :

Tableau 01 : Classification botanique du Syzygium aromaticum (Goetz et al., 2010)

Sous-régne Tracheobionta
Embranchement Magnoliophyta
Sous-embranchement Magnoliophytina
Classe Magnoliopsida
Sous classe Rosidae

Ordre Myrtales
Famille Myrtaceae
Genre Syzygium

Espece Syzygium aromaticum
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Comme beaucoup d’especes, le giroflier a porté plusieurs noms scientifiques avant d’étre nommé

Syzygium aromaticum:

- Caryophyllus aromaticus L. (1753) - Eugenia aromatica (L.) Baill. (1876)
- Eugenia caryophyllata Thunb. (1788) - Jambosacaryophyllus (Thunb.) Nied. (1893)
- Eugenia caryophyllusSpreng. (1825) - Syzygium aromaticum (L.) Merr. (1939)

Actuellement, les noms Sygygium aromaticum et Eugenia caryophyllus sont tous les deux
employés (Barbelet, 2015).

Cet arbre appartient a la famille des Myrtacées qui comprend des arbustes et des arbres avec
environ 145 genres et plus de 500 espéces trouvées dans les régions tropicales et subtropicales du monde
entier.

Le genre Syzygium comprend environ 500 especes de plantes a fleurs a feuilles persistantes et les

fruits de nombreuses plantes sont comestibles (Famuyide et al., 2019).

I.4. L origine :

Le giroflier est un arbre originaire des iles Moluques en Indonésie. Ses boutons floraux, les clous
de girofle, étaient au cceur du commerce des épices durant les grandes découvertes, et sont aujourd’hui

produits en grande quantité a Madagascar, Zanzibar et toujours en Indonésie. (Barbelet, 2015)

|.5.Culture et récolte :

Le giroflier, comme beaucoup d’autres plantes de la famille des Myrtacées, est habitué aux climats
tropicaux. Il a besoin d’humidité, de chaleur, et d’une altitude basse, ne dépassant pas 300 meétres. Les
climats marins semblent favoriser son développement.

Le giroflier a besoin d’un sol volcanique (ou sédimentaire), au bord de mer, avec une forte
pluviométrie bien répartie sur I’année, et un ensoleillement plus marqué a I’apparition des inflorescences
(Karen, 2012)
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Figure 02 : Un Giroflier de Madagascar (Barbelet, 2015)

La récolte des clous de girofle se fait au moment ou ils contiennent le plus d’essence (lorsqu’ils
sont roses et les pétales pas encore ouverts). Ces clous sont récoltés, apres 6 a 8 ans de culture de I’arbre,
2 fois par an. Ce sont des boutons auxquels on &te le pedicelle manuellement et que I’on met sécher au

soleil jusqu’a ce qu‘ils deviennent brun rouge : Boutons floraux appelés « clous ».

Figure 03 : Branche de giroflier portant les clous en inflorescence terminale (Barbelet, 2015)
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Les racines, les rameaux, les feuilles les fleurs et les fruits contiennent tous une HE dont la

composition differe. Par exemple I’HE des feuilles contient seulement 2 & 3 % d’eugénol. L'huile
essentielle de girofle provient de la distillation des boutons de giroflier traités a la vapeur (Koroch et al.,
2007)

Figure 04 : Séchage des clous sur des nattes a Madagascar (Barbelet, 2015)

|.6.Effet thérapeutique et Utilisation traditionnelle :

Le clou de girofle était connu des Egyptiens et faisait partie des offrandes retrouvées dans les
tombeaux des momies. Les mandarins chinois I’utilisaient depuis 250 avant J.-C. pour parfumer leur
haleine avant de s’adresser & I’empereur. Le clou de girofle a eté retrouvé dans de la céramique syrienne
de —1721 avant J.-C. le clou de girofle est connu dans les écrits ayurvédiques, ou il est utilisé contre les
douleurs, la sciatique, les problemes rhumatologiques, comme antibactérien et antifongique et
anesthésiant local dans le soin des plaies et dans les odontalgies. La médecine ayurvédique I’ utilise dans
les inflammations de la pitta. Les Yorubas d’Afrique de I’Ouest font une infusion pour les gastralgies,
les douleurs dentaires, les problémes gastriques, le vomissement, la fievre et la diarrhée. Il serait aussi
efficace dans le traitement de I’hyperglycémie. Au Maroc, les clous de girofle sont utilisés

traditionnellement comme diurétiques, odontalgiques, tonicardiaques, aromates et condiments aux

propriétés carminatives et stimulantes (Ghedira et al., 2010).
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Le clou de girofle est un antiseptique, antispasmodique, antiparasitaire, antifongique, antibactérien,

anesthésiant et antidépressif du systeme nerveux central. L'huile essentielle de clou de girofle est un
puissant inhibiteur de I'agrégation plaquettaire, c'est donc un anti-inflammatoire. C'est aussi un
antiseptique puissant et un tonique gastro-intestinal et utérin, antinévralgique, anesthésiant local et un
parasiticide (gale) (Aouadhi, 2010).

|.7. Effet antimicrobien :

Le girofle est composé de plus de 15% d'huile essentielle et de 70 a 90% d'eugénol, composé
antibacterien, antiseptique et antifongique. Il y a, également, entre 9 et 15% d'acétate d'eugenol, qui
possede également des propriétés antibactériennes, entre 5 et 12% de béta-caryophyllene, qu’il a une
action stabilisatrice sur la membrane des cellules basophiles, permet de réguler la libération d’histamine,
D'autres actifs sont aussi présents, en plus petites quantités. (Dupont et al , 2007).

L’eugénol est un composé fortement anti-infectieux (bactéricide, virucide et parasiticide). 1l est
notamment actif sur la flore buccale. Il détruit les germes suivants : Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Monilia albicans...etc. Il détruit aussi les champignons a I’origine de certaines mycoses. (\Werner et
al , 2008).

1.8. Toxicité des huiles essentielles de clou de girofle :

Certaines huiles essentielles sont dangereuses lorsqu’elles sont appliquées sur la peau en raison de
leur pouvoir irritant (les huiles riches en thymol ou en carvacrol), allergene (huiles riches en
cinnamaldéhyde) ou photo-toxique (huiles de Citrus contenant des furocoumarines). D’autres huiles
essentielles ont un effet neurotoxique (les cétones comme I’a-thujone sont particuliérement toxiques
pour les tissus nerveux). Il existe aussi quelques huiles essentielles dont certains composes sont capables
d’induire la formation de cancers, c’est le cas par exemple de dérivés d’allybenzenes ou de
propénylbenzénes comme le safrole (Sassafras), I’estragole (Artemisiadracunculus), la p-asarone
(Acorus calamus) et le méthyl-eugénol (Abdelli, 2017)

Les huiles essentielles issues du giroflier peuvent contenir du Méthyl eugénol (en faible quantite).
Il s’agit d’une substance classée comme génotoxique. Les mécanismes sont mal connus, mais
I’hypothese suggére que le méthyl eugénol pourrait induire une endoreduplication et inhiber la
topoisomérase 1. Ces phénomenes endommagent le matériel génétique des cellules.
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Ce n’est pas la seule cause de cette toxicité. Un des facteurs principaux est la présence d’eugenol,
ou plutét la formation de son métabolite. En effet, I’eugénol est métabolisé en quinone méthide qui est
lui toxique pour I’organisme. L’eugénol, en se métabolisant en quinone méthide produit un effet
antioxydant (bénéfique), mais le métabolite ainsi formé et lui pro-oxydant (donc néfaste) (Barbelet,
2015).

Le clou de girofle peut étre irritant pour les voies gastro-intestinales et devrait étre évité chez des
personnes ayant des ulcéres gastriques, des colites ou le syndrome du c6lon irritable.

Dans les surdoses, les clous de girofle peuvent aussi causer des vomissements, des nausées, la
diarrhée et de fortes hémorragies digestives et peut également conduire a I’insuffisance rénale, des
modifications de la fonction hépatique la dyspnée, la perte de conscience, des hallucinations et méme la
mort (Aouadhi, 2010).
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I1.1. Définition :

Les huiles essentielles, sont des extraits volatiles et odorants que I’on extrait de certains végétaux
par distillation a la vapeur d’eau ou incision des végétaux qui les contiennent. Elles sont obtenues a partir
de feuilles, de graines, de bourgeons, de fleurs, de brindilles, d’herbes, d’écorces, de bois, de racines ou
de fruits. Elles se forment dans un grand nombre de plantes comme sous-produits du métabolisme
secondaire. Les huiles essentielles sont des composés liquides trés complexes. Elles ont des propriétés et
des modes d’utilisation particuliers et ont donné naissance a une branche nouvelle de la phytothérapie ;
I’aromathérapie (Arabi ,2018). Selon la norme 1SO 9235, I’huile essentielle est un « produit obtenu a
partir d’une matiéere premiere naturelle d’origine végétale, soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par
des procédés mécaniques a partir de I’épicarpe de fruits de citrus (agrumes), soit par distillation séche,
apres séparation de I'éventuelle phase aqueuse par des procédés physiques » (Barbelet, 2015). Il est
important de distinguer huile essentielle et essence. Cette derniére est une sécrétion naturelle élaborée par
I’organisme végétal, contenue dans divers types d’organes producteurs, variables selon la partie de la
plante considérée. En revanche, une huile essentielle est le résultat d’extraction de I’essence, autrement
dit, I’essence distillée et contrairement a ce que le terme pourrait laisser penser, I’huile essentielle ne

contient pas de corps gras comme I’huile végétale (Dris, 2020).

I1.2. Répartition systématique des huiles essentielles :

Les huiles essentielles n’ont pas une présence générale chez les végétaux. Parmi les 1 500 000
especes végétales recensees, seulement 10% sont capables de synthétiser une essence. Ces plantes sont
alors dites « aromatiques » (Abdelli, 2017). Dans le régne végétal, les huiles essentielles se retrouvent
généralement chez les végétaux supérieurs. Les genres capables d'élaborer les constituants qui les
composent sont repartis dans une cinquantaine de familles dont beaucoup appartiennent aux ordres des
Lamiales, des Astérales, des Rutales, des Laurales et des Magnoliales. Sur le plan quantitatif, les teneurs
en huiles essentielles des plantes pouvant les contenir sont tres faibles, souvent inférieures a 1 %. Des
teneurs fortes comme celle du bouton floral du giroflier (15 %) sont rares et exceptionnelles (Samate,
2002).
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I1.3. Procédés d’extraction des huiles essentielles :

Les huiles essentielles sont obtenues avec des rendements tres faibles (de I’ordre de 1%) ce qui
en fait des substances fragiles, rares, mais toujours précieuses. Plusieurs techniques d’extraction des H.Es
sont connues et utilisées elles sont choisies en fonction de la plante et de la fragilité de ses composants. A
titre d’exemple pour extraire les HE du giroflier, la méthode de la distillation a la vapeur d’eau sera
préférée (Barbelet, 2015).

11.3.1. La distillation a la vapeur d’eau :

C’est la technique la plus couramment utilisée pour la fabrication des HE, car elle minimise les
altérations hydrolytiques (notamment des esters). Dans cette méthode, la matiere végétale n’est pas en
contact avec I’eau. Cette opeération s'accomplit dans un alambic. Un flux de vapeur d'eau traverse une
cuve remplie de plantes aromatiques disposées sur des plaques perforées. Le but consiste a emporter avec
la vapeur d'eau, les constituants volatils de la plante aromatique. La vapeur détruit la structure des cellules
vegétales, libere les molécules contenues et entraine les plus volatiles en les séparant du substrat
cellulosique. Cette vapeur doit étre juste assez chaude pour permettre le relachement de I’HE, mais pas
trop pour ne pas braler I’élément végétal ou altérer I’'HE. A la sortie de la cuve, cette vapeur saturée en
composes volatils traverse un serpentin pour étre refroidie. On obtient aprés refroidissement de l'eau
liquide surmontée d'une couche d'huile essentielle insoluble dans I'eau. (Les HE ont une densité inférieure
a I’eau donc elles flottent a la surface). Cette étape se fait dans un essencier (vase de décantation). Pour
que la vapeur soit produite, la pression doit dépasser celle de I’atmosphere. Dans ces conditions, le point
d’ébullition se situe au-dessus de 100°C, ce qui permet d’extraire plus vite I’HE tout en empéchant sa
dégradation. Il n'y a plus qu'a séparer les deux phases : d'une part, I'huile essentielle, d'autre part, I'eau,
qui contient des molécules aromatiques hydrosolubles : c'est I'hydrolat aromatique (appelé eau florale si
ce sont des fleurs qui ont été distillées). Cet hydrolat est moins concentré que I’HE, il contient moins de
5% de molécules aromatiques. Pour certaines plantes, la distillation ne donne pas d'huile essentielle, mais

uniquement de I'hydrolat aromatique (Laurent, 2017).
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Figure 05 : Schéma du fonctionnement de la distillation a la vapeur d'eau (Barbelet, 2015)

11.3.2. L’hydro distillation :

C’est un procédé d'extraction parmi les plus anciens, apporté par les Arabes au IXe siecle. Cette
technique est tres proche de la distillation a vapeur saturée. La seule grande différence est que la plante
aromatique (entiére ou broyée) est directement immergée dans un alambic rempli d’eau. Ce mélange
est ensuite porté a ébullition. Les vapeurs hétérogénes sont condensées sur une surface froide (Laurent,
2017) Une fois condensées, eau et molécules aromatiques du fait de leurs différences de densité, se
séparent en une phase aqueuse et une phase organique : I’huile essentielle. La distillation peut s’effectuer
avec ou sans recyclage de la phase aqueuse obtenue lors de la décantation. Le principe de recyclage est
communément appelé cohobage. En laboratoire le systeme équipé d’une cohobe qui est généralement
utilisée pour I’extraction des huiles essentielles en accord avec la Pharmacopée Européenne est le
Clevenger. Cette méthode protege les huiles jusqu’a un certain point, dans la mesure ou le fluide
environnant agit comme barriére contre la surchauffe. A pression réduite (sous vide), la distillation a I’eau
s’effectue en dessous 100°C, ce qui aide a protéger tant la matiere végétale que I’HE qu’elle contient. La
durée d’une hydrodistillation peut considérablement varier, pouvant atteindre plusieurs heures selon le
matériel utilisé et la matiére végétale a traiter. La durée de la distillation influe non seulement sur le

rendement mais également sur la composition de I’extrait (Lucchesi, 2005).
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1- Chauffe ballon ; 2- Ballon ; 3- Thermometre ; 4- Réfrigérant ; 5- Entrée et sortie d’eau ;

6- Erlenmeyer ; 7- Matiére a extraire I’essence ; 8- Couche d’huile essentielle.

Figure 06 : Schéma illustratif de I’hydrodistillation simple (Laurent, 2017)

11.3.3. L’Hydrodiffusion :

C’est une variante de I’entrainement a la vapeur. Le flux de vapeur n’est pas ascendant mais
descendant. Cette technique exploite ainsi I’action osmotique de la vapeur d’eau. Le principe de cette
méthode réside dans I’utilisation de la pesanteur pour dégager et condenser le mélange « vapeur d’eau-
huile essentielle » dispersé dans la matiére végétale. Comme pour I’entrainement a la vapeur d’eau,
I’hydrodiffusion présente I’avantage de ne pas mettre en contact le matériel végétal et I’eau. De plus, elle

permet une économie d’énergie due a la réduction de la duree de la distillation et donc a la réduction de la
consommation de vapeur (Arabi, 2018).
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Figure 07 : Schéma du principe de la technique d’hydrodiffusion (Lucchesi, 2005)
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11.3.4. L expression a Froid :

Les huiles essentielles de fruits d’hespéridés ou encore d’agrumes ont une trés grande importance
dans I’industrie des parfums et des cosmétiques. Cependant ce sont des produits fragiles en raison de leur
composition en terpénes et aldéhydes. C’est pourquoi, spécifiguement pour cette catégorie de matiere
premiere, est utilisé un procédé totalement différent d’une distillation classique, qui est I’expression a
froid (Lucchesi, 2005). Le principe de cette technique consiste & rompre mécaniquement les poches a
essences. L’huile essentielle est séparée par decantation ou centrifugation. D’autres machines rompent les
poches par dépression et recueillent directement I’huile essentielle, ce qui évite les dégradations liées a
I’action de I’eau (Arabi, 2018).

11.3.5. L’extraction Par Solvants :

L’extraction est réalisée avec un appareil de Soxhlet. La technique d’extraction « classique » par
solvant, consiste a placer, dans un extracteur, un solvant volatil et la matiére végétale a traiter. Grace a
des lavages successifs, le solvant va se charger en molécules aromatiques, avant d’étre envoyé au

concentrateur pour y étre distillé a pression atmosphérique.

L’emploi restrictif de I’extraction par solvants organiques volatils se justifie par son co(t, les problemes
de sécurité et de toxicité, ainsi que la reglementation liée a la protection de I’environnement. Cependant,
les rendements sont généralement plus importants par rapport a la distillation et cette technique évite

I’action hydrolysante de la vapeur d’eau.

En fonction de la technique et du solvant utilisé, on obtient des hydrolysats (eau comme solvant), des
alcoolats (éthanol dilué), des teintures (éthanol/eau), des résinoides (extraits éthanoliques concentrés) et
des concretes (extraits a froid et a chaud au moyen de solvants divers). Les solvants les plus utilisés a
I’heure actuelle sont I’hexane, cyclohexane, I’éthanol, moins fréquemment le dichlorométhane et
I’acétone. Le solvant choisi, en plus d’étre autorisé, devra posséder une certaine stabilité face a la chaleur,
la lumiére ou I’oxygeéne. Sa température d’ébullition sera de préférence basse afin de faciliter son
élimination, et il ne devra pas réagir chimiquement avec I’extrait, Ces solvants ont un pouvoir d'extraction
plus élevé que I'eau, si bien que les extraits ne contiennent pas uniquement des composés volatils, mais
également bon nombre de composés non volatils tels que des cires, des pigments, des acides gras et bien

d'autres substances (Boukhatem et al., 2019).
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11.3.6. L enfleurage :

Cette méthode se rapproche quelque peu de I’extraction par solvants volatils mais dans ce cas on
utilise des graisses comme solvant, ces derniéres ayant elles aussi une forte affinité avec les composés
odorants, puis les huiles sont récupérées par dissolution dans I'alcool. Cette méthode peut étre realisée a

froid ou a chaud, et on obtient ainsi des absolues de pommade (Lardry et haberkorn, 2007).

I1.4. Composition Chimique Des Huiles Essentielles :

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes de composés organiques possedant des
structures et des fonctions chimiques tres diverses (Lahlou, 2004). Plus de 60 molécules différentes
peuvent entrer dans la composition chimique d’une huile essentielle. Les composés majoritaires peuvent
représenter, a eux seuls, plus de 85% de I’huile alors que d’autres composés ne sont présents qu’a I’état
de traces (Senatore, 1996). L’ensemble de ces constituants appartient, de facon quasi exclusive, a deux
groupes caractérises par des origines biogénétiques distinctes : le groupe des terpenoides d’une part et le
groupe des composés aromatiques dérivés du phénylpropane, beaucoup moins fréquents, d’autre part. Les
huiles essentielles peuvent également renfermer divers produits issus de processus dégradatifs mettant en

jeu des constituants non volatils (Abdelli, 2017).

11.4.1 Les terpénes :

Les terpenes sont des hydrocarbures naturels, de structure cyclique ou de chaine ouverte. Leur
particularité structurale la plus importante est la présence dans leur squelette d’unité isoprénique a cing
atomes de carbone (C5H8) (Hernandez-Ochoa, 2005 ; Fillatre, 2011).

-

Figure 08 : Formule de I’isoprene (Fillatre, 2011)

Les composés terpéniques sont les constituants majoritaires des huiles essentielles, mais les molécules

aromatiques n’en demeurent pas moins des composés importants, a I’exemple du Cinnamaldéhyde qui
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Représente environ 75% de I’huile essentielle de cannelle (Garnéro, 1996).

11.4.2. Les composés aromatiques :

Les composes aromatiques des huiles essentielles sont principalement des dérivés du phénylpropane
Cs-Cs, parmi lesquels se trouvent des aldéhydes (cinnamaldéhyde), des alcools (alcool cinnamique), des
phénols (chavicol, eugénol), des dérivés méethoxy (anéthol, estragol) ou méthyléne dioxy (myristicine, safrol)
(Bruneton, 1999).

OH )\
\ = Iﬁ_ll
% . |:: J
OCH, A =\
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Cinnamaldéhyde Alcool cinnamique Eugenol Anéthole Safrol

Figure 09 : Exemples de composés aromatiques Ce-Cs caractéristiques des huiles
essentielles (Bruneton, 1999).

Il est cependant possible de rencontrer des composés C6-C1, comme la vanilline (assez fréquente) et
I’anthranilate de méthyl, ainsi que des lactones derivées des acides cinnamiques (les coumarines, par exemple)

étant, au moins pour les plus simples d’entre elles, entrainables par la vapeur d’eau (Bruneton, 1999)
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Figure 10 : Exemples de composes aromatiques Cs-C1 rencontrés dans les huiles essentielles
(Bruneton, 1999).
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11.4.3. Les composés d’origines diverses :

Il existe un nombre non négligeable de composés volatils issus de la dégradation de terpénes non
volatils (c’est le cas par exemple des ionones qui proviennent de I’auto-oxydation des caroténes) et
d’acides gras (les petites odorantes, comme par exemple le (3Z)-hexen-1-ol ou le décanal, qui sont

obtenues a partir des acides linoléique et a-linolénique) (Abdelli, 2017).

Si la concentration de ces composés est généralement tres faible, ils peuvent cependant avoir une
influence considérable a I’exemple de la B-damascenone. Cette molécule, issue de la dégradation des
terpenes, ne représente que 0.14% de I’huile essentielle de rose (Rosa damascena). Elle est pourtant un
contributeur majoritaire de I’odeur de cette huile (Dris , 2020).

[1.4.4. Notion de chémotype :

Le chémotype d’une huile essentielle est une référence précise qui indique le composant
biochimique majoritaire ou distinctif présent dans I’huile essentielle. Cet élément permet de distinguer
des huiles essentielles extraites d’une méme variété botanique mais d’une composition biochimique
différente (Abdelli., 2017).

Cette classification permet de sélectionner les huiles essentielles pour une utilisation plus précise,
plus sdre et plus efficace. Ce polymorphisme chimique existe chez certaines especes : Thymus vulgaris,
Menthospicoto, Origanumvulgare. Il est important de noter que les huiles essentielles a chémotypes
différents présentent non seulement des activites différentes mais aussi des toxicites trés variables (Pibiri,
2005).

I1.5. Facteurs de variabilité de la composition chimique des huiles essentielles

Etant formées de mélanges généralement complexes, les huiles essentielles présentent une trés
grande variabilité, tant au niveau de leur composition, qu’au plan du rendement des plantes d’origine.
Cette variabilite est fondamentale car les activités biologiques qui découlent des huiles essentielles
peuvent étre tres différentes (Garnéro, 1991 ; Bruneton, 1999). Cette variabilité peut s’expliquer par
différents facteurs d’origine intrinséque, spécifiques du bagage génétique de la plante ou extrinseque, liés
aux conditions de croissance et de développement de la plante (Abdelli , 2017).
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11.6. Quelques domaines d’utilisation des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont étroitement liées a I’histoire de I’humanité. En effet depuis les
anciennes civilisations, I’homme utilise les substances odorantes a chaque instant de sa vie quotidienne,

les principaux domaines d’application étant les suivants :

. L’alimentation : les huiles essentielles entrent dans la composition des aliments sous
formes d’aromates ou d’épices et peuvent servir en méme temps comme agents de
conservation des aliments, grace a leur effet antimicrobien, et ce d’autant plus qu’elles
sont reconnues comme saines (Caillet Lacroix, 2007 et Obame, 2009).

o L’industrie cosmétique : C’est I’'un des plus grands consommateurs des substances
odorantes. En effet, les produits de toilettes (parfums, savons, laits, shampooings, pates et
poudres, dentifrices), seront appréciés selon leur fragrance. L’homme étant toujours a la
recherche de sensations nouvelles, les industries de la parfumerie et la cosmétique
utilisent abondamment les substances odorantes volatiles pour I’élaboration des gammes
de produits de plus en plus diversifiés (Lucchesi, 2005)

o Domaine médical : I’emploi des huiles essentielles en thérapeutique est lié a leurs propriétés
Pharmacodynamiques diverses et souvent marquées. Parmi les plantes a huiles essentielles, on trouve les
antiseptiques surtout employes dans les maladies des voies respiratoires ou urinaires, certaines agissent

comme stimulants du systéme nerveux central, pouvant provoquer des convulsions a hautes doses.

Les huiles essentielles renferment des substances antivirales, elles ont aussi des propriétés
antifongiques dues au menthol, au néo-menthol, a la menthone et a I’acétate de menthyle, des propriétés

antibactériennes et également des activités antioxydants (Obame, 2009)

I1.7. La conservation des huiles essentielles

Aprés distillation, les huiles essentielles doivent étre filtrées, puis stockées dans des cuves
hermétiques inaltérables entreposées dans une cave fraiche. Leur mise en bouteille doit se faire
uniquement dans des flacons en verre opaque brun ou bleu pour assurer leur conservation a l'abri de la

lumiére et de lI'oxygene (Laurent, 2017).
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I11.1. Généralités :

Plusieurs chercheurs suspectaient I’existence des étres vivants invisibles provoquaient les
maladies, les premiéres observations au microscope furent sans doute réalisées entre 1625 et 1630 sur des
abeilles et des charangons par I’Italien Francesco stelluti a I’aide d’un microscope probablement fabrique
par Galilée. Cependant la premiére personne qui réellement observa et décrivit des microorganismes est

un Hollandais, amateur de microscope (Escott et al, 2006).

[11.2. Les bactéries pathogenes :

Le monde bactérien, comprend plusieurs milliers d'espéces mais, seulement pres d'une centaine est
pathogéne pour I'homme et I'animal. Une bactérie pathogene est susceptible d'induire, lorsqu'elle infecte
un hote, une maladie se traduisant par des signes anormaux, I'un des plus constants étant la fievre. Mais il
faut distinguer, les pathogénes authentiques qui déclenchent régulierement une maladie chez des
individus aux défenses immunitaires normales, des pathogenes dits opportunistes qui, dans la grande
majorité des cas, ne sont a l'origine d'infections que chez des sujets aux défenses immunitaires altérées.
(Leclerc et al, 1995).

[11.3. Les type de bactéries :

On peut diviser le domaine des "Bacteria” en trois grands groupes. Les procaryotes a Gram
négatif pourvus d'une paroi, les procaryotes a Gram positif pourvus d'une paroi et les procaryotes
dépourvus de paroi ». La classification de Bergey sépare les bactéries en 4 divisions, selon la présence ou
non d’une paroi et selon la nature de cette paroi, que I’on peut déterminer grace a la coloration de GRAM.
(Garrity et al, 2005)

1. Les bactéries a GRAM négatif. 2. Les bactéries a GRAM positif.

3. Les mycoplasmes (bactéries sans paroi). 4. Les archaebactéries.
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I11.3.1. Les bactéries a Gram Négatif :

Ils représentent plus de 66 % des bactéries répertoriées dans la classification de Bergey. Elles
possedent une paroi qui donne a la cellule sa forme. Cette paroi est formée d’une couche de

peptidoglycane comprise entre la membrane externe et la membrane cytoplasmique (Huc, 2011).

I11.3.2. Les bactéries a Gram positif :

Moins nombreuses que les GRAM négatif. Leur paroi est plus simple mais plus épaisse. D’un
aspect uniforme, elle est constituée de peptidoglycanes dans lesquels sont dispersés d’autres composants

comme les acides teichoiques. (Huc, 2011)

Gram-Positive Gram-Negative
Liplpleichoic acid

Lipopolysacchandes :
Teichoic acid ) Phospholipids
Peptidoglycan “ Outer

\ N membrane layer

Periplasmic space
Cell membrane

Membrane

Cell L
protein

membrane

o Membrana
protein

Figure 11 : Représentation de la structure des deux types de paroi Gram (+) et Gram (-)
(Huc, 2011)
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I11.4. Caractéristiques de quelques germes :

111.4.1. Escherichia coli :

111.4.1.1. Découverte :

En 1885, I’allemand Theodor Escherich décrit pour la premiere fois la bactérie Escherichia coli,
bactérie isolée a partir des selles de nourrissons, qu’il nomma tout d’abord Bacterium coli commune. Ce
n’est que 70 ans plus tard que le nom d’Escherichia coli (E.coli) est réellement retenu en hommage aux
travaux de T. Escherich (Diallo, 2013).

I11.4.1.2. Caracteristiques :

Le genre Escherichia fait partie de la famille des Entérobactériaceae, appartenant a la classe des
Protéobactéries. Une bactérie du genre Escherichia est un bacille & Gram négatif, aero-anaérobie
facultatif, non halophile possédant une nitrate réductase et une catalase et dépourvue d’oxydase. E.coli est
une bactérie mobile avec une structure flagellaire peritriche (quelques souches rares sont devenues
immobiles) et non sporulée. Sa température optimale de croissance est de 37°C. Bactérie non exigeante,
elle est capable de croitre sur des milieux ordinaires, elle fermente le lactose et produire de I’indole et
possede différentes enzymes telles que la lysine décarboxylase (LDC) et I’ornithine décarboxylase

(ODC). La majorité des souches fermentent le sorbitol (Baliere, 2016).

111.4.1.3. Habitat :

E.coli constitue une espéece bactérienne sous-dominante du microbiote aero-anaérobie facultatif
intestinale de I’Homme et des animaux. La colonisation du tube digestif commence des les premiéres
heures apres la naissance et le rythme de division d’E. Coli lui permet de garder pendant toute la vie de
I’individu sa place dominante dans la flore (une division toutes les 20 min a 37 °C et en conditions
favorables. Cela fait de cette bactérie un excellent indicateur de la présence de matiére fécale dans les
eaux. Cependant, certaines souches d’Escherichia coli peuvent étre pathogénes entrainant alors des
gastroentérites, infections urinaires, méningites, ou septicémies Cette bactérie représente 80 a 90 % des
coliformes thermotolérants ou coliformes fécaux (capables de fermenter le lactose a 44.5°C). L’espece
E.coli est une bactérie versatile qui comprend a la fois les bactéries commensales du tube digestif, des
bactéries pathogenes et des bactéries adaptées a I’environnement (Diallo, 2013 ; Loukiadis, 2007).
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Tableau 02 : La classification d'Escherichia coli. (Soumaila, 2012).

Régne Procaryote

Domaine Bacteria
Phylum Proteobateria
Classe Gamma Proteobateria
Ordre Enterobacteriales
Famille Enterobacteriaceae
Genre Escherichia
Espece Escherichia coli

I11.4.1.4. Caracteres culturaux :

Elle se développe en 24 heures a 37 °C sur les milieux gélosés en donnant des colonies rondes,
lisses, a bords réguliers, de 2 a 3 mm de diametre, non pigmentées Sur gélose au sang.

Les colonies de E. coli sont lisses, gris terne, et de 2 a 3 mm de diameétre. Sur milieu Mac
Conkey, Les colonies d'E coli Lactose-positives, sont de couleur rose a rouge, plates, séches et de 2 a 3
mm de diamétre, elles sont géneralement entourées d'une zone rose plus foncée des sels biliaires
précipités.

Les colonies E. coli lactose négatif produisent des colonies incolores sur Mac qui sont de 2 a 3
mm de diametre.la figure 12 représente la culture d’Escherichia coli lactose positif sur milieu Mac
Conkey. (Hart et al., 1999).

23
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Figure 12 : Aspects des colonies d’E. coli sur déférents milieux de culture (Biokar site web).

I11.4.1.5. Le pouvoir pathogene et Mécanisme de pathogénicité :

Lors d’un processus infectieux, les pathogénes doivent pouvoir pénétrer dans I’organisme hote, s’y
établir de facon durable en échappant aux mécanismes de défenses de I’héte et s’y reproduire. Durant
I’évolution, les souches pathogenes d’E. coli ont acquis de nombreux déterminants de pathogénicité. Des
facteurs de virulence intervenant a toutes les étapes du processus infectieux, de méme que dans différents

types d’infections, peuvent étre décrits chez les diverses souches d’E. coli (Toe, 2018).

Chez les souches d’E.coli responsables de diarrhées, le mécanisme de pathogénicité se déroule de facon
générale selon les étapes suivantes : apres I’entrée des bactéries, une adhésion a la surface des cellules

épithéliales se fait, grace a des fimbriae et des adhésines.

e Des adhésines: conférant aux souches qui les possedent la propriété de se fixer aux cellules
épithéliales. De nature protéique, elles sont portées le plus souvent par des pili communs.
L'adhérence constitue une étape essentielle de la pathogenese des infections dues aux bactéries

entériques.

e Autres facteurs : capsule, des protéines de la membrane externe et le LPS, les sidérophores.
(Khayar, 2011).

Il se produit ensuite une colonisation de la muqueuse iléale, expression de la virulence qui mobilise le

systeme de I’héte et favorise une multiplication cellulaire abondante. A partir de cette étape, la suite du
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mécanisme dépend du type de pathovars. Certaines souches détruisent les cellules de la bordure en brosse

de la muqueuse intestinale, d’autres produisent une enterotoxine cytotoxique, provoquant une diarrhée
aqueuse. Les pathovars dotés de cette propriété, envahissent la muqueuse et /ou produisent des toxines
destructrices de tissus cellulaires suscitant une dysenterie et le plus souvent une réaction inflammatoire
chez I’hdte (Toe, 2018).

111.4.1.6. Résistance aux antibiotiques :

E.coli est I’un des microorganismes les plus fréguemment isolés dans les échantillons cliniques.
La résistance a plusieurs médicaments chez E.coli est devenue un probléme bouleversant observé chez
I’homme et a été reconnu comme contribuant a la dissémination des génes de résistance aux antibiotiques.
Le contrdle de la dissémination des souches multirésistantes est problématique en raison du tres petit
nombre d’antibiotiques disponibles. En raison de la résistance croissante aux Céphalosporines, aux
fluoroquinolones et aux aminoglycosides, les carbapénemes sont progressivement devenus le dernier
agent de résistance aux infections potentiellement mortelles d’E.coli en raison de leur agent antimicrobien
a large spectre. Néanmoins, avec une consommation croissante de carbapénémes, I’émergence d’E.coli
résistants aux carbapénemes est devenue un grave probleme de santé publique dans le monde entier (Tian
et al., 2020).

111.4.2. Staphylococcus aureus :

I11.4.2.1. Caractéristiques :

Staphylococcus aureus est un pathogéne humain majeur qui a été mis en évidence en 1881 par
Alexander Ogston. Aprés une analyse microscopique d’infections purulentes, Ogston a découvert des
bactéries rondes, groupées en forme de grappes de raisin d’ou I’association des termes grecs staphyle,
grappe de raisin et kokkos, grain. Il est maintenant établit que S. aureus est une bactérie Gram-positif,
aéro-anaerobie facultative qui produit une catalase et une coagulase, et qui peut tolérer une activité en eau
tres réduite (Aw=0.83). Dans des conditions optimales, la division cellulaire se produit
approximativement tous les 20 min avec un diamétre de cellule allant de 0.5 a 1.5um. S.aureus est

capable de croitre sur une large gamme de milieux de culture sélectifs ou non sélectifs.
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Figure 13 : Aspect de S. aureus en microscopique électronique (X 20000) (Alioua, 2015)

Les Staphylocoques sont classés parmi les bactéries a Gram positif, leur ADN est faible en % GC,
dans le phylum des Firmicutes, classe des Bacilli, ordre des Bacillales et de la famille de

Staphylococcaceae (Belkacem, 2017).

Tableau 03 : Classification de Staphylococcus aureus (Belkacem, 2017).

Régne Bacteria

Phylum Firmicutes

Classe Bacilli

Ordre Bacillales

Famille Staphylococcaceae

Genre Staphylococcus

Espece Staphylococcus aureus
I11.4.2.2. Habitat :

C’est une bactérie commensale de la peau et des muqueuses dont la niche principale est la fosse
nasale. La colonisation est définie comme le portage asymptomatique de la bactérie et concerne environ

26
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30 a 50% de la population générale au niveau nasal. D’autres sites peuvent également étre colonisés par

S. aureus tels que le pharynx, l'intestin, le périnée, la peau et les aisselles. Si I'Homme est le principal
réservoir, ces bactéries sont également retrouvees dans I’environnement (eau, air, surfaces, aliments) et

chez I’'animal, notamment d'élevage (Couderc, 2015).

111.4.2.3. Caracteres culturaux :

Staphylococcus aureus sont des germes peu exigeants sur le plan nutritif et tolérent de grandes
variations, se cultivent facilement sur milieux usuels simples en aérobie dans des températures de 7 a
48,5 °C avec un optimale de 30 a 37 °C et un pH de 4,5 a 9,3 avec un optimal de 7 a 7,5. Il est capable de
se multiplier dans des milieux contenant 5 a 10 % de NaCl. Ces caractéristiques conferent a S. aureus la
capacité de coloniser une grande variété d’aliments (Alioua, 2015).

En milieu liquide, la culture est rapide, en quelques heures un trouble homogéne puis un dépot
sont observés, il n’y a pas de production de pigments en milieu liquide.

Sur milieux solides, les colonies observées apres 24 heures d’incubation sur gélose ordinaire sont
larges (diametres de 1a 3 mm) circulaires, légerement bombées lisses, luisantes. La pigmentation des

colonies peut varier du blanc au jaune ou jaune orangé (Belkacem, 2017).

I11.4.2.4. Pathogénicité et facteurs de virulence :

Les infections a S.aureus sont dans la majorité de cas causées par les souches commensales du
patient suite a I’expression d’un ensemble de facteurs qui lui procure son pouvoir pathogene et sa
virulence. Les infections suppuratives superficielles dues a ce germe sont causées par les facteurs
d’adhésion et des protéines de surface afin d’adhérer aux cellules et aux tissus de I’h6te causant ainsi des
impétigos et infections de plaies. L’infection peut aller a un stade plus grave grace aux enzymes dont le
role est la dégradation des tissus pour atteindre la circulation sanguine, elles peuvent étre plus profondes
et méme graves (septicémie, endocardites) en cas d’absence ou de non efficacité du traitement. De plus,
S.aureus synthétise des toxines responsables du syndrome du choc toxique, des entérotoxines causant des
toxi-infections alimentaires et d’autres facteurs dans le but d’échapper aux systémes immunitaires de
I’héte (Davido, 2010).
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Tableau 04 : Facteurs de virulence de Staphylococcus aureus (Davido, 2010).

Résiste a la phagocytose et diminue I’acces des neutrophiles a la
bactérie, lui donnant le pouvoir de persistance dans le tissu
infecte.

Cette protéine s’adhére au fibrinoctine et au plasma de I’hote ce
qui favorise I’attachement de s.aureus. D’autre part la protéine
Ase lie sur la région Fc des Ig G dans une mauvaise orientation
ce qui perturbe I’opsonisation et la phagocytose.
La formation de biofilm par les souches de S. aureus procure a
cette derniére une persistance et une dispersion dans
I’environnement et une meilleure résistance.

La liaison du Clumping factor au fibrinogene du plasma et sa
transformation en fibrine coagule le plasma De I‘h6te ce qui
favorise la dissémination du germe et sa résistance a la

phagocytose.

S’insere sur la membrane cytoplasmique des leucocytes et forme
des pores. Elle est responsable de pneumonie nécrosante et des
infections cutanées contagieuses.

Des toxines ayant la capacité de former des pores sur la
membrane des cellules eucaryotes provoquent une fuite
osmotique. Comme elles ont aussi une activité cytolytique vis-a-
vis des plaquettes et des monocytes.

Ce sont des immuno-simulateurs de nature protéique résistant la
chaleur et aux protéases, impliqués dans le syndrome du choc
toxique et des gastro—entérites. lls ont la faculté de déclencher la
synthese rapide des cytokines (112, IFNa, IFNf) a des niveaux
toxique ce qui cause une altération des organes

I11.4.2.5. Résistance aux antibiotiques :

Staphylococcus aureus est a I’origine de diverses infections d’origine communautaire et associées
aux soins. De plus, S.aureus présente la capacité de former un biofilm sur les tissus natifs ou les
dispositifs médicaux implantés, ce qui entraine une tolérance aux concentrations élevées
d’antimicrobiens. Les infections causées par des bactéries intégrees au biofilm sont difficiles & éradiquer

en raison d’une matrice polymeére extracellulaire, qui les protége des antimicrobiens et des cellules
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immunitaires de I‘héte. En effet, I’hétérogénéité des populations de cellules de biofilm, y compris les

cellules persistantes tolérantes aux antibiotiques caractérisées par un état lent ou non croissant, rend les
bactéries intégrées au biofilm nettement moins sensibles aux antimicrobiens que leurs homologues
planctotoniques. De plus, I’émergence de la propagation de souches de Staphylocoques résistantes a
différents agents antimicrobiens, dont la méthicilline, la vancomycine, la daptomycine et /ou la
rifampicine, représente une menace sérieuse pour la santé mondiale. Ce scénario est encore compliqué par
le fait que les pipelines de production pour le développement de nouveaux antibiotiques se sont taris au
cours des dernieres décennies, entrainant une exigence cruciale pour identifier de nouvelles stratégies
thérapeutiques pour contrbler les infections bactériennes principalement dues a des bactéries
multirésistantes intégrées dans un biofilm (Tkhilaishvili et al., 2020 ; Couderc, 2015).

111.4.3. Proteus mirabilis

111.4.3. 1. Généralités :

Le genre Proteus a été découvert par un pathologiste allemand nommé Gustav Hauser. C’est par
analogie a Protée, Dieu de I’océan dans la mythologie grecque, qui avait le pouvoir de changer de forme a
volonté, que Hauser a donné le nom a cette bactérie qui se caractérise par I’envahissement de la gélose.
Les deux premiéres espéces Proteus mirabilis et Proteus vulgaris ont été initialement décrites par Hauser.
(Leulmi, 2015). Proteus mirabilis causent 90% de ces infections. En raison de leurs habitats variés, elles

ont plusieurs voies possibles d’infections humaines (Liu ,2010).

111.4.3. 2. Habitat :

Les Proteus sont largement distribués dans I'environnement naturel, y compris I'eau polluée, le sol
et le fumier. En raison de leur activité protéolytique, leur capacité d’hydrolyser I'urée en ammoniac et en
dioxyde de carbone, ainsi que de la désamination oxydative des acides aminés, ces bactéries sont
impliquées dans la décomposition de la matiere organique d'origine animale. Ils sont également présents
dans les intestins des étres humains et des animaux. Par conséquent, ils sont souvent isolés de matiéres
fécales humaines et animales, ainsi que des sources associées telles que les eaux usées et de la viande en
décomposition. P. mirabilis a été le plus souvent isolé des chiens, des vaches et des oiseaux (Leulmi,
2015).
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111.4.3. 3. Caractéristiques :

Proteus est un Bacille & Gram négatif ; tres polymorphe ; dans les cultures jeunes, il existe des
formes longues et filamenteuses ces formes longues peuvent disparaitre pour donner des petits bacilles
droits de 0,3 a 3 pum, généralement elles sont trés mobiles, possédent des ciliatures tres abondantes et
longues (bactérie envahissante) (Leulmi, 2015). Proteus est une bactérie aéro-anaérobie facultative,
fermentant le glucose avec production de gaz, H2S +, oxydase négatif, catalase positif, possede une
nitrate-réductase, Rouge de méthyle positif et VVoges- proskauer négative. Les caracteres TDA, ONPG.
Indiquent qu’il s’agit d’un Proteus mirabilis. Elle peut utiliser I'urée, forme des films transparents sur un
milieu de croissance, utilise le citrate. Elle peut vivre dans des environnements hautement alcalins. Ces
caractéeres biochimiques sont facilement mis en évidence sur les galeries miniaturisées (Archambaud,

2004). Les caractéres biochimiques d’identification de I’espece sont présentés dans le (tableau 05).

Tableau 05 : Caractéres biochimiques de Proteus mirabilis (Archambaud, 2004)

+

La classification des bactéries de genre Proteus a changé au cours du XXe siécle. Le genre
Proteus est actuellement défini comme appartenant a la famille des Enterobacteriaceae au sein de I’ordre
Enterobacteriale qui regroupe I’espéce Proteus mirabilis (Bergey’s, 1998).
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Tableau 06 : Classification de Proteus mirabilis (Bergey’s ,1998).

Embranchement Proteobacteria
Classe Gamma proteobacteria
Ordre Entrrobacteriale
Famille Entrrobacteriaceae
Genre Proteus
Espece Proteus mirabilis

I111.4.3. 4. Caractéeres culturaux :

Proteus mirabilis se développe en aéro-anaérobiose. Elle n’a pas d’exigence particuliére. Il pousse
bien sur milieux ordinaires (c’est une Entérobactérie) a 37°C. Les Proteus ont tendance a envahir la
gélose et a y former un tapis uniforme. Selon I‘espéce, on identifie le caractére macrosopique de la
colonie : type R (rugueux), type M (muqueux), type S (Smooth=lisse) (Leulmi, 2015).

- Sur milieu liquide (bouillon nutritif, bouillon trypto-caséine soja, eau peptonée) sont abondantes
avec souvent un voile en surface et un dépét, dégagent une odeur fétide particuliere.

- Sur milieu solide gelose (envahissement) plusieurs facteurs favorise I’envahissement :
concentration d’agar, température d’incubation ; présence d’électrolytes (Archambaud, 2004).

Figure 14 : Aspect du genre Proteus sur GN (\Www.slideplayer.fr)
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[11.4.3. 5. Le pouvoir pathogéne :

Les Proteus sont des pathogenes opportunistes, provoquant différents types d'infections, y
compris les infections de plaies, la méningite du nouveau-né ou des nourrissons, la polyarthrite
rhumatoide (PR) et la gastro-entérite, cependant, ces bactéries sont rarement associées aux infections
d'origine alimentaire. Ils peuvent également coloniser le tractus urinaire, dans certaines circonstances, ou
il est considéré comme un pathogéne opportuniste et I'une des principales causes des infections des voies
urinaires (UTI) chez les patients hospitalisés avec sondes urinaires ou & des anomalies structurelles et / ou
fonctionnelles au niveau des voies urinaires, comme apres une intervention chirurgicale dans le systéme
génito-urinaire (Khayar,2011)

P. mirabilis provoque une infection urinaire avec la fréquence la plus élevée parmi toutes les espéces de
Proteus. Il est impliqué dans les infections compliquées et les infections chez les patients cathétérisés
pendant une longue durée. Les Proteus sont souvent associés aux infections nosocomiale et peuvent

causer deux types d'infections urinaires, les infections hématogénes et les infections ascendantes,

cependant, ces dernieres sont les plus causées par ces micro-organismes (Leulmi, 2015).

111.4.3. 6. Résistance aux antibiotiques :

Les souches de P. mirabilis indole-négatif sont généralement plus sensibles aux antibiotiques que
celles de P. vulgaris, P. penneri, et P. hauseri. P. mirabilis a une résistance intrinséque a la
nitrofurantoine et la tétracycline résiste naturellement a la colistine, aux polymyxines et aux furanes, mais
généralement il est sensible aux amino et uréido-pénicillines (ampicilline, amoxicilline, pipéracilline),
aux céphalosporines, aux aminosides (amikacine, gentamicine et tobramycine), imipénéme,
ciprofloxacine, et triméthoprime-sulfaméthoxazole. Toutefois, des niveaux élevés de résistance a la
ciprofloxacine ont été signalés pour P. mirabilis dans les hopitaux ou l'utilisation de cet agent est libre. La

résistance intrinseque a la tétracycline peut étre utilisée comme un marqueur d'identification de ce micro-
organisme (Esskouri, 2011).

Une épidémie de P. mirabilis résistant a la fois a la gentamicine et a I’antiseptique chlorhexidine,
ainsi que sept autres agents antimicrobiens, a été signalée comme étant la cause des infections des voies
urinaires chez 90 patients en Angleterre en 1987. Lors d'une épidémie inhabituelle dans une pouponniére
de I'népital, la souche de P. mirabilis qui était responsable de bactériémies et méningites des nouveau-nés
était sensible a la tétracycline. Ce modéle antimicrobien trés inhabituel a été utilisé comme marqueur de

retracer I’épidémiologie (Leulmi, 2015).
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IV.1. L’Objectif :

La résistance aux antibiotiques est devenue une véritable préoccupation a cause de ceci beaucoup

des études ont été réalisées pour la recherche des composés antimicrobiens alternatifs, en particulier a
partir des extraits des plantes cela est devenu plus important que jamais grace aux vertus thérapeutiques
dans des journaux spécialisés de microbiologie ou présentées lors de congrés scientifique

d'aromathérapie.

Les huiles essentielles possédent des activités antibactériennes importantes et peuvent se substituer
avec succes aux antibiotiques qui montrent leurs inefficacités a I’encontre des microorganismes réesistants.
Ce qui nous a conduit & évaluer scientifiquement, I’activité antimicrobienne de la plante Syzygium

aromaticum (clous de girofle) pour prouver leur efficacité contre des bactéries multi-résistantes.

Cadre de I’étude :

La partie expérimentale de cette étude a lieu au laboratoire pédagogique de I’université Abdelhamid
Ibn Badis Mostaganem (UMAB) et au laboratoire des analyses médicales de I’hdpital Adjel Belatrech de

Ain Tedeles (Mostaganem) de la période allant du mois d’Avril jusqu’au mois de Juin 2021.

1V.2. Matériel et méthodes :

IV.2.1. Choix et origine des souches bactériennes testées

Les souches bactériennes destinées aux tests antibactériens sont des souches cliniques relativement
résistantes aux antibiotiques. Elles nous ont été aimablement fournies par le laboratoire des analyses
médicales de I’hopital d’Ain Tedeles (Mostaganem). Il s’agit d’E. coli, Proteus mirabilis et

Staphylococcus aureus.

IV.2.2. Milieux de culture :

Tous les milieux de culture et d'identification utilisés pour I'isolement et la purification des
souches bactériennes pathogenes d'origine clinique sont mentionnés dans I’annexe (2). La
gélose nutritive a été utilisée pour le repiquage de I’ensemble des souches étudiées ainsi que
pour la conservation des souches a 4°C et la gélose Mueller-Hinton pour la réalisation des tests

d’antibiogramme et d’aromatogramme.
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1IV.2.3. L’identification :

La confirmation de I’identité des souches bactériennes pathogénes isolées a été faite par des

examens macroscopiques, microscopiques et biochimiques.

IV.2.3.1. Etude macroscopique :

Les souches cibles ont été isolées sur des milieux sélectifs pour garantir leur pureté.
L’examen macroscopique consiste a étudier l'aspect des colonies obtenues sur milieux solides
aprés 24 heures de culture et a une température de 37°C d'incubation. Il nécessite une
observation a I’eeil nu, en lumiéere naturelle ou artificielle, afin de déterminer la taille, la forme,
la pigmentation, la viscosité, le contour, la couleur des colonies bactériennes et la consistance

parfois caractéristique de chaque espeéce.

I\V.2.3.2. Etude microscopique :

L'examen microscopique, permet d’étudier la morphologie des cellules bactérienne et leur
mode d’association afin de les classer (Joffin et Leyral, 1996). Il inclut I’observation a I'état frais
(examen entre lame et lamelle des bactéries vivantes) et I'observation apres coloration, le plus

souvent sur frottis seches et fixes (coloration de gram). (Annexe 1).

La coloration de gram permet de mettre en évidence les propriétés de la paroi bactérienne
pour distinguer et classifier les bactéries a gram positif (+) et les bactéries a gram négatif (-),
non seulement d'aprés leur forme, mais aussi selon leur affinité pour les colorants, liée a la

structure de leur paroi (Breliére et al., 2009).

IV.2.3.3. Détermination des caracteres biochimiques :

L'identification biochimique permet d'identifier les souches bactériennes en s‘appuyant sur leurs
caracteres biochimiques, ces derniers peuvent révéler des informations vitales nécessaires pour identifier

avec précision les genres et les especes de diverses bactéries dans un échantillon.

Parmi les tests d’identification effectués nous avons le TSI (Triple Sugar Iron), le citrate
de Simmons, le nitrate réductase, le mannitol mobilité, la catalase (Annexe 1), en plus des

galeries d'identification biochimiques en tubes (macro-galerie) et de type APl (Application
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Programming Interface) soit I’API 20E et I’API Staph nécessaires pour déterminer le genre et

I'espéce (annexe 3).

Les galeries, inoculées par des suspensions préalablement préparées, sont incubées
pendant 24 heures a 37°C puis révélées a I’aide des réactifs spécifiques fournis avec les galeries
(Holt et al., 1994).

Enfin, a partir des suspensions précédentes, une gélose nutritive inclinée est ensemencée

puis incubée pour permettre la conservation des bactéries identifiées a 4°C.
IV.2.3.4. Calcul du profil numérique

Sur la fiche des résultats, les tests sont séparés par groupe de trois (chaque groupe de
trois+ tests est numéroté 1, 2 et 4 et séparé du groupe voisin par un trait vertical). Chaque test

donnant une réaction négative prend la valeur 0 (annexe 3).

Pour chaque groupe de trois, uniquement les chiffres positifs sont additionnés, on obtient
un nombre a sept chiffres qui constitue le profil numérique de la souche étudiée (Joffin et
al.,1998).

IV.3. Etude de la sensibilit¢ des souches vis-a-vis des antibiotiques

(antibiogramme) :

L’antibiogramme est réalisé selon la méthode de diffusion de disques en milieu gélosé et
permet de prédire la sensibilité d'un germe a un ou plusieurs antibiotiques dans une optique
essentiellement thérapeutique (Burnichon et texier, 2003). Cette étude a pour but de comparer
I'effet des antibiotiques avec I’effet de I’huile essentielle de Syzygium aromaticum. Les

antibiotiques testés sont mentionnés dans le tableau 09.

IV.3. 1. Préparation de I’inoculum :

La suspension est préparée a partir d’une culture jeune sur gelose nutritive de 18 a 24 heures, ou
quelques colonies des souches cibles ont été prélevées, diluées dans un tube a essai contenant 5 ml de

bouillon nutritif stérile, puis bien homogénéisées par la suite a I’aide de vortex.

Aprés 18 a 24 heures, la suspension bactérienne préparée et bien homogénéisée a été par la
suite standardisée a 0.5 McF (McFarland), soit une D.O de 0,08 a 0,10 lue a une longueur
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d’onde de 625 nm, par utilisation d’un spectrophotométre UV (JENWAY 670) (figure 15). Le
spectrophotometre permet d’ajuster I’inoculum. L’appareil doit étre calibré contre un étalon
d’échelle de McFarland.

Figure 15 : Lecture de la densité optique des suspensions bactériennes sur un

spectrophotomeétre (photo originale 2021)

IV.3.2. Inoculation des géloses :

L’inoculum bactérien doit étre idéalement employé dans les 15 min qui suivent sa

préparation.

L’ensemencement des boites de pétri est réalisé a I’aide d’un écouvillon en coton stérile, un
volume de suspension microbienne standardisée a été ensemencé par étalement sur un milieu de culture
gélosé approprié (Mueller Hinton), tout en éliminant I’excés de liquide en tournant I’écouvillon sur
les parois du tube. Il est important de rejeter I’excés de liquide pour éviter une sur-inoculation
des boites. L’écouvillonnage doit étre effectué sur la totalité de la surface de la gélose dans
trois directions. Cette étape est suivie par un séchage qui peut durer entre 10 a 15 min a température
ambiante (Denis et al., 2011).
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IV.3.3. Dépot des disques imprégnés d’antibiotiques :

Les disques d’antibiotiques correspondants ont été déposés a I’aide d’une pince stérile a la surface
de la gélose inoculée et séchée sans étre déplacés car la diffusion des antibiotiques est tres
rapide. Il est important que les diametres des zones d’inhibition soient mesurables. Donc le

nombre maximum de disques est de six pour les boites de 90 mm de diamétre.

Les boites de pétri ont été fermées et incubées idéalement (a température ambiante) dans les 15
min qui suivent le dép6t des disques, sans dépasser 30 min. Elles ont été par la suite portées a incubation
a 37°C pendant 18 a 24 h. Les boites, si elles sont abandonnées a température ambiante apres dép6t des

disques, la pré-diffusion des antibiotiques engendrera des zones d’inhibition faussement agrandies.

IV.3.4. Lecture des boftes apres incubation :

La lecture des résultats a éte faite par la mesure de la zone d’inhibition représentée par une auréole

formée autour de chaque disque ol aucune croissance n’est observée.

Les résultats obtenus sont comparés aux valeurs critiques figurant dans les tables de lecture
correspondant, ce qui permet de classer la bactérie dans I’une des catégories ; sensible (s), résistante (r) ou
intermédiaire (i). Selon la standardisation nationale de I’antibiogramme en médecine humaine et
vétérinaire de I’année 2011 et le comité de I’antibiogramme de la société francaise de microbiologie
(2018). (Ammari et al., 2011 ; Jehl et al., 2015).

Tableau 07 : liste des antibiotiques utilisés pour I’antibiogramme

(Ammari et al., 2011 ; Jehl et al., 2015).

Ciprofloxacine CIp 5
Tétracycline TE 30
Cefotaxime CTX 30
Neomycine NEO 30
Gentamycine CN 15
Pénicilline G P 1
Spiramycine SP 100
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IV.4. Effets antibactériens des huiles essentielles de Syzygium aromaticum :

IV.4.1. Matériel végétal :

Le choix de la plante aromatique Syzygium aromaticum (figure 16) a été dicté par sa richesse en
substances naturelles, les graines de clou de girofle ont été achetées, sous forme séchée chez un herboriste
de la ville de Mostaganem, tout en tenant compte de I’odeur forte et la couleur éclatante caractéristique de
cette épice. Ces derniéres ont été conservées dans des sachets hermétiques pour servir ultérieurement a

I’extraction d’huile essentielle par la méthode de I’hydrodistillation (figure 17).

Figure 16 : Les graines du Syzygium aromaticum (photo original 2021).

IV.4.2. Extraction des HEs de Syzygium aromaticum par hydrodistillation :

Différentes méthodes sont mises en ceuvre pour I'extraction des essences végétaux. En général le
choix de la méthode d'extraction dépendra de la nature du matériel végétal a traiter ; la distillation reste la
méthode la plus utilisée pour I’extraction des composés aromatiques tres volatils qui sont facilement
analysables par chromatographie en phase gazeuse (Bendjilali, 2004).

Plusieurs paramétres tels que I’état et la quantité du matériel végétal, la nature du solvant et la
quantité d’eau utilisée, la durée de I’extraction, influent sur le rendement. Il a été vérifié que le rendement

diminue fortement d’une part, quand la charge du matériel végétal augmente, et d’autre part, quand une
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quantité d’eau trop importante est utilisée. La quantité d’eau optimale a été estimée au 1/10éme (p/v) de

la quantité de la plante par rapport & I’eau (Boutedjiret, 1990).
Principe de I’hydro-distillation

Selon les recommandations de Bagard, (2008), le principe de I’hydro-distillation est le suivant :

La substance contenant I’espéce volatile a extraire est mélangée avec de I’eau et I’ensemble est
porté a I’ébullition.

La phase gazeuse, contenant I’espece volatile et la vapeur d’eau, arrives-en haut de la colonne de
distillation, passe dans le réfrigérant pour se condenser et donner le distillat qui comporte deux phases

liquides séparables par décantation.
Technique

L’extraction des huiles essentielles du clou de girofle (HE) sont obtenues par la méthode d’hydro
distillation réalisée a I’aide d’un dispositif d’entrainement a la vapeur d’eau illustré dans la Figure 17.
Les graines du Syzygium aromaticum ont été nettoyees et débarrasses de tous éléments etrangers, ensuite
ils ont été déposés dans la cuve sur une grille qui sépare entre la matiere végétale et I’eau distillee.

La distillation a été réalisée par ébullition de 500g de matériel végétal pendant 3 h avec 2000 ml
d'eau distillée jusqu’a I’apparition de la premiére goutte de distillat a la sortie du tube de condensation de
la vapeur (Duru et al., 2003).

La vapeur d'eau et les molécules aromatiques condensées ont été récupérées dans une ampoule a
décantée dans laquelle la décantation a été effectuée. L'huile essentielle obtenue a été séchée en utilisant
le sulfate de sodium anhydre (Na2S04) (figure 18), puis stockée a l'obscurité a 4°C dans un flacon en
verre opaque (Gardeli et al., 2008).
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Entrée de I’eau

Sortie de I’eau

Florentin
[ Bas : hydrolat.

Haute : HEs.

Réfrigérant

Condensateur

Cocote
remplis de la
matiére
végétale, et
I’eau

Plaque
chauffante

Figure 17 : Montage de I’extraction par hydro distillation (photo originale 2021).

La phase aqueuse (eau
distillée + traces d’huile)

La phase organique
(HEs)

Figure 18 : Etapes de séparation des phases de distillat (photo originale 2021).
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IV.4.3. La conservation de I"huile essentielle :

La conservation des huiles essentielles exige certaines précautions indispensables, apres
I’extraction I’HES a été préservée aseptiquement dans un flacon en verre opaque bien scellé de maniére a
la proteéger de la lumiére afin éviter toute dégradation des molécules, il faut également éviter le contact
avec l'air (pas d'ouverture prolongée de flacon), par la suite il faudra garder le flacon a une température

basse entre (4 -5 °C) pour une utilisation ultérieure (Bekhechi et al., 2008).
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Figure 19 : L huile essentielle de S. aromaticum conservée (photo

originale 2021)

IV.4.4. Calcul du rendement :

Selon la norme AFNOR (1986), le rendement en huile essentielle est défini comme étant le
rapport entre la masse d’huile essentielle obtenue apres extraction et la masse de la matiére vegétale

utilisée. Il est exprimé en pourcentage et calculé par la formule suivante :

RHE (%)= (M’/M) x 100

RHE : Rendement en huile essentielle en (%).
M’: Masse d’huile essentielle en gramme.

M : Masse de la plante en gramme.
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IV.4.5. La mesure de PH :

Le pH ou « potentiel d’hydrogene » mesure I’activité chimique des ions Hydrogénes (H+) en
solution. Plus couramment, le pH mesure I’acidité ou la basicité d’une solution. Il s'agit d'un
coefficient permettant de savoir si une solution est acide, basique ou neutre : elle est acide si
son pH est inférieur a 7, neutre s'il est égal a 7, basique s’il est supérieur a 7. (Hamadou et

Touki, 2017).

ERSAL TEST PAPER

pEHI--14

100STRIPS |

Figure 20 : Détermination du pH d’HE de S. aromaticum (photo
originale 2021).

Ainsi, les HE extraites ont été caractérisées par leur pH. La mesure de pH se fait a I’aide
d’un papier pH. Quelques gouttes des HEs extraites ont été mises sur un bout de papier pH, le
changement de la couleur du papier est comparé avec une gamme de couleurs qui varient selon

le pH.
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IV.4.6. Aromatogramme :

L'aromatogramme est un test de laboratoire qui permet aux phytothérapeutes d'analyser in vitro
I'activité antibactérienne des huiles essentielles et de sélectionner plus précisément ceux qui sont capables
de supprimer ou de détruire les germes pathogenes (Damian, 1995).

Il existe différents types d'aromatogrammes tout dépend des milieux utilisés : solides ou bien
liquides. Alors que, dans la pratique quotidienne, le milieu solide est le plus simple et le plus facilement
reproductible (Pibiri, 2005).

L'activité antibactérienne des huiles essentielles a été déterminée par la méthode de diffusion en
gélose (Hazzit et al., 2009). On prépare des boites de pétri (90 mm de diamétre) en versant 20 ml de
milieu Agar Mueller Hinton (MHA) et on laisse solidifier et secher pendant 30 minutes.

Lie coulage des boites avec la
Gelose MH

Gélose — 1 3

< = —_— 3 3
Muelter Hinton = —_—
—_ &6
% —
e ————
e ——
' / — 8 T
h / % — P ———
: e ———

|

==
@ @ Laisse solidifier et sécher
—— e

Figure 21 : le coulage des boites avec la gélose MH.

Entre-temps, la densité des suspensions bactériennes a été ajustée avec le bouillon nutritif stérile
en utilisant un spectrophotométre UV (Jenway 670) pour atteindre la concentration finale de 10® UFC/ml
(Mohapatra et al, 2011). Un volume de suspension microbienne standardisée a été ensemencé par

étalement et étendu uniformément sur la gélose (MH) et laisser sécher pendant 5 min( figure 22).
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Bouillon Suspension

culture bacterienne pure nutritif bacterienne

Suspension
bacterienne
ajustée

Bouillon
nutritif
stérile

L'ensemencement de la g
suspension bacterienne

ajustéee a 'aide d'un
ecouvillon sterile

laisser sécher pendant 5 min

suspension bactérienne
ajustee

Figure 22 : les étapes de la standardisation de la suspension bactérienne a 0.5 Mc
Ferland et leur étalement sur les boites gélosées de MH.
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L'huile essentielle est diluée avec le DMSO afin de disperser les composés et d'améliorer leur

contact avec les microorganismes testés. Les dilutions préparées sont mentionnées dans le Tableau 08.

Les concentrations (%)

Quantité de I’'HE

Tableau 08 : Les dilutions de I’huile essentielle dans le DMSO.

Quantité de DMSO

Volume finale

100 % 5mil 0ml 5 ml
75 % 3,75 ml 1,25 ml 5ml
50 % 2,5ml 2,5ml 5ml
20 % 1ml 4ml 5ml
5% 0,25 ml 4,75 ml Sml
0% 0 ml 5ml 5mi

Des disques de papier Wattman stériles de 6 mm de diametre sont déposés sur la surface des boites
pétri qui sont préalablement coulé et inoculé avec les bactéries testées, ensuite ces disques ont été
imprégnés avec 5 ul d'huile essentielle de déférente concentration a I'aide d'une micropipette, sachant que
la concentration exprimée avec 0 % est le contrle négatif qui a été effectué par le dépdt de 5 pl de
DMSO comme boite témoin (Annexe 3). Les boites sont ensuite fermées et laissées diffuser pendant 15
min & température ambiante puis incubées & 37 ° C pendant 24 heures. Chaque essai a été realisé en trois

répétitions. Comme il est mentionné a la (Figure 23)

Le diametre des halos qui apparaissent autour des disques traduisant I’activité antimicrobienne a
été mesuré a l'aide d'une régle. La sensibiliteé des bactéries testées a I'huile essentielle est classée selon les
diametres d'inhibition : bactéries résistantes (@ <8 mm), bactéries sensibles (9 mm<@ <14 mm), bactéries
tres sensibles (15 mm <@ <19 mm) et bactéries extrémement sensibles (@> 20 mm) Les diamétres sont

mesurés en mm et le résultat étant la moyenne des trois essais. (Dris, 2020).
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Laissées diffuser pendant 15 min a une température ambiante puis incubees

a 37 ° C pendant 24 heures.

Figure 23 : les étapes de la dilution des huiles essentiels de Syzygium aromaticum et
leur déepdt sur les disques en papier.




Chapitre V




N Résultats et Discussion m
Chapitre V

V.1. Identification des souches bactériennes

V.1.1. Examen macroscopique

L’observation macroscopique des colonies permet de I'étude de I'aspect des colonies a I’ceil nu, dont

la taille, la forme, la couleur, la consistance de chaque espece.

Sur milieu BGA, des colonies (de 1 a 2 mm de diametre) rondes plus ou moins réguliéres de couleur

jaune claire, peu bombées, caractérisent le genre Escherichia (Figure 24).

Le milieu BCP facilite la différenciation des colonies par le caractere lactose. Il inhibe
I’envahissement de la surface de la boite par des nappes de Proteus car il ne contient pas d'électrolytes. Il
contient une base nutritive ordinaire permettant la croissance des bactéries non exigeantes et le lactose
comme un critére de différenciation : la fermentation du lactose est révélée par le virage de couleur du

milieu.

o Colonies jaunes ; bactéries lactose (+).
o Colonies bleues ; bactéries lactose (-).
Sur ce milieu (Figure 25), I’observation macroscopique montre des colonies de taille moyenne (1 a
2 mm) pourpres (lactose négative), entourées de plusieurs vagues successives envahissant la gélose,
rondes plus ou moins régulieres, peu bombées, transparentes avec une odeur désagréable. Ces caracteres

culturaux correspondent au Proteus mirabilis.

La présence d’une B-galactosidase conduit a la dégradation du lactose présent dans le milieu, le pH
de celui-ci diminué et est révélé par le virage de I’indicateur coloré, le pourpre de bromocrésol (\Vernozy-
rozand et al., 1997).

La culture de S. aureus obtenue sur milieu Chapman (Figure 26), se caractérise par des colonies (de
1 a 2 mm de diametre), ayant des formes sphériques, lisses, luisantes et bombées, certaines souches
produisent un pigment jaune orangé, mais cette production est irréguliére, car certaines donnent des

colonies blanches ; le caractére pigmentaire n’est pas propre a I’espece (Avril et al., 2000).
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Figure 25 : Aspect macroscopique de Proteus mirabilis sur gélose
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Figure 26 : Aspect macroscopique de Staphylococcus aureus sur gélose

V.1.2. Examen microscopique

V.12.1. Etat frais

Les bactéries examinées a I’état frais apparaissent mobiles ou immobile selon I’espece (tableau 09).

V.1.2.2. Coloration de gram

Sous microscope optique et a émersion au grossissement X100, la coloration de Gram réalisée a
partir des colonies distinctes, montre la présence de bactéries roses donc a coloration de Gram (-) négatif,
de forme bacillaire et coccobacille ainsi que d’autres bactéries violettes a coloration de Gram positif, de

forme cocci (Figure 27).
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Staphylococcus aureus . Escherichia coli

Proteus mirabilis

Figure 27 : Coloration de Gram des différentes bactéries isolées (grossissement X100).

V.1.3. Tests biochimiques

Le TSI en tube est un milieu utilisé pour la différenciation des entérobactéries, basé sur la

production de sulfure d’hydrogeéne et la fermentation du lactose, du saccharose et du glucose.

Apreés incubation, la production d’acide sur la pente et dans le culot, et les productions de gaz et
d’HzS sont observés (figure 28). Une pente alcaline et un culot acide (rouge/jaune) indique la
fermentation du glucose uniguement. Une pente acide et un culot acide (jaune/jaune) indique la
fermentation du glucose, du lactose et/ou du saccharose. Une pente alcaline et un culot alcalin
(rouge/rouge) indique que ni le glucose ni le lactose n’ont été fermentés. Des fissures ou des bulles dans
le milieu indiquent une production de gaz. Un précipité noir dans le culot montre une production d’H:S.
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Figure 28 : Fermentation des sucres et production du gaz chez (E. coli, Proteus

mirabilis et staphylococcus aureus) en milieu TSI

En présence d'oxygéne moléculaire, certaines réactions metaboliques conduisent a la formation
d'eau oxygénée. La présence d'une catalase active (figure 29) chez les bactéries isolées est traduite par un
dégagement gazeux abondant sous la forme de mousse ou de bulles d'oxygeéne, due a la dégradation de

I’eau oxygénée formée, en eau et en oxygéne comme I’indique la réaction suivante (Holt et al., 1994) :

H202 Catalase H20+ % 02

Figure 29 : Test de la catalase
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Figure 30 : Résultats des tests biochimiques de la galerie classique
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étudiées sont indiquées dans le tableau 09. Les réactions produites (figure 30) au cours de la période
d'incubation se traduisent par des virages de couleurs spontanés ou révélés par l'addition de réactifs

(Annexes 3).

Tableau 09 : Résultats d’étude morphologique, de mobilité et des tests biochimiques des bactéries

étudiées
Souches ] o
- E. coli S. aureus Proteus mirabilis
Milieu
Gram Négatif (-) Positif (+) Négatif (-)
Forme Coco bacille Cocci en amas Bacille
GLU+ GLU+ GLU+
LAC+ LAC+ LAC -
TSI
Gaz (+) Gaz (+) Gaz (+)
H2S (-) H2S (-) H2S (+)
Mannitol Mannitol (+) Mannitol (+) Mannitol (-)
et
Mobilité Mobile Immobile Mobile
Citrate de Négatif (-) Positif (+) Positif (+)
Simmons
Nitrate . . .
) Positif (+) Positif (+) Positif (+)
Réductase
Recherche de
Catalase Positif (+) Positif (+) Positif (+)
VP (-) VP (+) VP (-)
Clark et Lubs
RM (+) RM (-) RM (+)

Négative : (-).

Positive : (+).
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Les résultats obtenus a partir des galeries APl 20 E et APl STAPH, sont indiguées dans le tableau

10. Les reéactions produites (figure 31) au cours de la période d'incubation se traduisent par des virages de

couleurs spontanés ou révélés par I'addition de réactifs (Annexes 3).

Figure 31 : Résultats des tests biochimiques des galeries API 20 E et API
STAPH.
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Tableau 10 : Résultats des tests biochimiques (APl STAPH) de Staphylococcus aureus et ( (API 20 E) de
Proteus mirabilis et Escherichia coli.

Bactéries Bactéries
Testes Proteus Escherichia Testes Staphylococcus
mirabilis coli aureus

ONPG - + 0 -
ADH - - GLU +
LDC - + FRU +
oDC + + MNE +
CIT + - MAL +
H,S + - LAC +
URE + - TRE +
TDA + - MAN +
IND + + XLT -
VP - - MEL -
GEL - - NIT +
GLU + + PAL +
MAN - + VP +
INO - - RAF -
SRO - + XYL -
RHA - + SAC +
SAC - + MDG +
MEL - + NAG +
AMY - - ADH +
ARA - + URE +

Négative : (-).

Positive : (+).
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V.1.4. Calcul du profil numérique

Les nombres a sept chiffres obtenus a I’aide du systeme informatique en ligne ApiWeb (annexe 3),

constituent les profils numéiques des souches étudiées (tableau 11).

Tableau 11 : Profils numériques des bactéries identifiées

Isolat bactérienne Profils numérigues
E.coli 7154572 (47)
Proteus mirabilis 1736020 (57)
Staphylococcus aureus 6736173

V.2. Antibiogramme

L’étude de la sensibilité aux antibiotiques habituellement utilisés dans la thérapie des bactéries
isolées a éte testée par la méthode des disques et illustrées dans les (figures 32 et 33).

L’observation des boites aprés incubation a 37°C pendant 24-48 heures nous a donné les résultats
indiqués dans les tableaux (12 et 13).

Proteus mirabilis

Staphylococcus aureus  §

Figure 32 : Résultats de I’antibiogramme de Staphylococcus aureus

et Proteus mirabilis.
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Escherichia coli [«

Figure 33 : Résultats de I’antibiogramme de E. coli

Tableau 12 : Résultats de I’antibiogramme des entérobactéries étudiées

Antibiotique DIEMMETTE e E. coli P_r DiElE
(mm) mirabilis
@ (0]
ATB R I S Résultat Résultat
(mm) (mm)
CTX <23 | 24-25 | =26 8 R 15 S
TE <17 18 >19 17 R 17 R
CIP <15 | 16-20 | >21 22 S 22 S
N <15 16 >17 13 R 18 S
CN <16 17 >18 14 R 15 R
R : résistant. S : Sensible. | : Intermédiaire

CTX : Cefotaxime, CN : Gentamycine, N : Neomycine, TE : Tetracycline,
CIP : Ciprofloxacine.
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Figure 34 : Representation graphique des résultats de I’antibiogramme des entérobactéries
étudiées
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Tableau 13 : Résultats de I’antibiogramme de Staphylococcus aureus étudiée

Diamé(tr:]ers)r g Staphylococcus aureus
Antibiotique
R I S @ (mm) | Resultats
CN <20 > 20 17 R
NEO <15 15-16 >17 18 S
TE <19 20-21 >22 22 S
o] <29 >29 15 R
CIP <20 > 20 24 S
R : résistant. S : Sensible. | : Intermédiaire.

CN : Gentamycine, NEO : Neomycine, TE : Tetracycline, CIP : Ciprofloxacine,
P : Pénicilline G.
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Figure 35 : Représentation graphique des résultats de I’antibiogramme de

Staphylococcus aureus.

Les résultats indiqués dans le (tableau 12) montrent que le groupe des entérobactéries a présenté
une résistance importante, notamment E. coli vis-a-vis a la cefotaxime , la tetracycline, la neomycine et la
gentamycine et dont les diamétres d’inhibition sont respectivement de 8, 17, 13 et 14 mm. Les mémes
résultats ont été notés pour Proteus mirabilis soit une résistance & deux ATB: la tetracycline et la
gentamycine, mais il a présenté une certaine sensibilité vis-a-vis la ciprofloxacine, la neomycine et la

cefotaxime.

La bactérie Staphylococcus aureus a présenté une résistance vis a vis la Gentamycine et la
Pénicilline G, alors qu’elle s’est montré sensible vis-a-vis la neomycine, tetracycline, et la ciprofloxacine
(tableau 13).

Globalement, les résultats de I’antibiogramme ont exprimé une résistance acquise et multiple des
trois bactéries étudiées vis-a-vis des antibiotiques utilisés habituellement dans la thérapie. Cet échec nous

a ainsi pousser de chercher une alternative naturelle pour limiter cette résistance croissante.
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V.3. Effets antibactériens des huiles essentielles de Syzygium aromaticum

V.3.1. Extraction des huiles essentielles de Syzygium aromaticum
V.3.2. Etude des propriétés organoleptiques

Les résultats mentionnés dans le tableau 14, montrent une comparaison entre les caractéristiques

de notre huile essentielle extraite de I’espece Syzygium aromaticum avec les normes d’AFNOR 1992,

Tableau 14: Caractéristiques organoleptiques

Aspect Couleur Odeur
Liquide mobile Epicée caractéristique
Norme AFNOR 1992, Limpide parfois, Jaunes trés claire. de I’eugénol.

Iégérement visqueux.

Huile essentielle de o . . ) o
Liquide mobile limpide. Jaunes tres claire. Epicée.

Syzygium aromaticum.

Selon ces résultats, on deduit que I’huile essentielle obtenue par la technique d’hydrodistillation
présente des caractéristiques dont I’aspect, la couleur et I’odeur qui sont identiques a celles décrites par la

norme AFNOR (1992).

V.3.3. Rendement en huile essentielle
Pour chaque essai, aprés une durée de 3 heures d’hydrodistillation de 1 Kg de matiére végétale
fraiche effectuée en deux extraction, des quantités d’huile essentielle ont été obtenues (tableau 15), ce qui

nous a permis de calculer le rendement d’extraction (RHE) selon la formule suivante :

_ MHE (g)
RHE= AT (g)xlOO
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Tableau 15 : Quantités d’huile essentielle de Syzygium aromaticum extraites par hydrodistillation

el N Masse du matériel Volume d’eau distillée Masse des huiles
ssal N°
végétal utilisé en g utilisé en ml essentielles extraites en g
01 500 2000 27.31
02 500 2000 27.85
27.31
RHE (01) = x 100 = 5.462%.
500
27.85
RHE (02) = =00 100 = 5.57%.

RHE (1)+RHE (2)
RHE = 5 = 5.516%.

RHE =5.516%.

Les clous de girofle Syzygium aromaticum renferme un taux moyen de 5516 % d’huile
essentielle. Par comparaison, cette valeur est similaire a la norme établie par AFNOR (1992). Par contre
notre résultat ne coincide pas a ceux obtenus par d’autres auteurs ayant utilisés la méme technique
d’hydrodistillation, c’est le cas de Atmani et Baira, (2015), qui ont obtenu un rendement plus faible 3%.
Il en est de méme pour Boukhatem, (2017) avec un taux de 3.3%. En revanche, la valeur de notre
rendement est inférieure a celle rapportée par Benali et Bencheikh, (2016) soit 9.83% ainsi que celle
enregistrée par Andrea (2004) avec un rendement qui varie de 10 a 14%.

Par ailleurs, une autre étude réalisée par Abdeli, (2015) sur I’espéce a monté un rendement en huiles

essentielles assez proche estimé a 5%.

Selon certains auteurs, la composition chimique et le rendement en HEs varient selon diverses
conditions, parmi lesquels des facteurs écologiques tels que la température, I’humidité relative
I’insolation et la nature du sol qui peuvent influencer la composition chimique des huiles essentielles
(Oliveira et al., 2005). Aussi la période de la récolte des plantes peut avoir un effet la composition en HEs
et par conséquent sur I’activité antimicrobienne (Bounatirou et al., 2007). Selon (Naili, 2013), Le

rendement en huile essentielle peut étre influencé par le génotype de la plante, son origine géographique,
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la période de récolte, le climat, les propriétés physico-chimiques du sol ainsi que, la méthode d’extraction

employée, les parties végétales utilisées et les conditions de séchage.

V.3.4. La mesure de pH

Selon le résultat obtenu, le pH de I’huile essentielle est acide (pH= 06) (tableau 16) ; ceci est due a

la composition chimique des HES de Syzgium aromaticum qui se considere comme donneur des H+.

Il convient de souligner que le pH joue un réle déterminant au cours des réactions chimiques et
biochimiques et peut influencer les propriétés stabilisatrices d'une huile essentielle. Par conséquent, ce
résultat peut amener a un bon caractére stabilisateur contre les microorganismes ; ce qui permettra a ces
huiles essentielles de jouer le role de conservateurs dans les produits alimentaires (Hamadou et Touki,
2017).

Tableau 16 : Résultat du pH d’HEs de Syzgium aromaticum

Huile Etudiée Norme AFNOR
Minimum Maximum
PH 06 05,5 07

V.3.5. Activité antimicrobienne (Aromatogramme)

Dans le but d’estimer le potentiel microbien de notre I’huile essentielle (syzygium aromaticum), le
choix s’est porté sur plusieurs souches cibles, car chacune d’elle possede des structures cellulaires et un

métabolisme particulier.

L’évaluation de I’activité antimicrobienne de I’huile essentielles de syzygium aromaticum par la
méthode de diffusion des disque sur milieu gélosé permet de mesurer la capacité de notre I’huile a inhiber

la croissance microbienne in vitro.

Elle est ainsi basée sur la mesure du diametre des halos d'inhibition obtenus et mesurés avec

précision. Les résultats présentés dans le tableau 17 et les figure 36, 37 et 38 illustrées ci-dessous :
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Figure 36 : Résultats de I’ aromatogramme de Staphylococcus aureus




Résultats et Discussion

Figure 37 : Résultats de I’aromatogramme de proteus mirabilis
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Figure 38 : Résultats de I’aromatogramme de E. coli
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Tableau 17 : Résultats de I’aromatogramme exprimés par le diamétre de la zone d’inhibition (mm)

0%

@Staphylococcus aureus  @Proteus mirabilis  @Escherichia coli

Les dilutions
Diamétre en (mm)
Controéle
Souche cibles HES
Négatif
05%0 20% 50%0 75% Pure
DMSO
100%
0%
Staphylococcus
0 03.20 04.90 07.5 11.70 18
aureus
Proteus
- 0 01.70 03.20 06.20 08.20 15
mirabilis
Escherichia
) 0 02.50 04.70 07.50 09.50 16.20
coli
20
18
€ 16 |-
E 14 | |
S12 ||
g 10 | |
._E 8 |
; I=nRi RNt NRR AN I |

5% 20% 50% 75% 100%
les dilution en %

Figure 39 : Représentation graphique des résultats de I’aromatogramme de I’HEs

de syzygium aromaticum
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De I’ensemble des résultats obtenus, il ressort que :

La méthode de diffusion des disques sur milieu gélosé nous a permis de mettre en évidence le
pouvoir antibactérien de I’huile essentielle des clous de girofle vis-a-vis des bactéries testées. Selon la
classification de Ponce et al., (2003), toutes les souches sont sensibles a I’huile essentielle de

S.aromaticum.

L’ action de [I’antimicrobien sur les microorganismes dépend, d’une part de la structure
membranaire de la cellule cible, puisqu’elles possedent un effet inhibiteur beaucoup plus sur les bactéries
a Gram+ que sur les bactéries a Gram-, et d’autre part de la composition de I’huile essentielle elles-

mémes qui leur confére un pH acide (pH= 6,40) (Mouas et al., 2017).

Les huiles essentielles agissent aussi bien sur les bactéries a Gram positif que sur les bactéries a
Gram négatif. Toutefois, les bactéries Gram négatives paraissent moins sensibles a leur action et ceci est

directement lié a la structure de leur paroi cellulaire (Guinoiseau, 2010).

Les résultats de I'activité antibactérienne de I'HE de clou de girofle exhibent une activité contre trois
souches bactriennes testées en depit de leur morphologie et de leur Gram. En effet I'HE de Syzygium
aramaticum exerce une forte activité sur les bactéries a Gram positif, comme on peut le voir dans le
tableau 17.

Les diameétres des zones d'inhibition nous ont permis de classer les espéces bactériennes en
fonction de leur sensibilité a I'nuile essentielle testée en se réferant au spectre indiqué dans le chapitre 1V
(Dris, 2020). Dans le cas des bactéries a coloration de Gram positif, Staphylococcus aureus s'est avérée
plus sensible avec un diametre d'inhibition maximale de 18 mm (figure 36). Pour les bactéries a
coloration de Gram négatif, les plus grandes zones d'inhibition ont été obtenues chez Proteus mirabilis et
Escherichia coli soient 16.20 et 15 mm, respectivement (figure 37 et 38). On a donc considéré que ces
microorganismes étaient plus sensibles a I’huile. La variabilité des résultats est probablement due a
I’influence de plusieurs facteurs tels que la méthodologie, les microorganismes testés et les huiles

essentielles utilisées (Pattnaik et al., 1997).

En comparant la susceptibilité des différentes souches vis-a-vis de I’huile testée, nous constatons
que I’efficacité de cette huile differe d’une bactérie a une autre. Cependant, Staphylococcus aureus est la
plus sensible a I’huile testée puis Escherichia coli et Proteus mirabilis. Ces résultats sont en accord avec

la littérature selon lesquelles les bactéries a Gram+ montrent la plus grande sensibilité par rapport aux



- Résultats et Discussion *

bactéries & Gram- (Bakkali et al, (2008) ; Burt, (2004) ; Holley et Patel, (2005) ; Russell, (1991) ; Souza
et al, 2005).

Le volume des huiles essentielle influence I’activité antibacterienne, plus le volume de I’huile
essentielle augmente plus les diametres d’inhibitions est important (Emiroglu et al., 2010). Cela

s’applique aux résultats que nous avons obtenus par I’HEs de Syzygium aromaticum

Les diametres des halos d’inhibition montrent que le pouvoir antimicrobien est proportionnel a la
concentration. La différence dans la sensibilité des especes microbiennes enregistrée suggéere la

susceptibilité des différents microorganismes aux divers composants de I’huile essentielle.
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Conclusion

Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs connus par leurs
propriétés thérapeutiques. Avec la prévalence des microorganismes pathogénes résistants aux
antibiotiques, on note un regain d’intérét pour les molécules naturelles extraites a partir de ces
especes vegétales.

Ce travail a éte réalisé afin d’évaluer scientifiquement, I’activité antimicrobienne in vitro de la
plante médicinale (Syzygium aromaticum) et pour prouver leur efficacité contre des bactéries multi-
résistantes.

L’extraction de I’huile essentielle du clou de girofle par hydrostillation a révélé un bon
rendement de I’ordre de 5.516%

Les résultats de I’antibiogramme nous ont permis de constater que Escherichia coli était
résistantes sous I’action de quatre antibiotiques (CTX), (TE), (NEO) et (CN) avec des diametres des
zones d’inhibition (08, 17, 13 et 14 mm) respectivement, par contre elle était sensible sous I’action de
I’antibiotique (CIP) avec un diametre de zone d’inhibition (22 mm). Les mémes résultats sont
obtenus pour Proteus mirabilis soit une résistance aux deux ATB : la (TE)et la (CN), mais a montré
une certaine sensibilité vis-a-vis (CTX), (NEO) et (CIP). Enfin Staphylococcus aureus a présenté une
résistance vis a vis a la (CN) et a la (P), Alors qu’elle a montré une sensibilité vis a vis la (NEO),
Tétracycline et la (CIP).

L’évaluation de [I’activité antimicrobienne a permis de montrer par la méthode
d’aromatogramme, une activité inhibitrice contre les trois souches cliniques testées. Pour les Gram
positif, la plus sensible étant Staphylococcus aureus avec un diametre de 18 mm, alors que chez les
Gram négatif, les plus grandes zones d'inhibition ont été obtenues chez Escherichia coli et Proteus
mirabilis 1(6.20 et 15 mm, respectivement).

Le volume des huiles essentielle influence I’activité antibactérienne, plus le volume de I’huile
essentielle augmente plus les diameétres d’inhibitions est important En comparant les résultats de
I’aromatogramme avec les résultats de I’antibiogramme, il est clair que I’huile essentielle de
Syzygium aromaticum posséde un pouvoir antimicrobien supérieur a celui des agents antimicrobiens

standards utilisés. En effet, les diamétres des zones d’inhibitions enregistrés sont plus grands. De
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plus, la croissance de toutes les souches microbiennes a été inhibée par I’huile essentielle ; ce qui
n’est pas le cas de tous les antibiotiques.

A partir des résultats obtenus au cours de notre étude, on peut conclure et prédire que I’huile
essentielle du clou de girofle pourrait servir comme base de lutte biologique contre les germes

responsables des maladies infectieuses et pourrait étre de ce fait, une alternative aux antibiotiques.

Perspectives

Dans l'ensemble, cette étude appuie davantage sur la vision selon laquelle Syzygium
aromaticum est prometteuse comme source naturelle avec une activité antibactérienne et confirme
ainsi ses utilisations potentielles en tant qu’un agent antimicrobien pour des applications industrielles

telles que la conservation des produits pharmaceutiques, de la parfumerie et alimentaires.

Néanmoins, des tests d’isolement et d’identification de la composition des huiles essentielles de
Syzygium aromaticum et des études in vivo devraient étre menées pour justifier et évaluer leur

utilisation potentielle.
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TECHNIQUE

COLORATION DE GRAM

PRINCIPE

Le principe de cette technique est la fixation des colorants basiques sur les composants
cytoplasmiques. Chez les bactéries gram+, la paroi est épaisse, de composition chimique particuliére
et constitue une barriére a I’alcool-acétone pour la décoloration négative. Le cytoplasme demeure
coloré en violet (suite a I'ajout du violet de gentiane), ce qui n'est pas le cas des bactéries gram- dont
la paroi plus fine et plus perméable laisse passer l'alcool-acétone qui décolore le cytoplasme. Ce
dernier devient rose apres étre passé sous un autre colorant (la fuschine) (breliere et al., 2009). Les
bactéries gram+ sont colorées en violet, tandis que les bactéries gram- sont colorées en rose. La
coloration de gram reste une étape essentielle dans I’analyse médicale pour la détermination des

bactéries pathogénes (gram -).

MODE D’EMPLOI

= Réaliser un frottis ou un étalement.
= Fixer la préparation a la flamme sans dépasser 50 - 60° (brievement supportable a la main),
ce qui les séche puis laisser refroidir la lame.

= [mmerger (ou inonder) les lames dans la solution de cristal violet pendant Imm.

= Lavage a I'eau en transvasant les lames ou sous le robinet.

= [mmerger (ou inonder) les lames dans du lugol pendant 1 mn en les agitant.

= Laver a nouveau a l'eau.

= Décolorer jusqu'a disparition de la couleur violette dans I'alcool en faisant couler goutte a
goutte sur la lame inclinée ou en immergeant les lames pendant une dizaine de secondes
dans le décolorant.

= Laver a l'eau.

= Contre colorer avec la solution de safranine diluée ou de fuchsine diluée pendant 20 a 30
secondes.

= Laver a l'eau et sécher a l'air ou en chauffant vers 50°. Les lames doivent étre parfaitement
séches.

= Observer a I'objectif x 100, en immersion avec de I'huile @ immersion.




~
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UTILISATION DE CITRATE DE SIMMONS

PRINCIPE

Le milieu de citrate de simmons est utilisé pour la recherche de I'utilisation de citrate de sodium
comme seule source de carbone et d'énergie (Brossard et al., 1997). Sachant que le citrate est utilisé

selon la réaction :

Citrate + 3 H20 » acide citrique + 3 OH-
L'utilisation du citrate s'accompagnera d'une alcalinisation mise en évidence par le bleu de
bromothymol.
LECTURE

Si le citrate est positif, cela se traduit par le bleuissement du milieu en donnant souvent une

culture abondante.

RECHERCHE DE LA NITRATE REDUCTASE

PRINCIPE

En l'absence d'oxygéne, certaines bactéries peuvent obtenir leur énergie par respiration
anaérobie. Cette respiration anaerobie est liée a l'activité d'enzymes localisées dans la membrane
plasmique bactérienne (le minor et richard, 1993). Au cours de ce test, on détecte si une bactérie
peut utiliser le nitrate comme accepteur d'électrons. La réduction des nitrates par la nitrate réductase
se traduit par la production de nitrites. Parfois, certaines bactéries peuvent poursuivre cette réduction
jusgu’a une dénitrification.

Nitrate réductase Dénitrification
NO3 - N2 NO2

n
Ll »

Nitrite Nitrate Diazote

LECTURE

> Si le milieu devient rouge : présence de nitrites, donc la bactérie possede une nitrate

réductase. Résultat nr+.
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> Si le milieu reste inchangé : on ajoute de la poudre de zinc qui joue le méme réle que la
nitrate réductase vis-a-vis des nitrites.
Coloration rouge : on a donc transformation des nitrates en nitrites par le zinc. La
bactérie ne possede pas cette enzyme résultat NR-.
Pas de coloration : Les nitrates ont été transformés par la bactérie au-dela des nitrites.
La bactérie posséede cette enzyme. Résultat NR+.

UTILISATION DU MANNITOL MOBILITE

PRINCIPE

Ce milieu contient du mannitol, des nitrates et du rouge de phénol (indicateur de pH)
qui permet de déceler I'attaque du mannitol et la mobilité du germe (Guiraud, 1998). La
dégradation en anaérobiose du mannitol conduit a la formation de fructose dont I’attaque
conduit elle-méme a la formation d’acides a chaines courtes (acide méthanoique, acide
éthanoique...).

Mannitol fructose acides a chaines courtes

Rouge de phénol

PH=7.6 PH<5

L'acidification produite par les bactéries aérobies strictes est en général insuffisante
pour permettre le virage du rouge de phénol du fait de I'importance du pouvoir tampon du
milieu. Ce milieu convient donc plus particulierement a I'étude des bacilles Gram négatif
fermentatifs.

La présence de nitrates permet la recherche de nitrate réductase en ajoutant les réactifs
de Griess (a la surface du milieu). Par contre, si I'addition de zinc est nécessaire, la lecture
peut étre un peu plus délicate. Les nitrates inhibent I'hnydrogéne lyase, enzyme catalysant la
production de CO2 et H2 a partir de I'acide méthanoique (HCOOQOH). Dans le cas de bactéries
mannitol +, le seul gaz produit est donc le CO2. Pour celles qui sont mannitol -, l'utilisation
des peptones ne produit pas de gaz : le CO2 est alors sous forme d'hydrogénocarbonate, le
milieu restant alcalin. L'apparition de bulles pour une bactérie mannitol - ne peut donc étre

due qu'a la respiration des nitrates et le gaz est alors de I'azote (N2). Une bactérie aérobie
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stricte pourra, si elle posséde une nitrate réductase, se développer dans toute la masse du
milieu (Joffin et Leyral, 2001).

LECTURE

Si le mannitol est fermenté (mannitol +), le milieu vire an jaune (teinte du rouge de
phénols en milieu acide). Les bactéries mobiles diffusent a partir de la ligne
d’ensemencement en créant un trouble du milieu (gélose molle), les bactéries immobiles se

développent uniquement le long de la strie d'ensemencement.

TEST DES TROIS SUCRES (T.S.1)

PRINCIPE

La gélose TSI est utilisée pour I’identification présomptive des entérobactéries basée sur la
fermentation du glucose, du lactose, du saccharose et sur la production de gaz et d’H2S (gaz qui est
produit a partir d'un acide aminé : la cystéine) (Guiraud, 1998). La fermentation de ces glucides
provoque une production d'acide, qui est détectée par l'indicateur au rouge de phénol. Des
changements de couleurs en résultent, et le milieu vire au jaune en cas de production d'acide, ou au
rouge en cas d'alcalinisation. En cas de pH neutre ou alcalin, I'acide sulfhydrique (produit a partir du
thiosulfate de sodium) réagit avec le sel d'ammonium ferreux et entraine la formation de sulfure de fer

noir.

LECTURE

= Virage du culot au jaune : culture glucose positive et bactérie aéro-anaérobie.
= Virage du culot au rouge : culture glucose négative ou bactérie aérobie stricte
= Pente virant au jaune : culture lactose et/ou saccharose positive.

= Pente virant au rouge : culture lactose et saccharose négative

= Présence d'un précipité noir : culture H2S positive.

= Bulle dans la masse du milieu : production du gaz.



PRODUCTION D'INDOLE

PRINCIPE

Certaines especes bactériennes dégradent le tryptophane en indole, grace a une tryptophanase. Ces

bactéries sont dites indologénes (Brossard et al., 1997).

Tryptophanase

Tryptophane + eau » Indole + acide pyruvique + ammoniac

LECTURE

La présence d'indole est révélée par un anneau rouge en surface.

RECHERCHE DE L'UREASE

PRINCIPE

L'uréase est une enzyme responsable de I'hydrolyse de l'urée, entrainant sa transformation en

carbonates d'ammonium (Brossard et al., 1997).

Uréase

carbonates d'ammonium

\ 4

Urée + H2S

LECTURE

Le virage du milieu du jaune grace a l'indicateur de pH (rouge de phénol) au rouge violacé

traduit une forte alcalinisation donc hydrolyse de l'uree.
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MISE EN EVIDENCE DE LA CATALASE

PRINCIPE

Dans les conditions d'aérobiose, certaines bactéries produisent le peroxyde d'hydrogéne (eau
oxygénée). La catalase peut décomposer le peroxyde d'hydrogéne en H202 avec dégagement

d'oxygéne (Singleton, 2005).

La catalase est habituellement présente chez les bactéries Gram + sauf les genres
Streptococcus et Lactobacillus.

LECTURE

Le dégagement de gaz (O2) indique un résultat positif.

TEST DE CLARK ET LUBS (RM-VP)

PRINCIPE

Le milieu de Clark et Lubs permet I'étude de la voie de fermentation du glucose :

différenciation entre les fermentations « acides mixtes » et « butyléne glycolique ».

Le test RM (rouge de méthyle) permet la mise en évidence, grace au rouge de methyle, de la

fermentation "acides mixtes" par acidification d'un milieu glucosé apres fermentation du glucose.

Les bactéries dites Voges-Proskauer positives possédent une voie métabolique particuliere
dans la fermentation des hexoses. A partir de I'acide pyruvique (produit d'oxydation du glucose), elles
peuvent former de I'acétyl-méthyl-carbinol ou de I'acétoine et du butane-diol-2-3. En milieu alcalin,
ces produits sont oxydés en diacétyl qui réagit avec des peptones pour produire un complexe de
couleur rose rouge en présence de l'a-naphtol qui accélere la réaction. D'une fagon générale, les
bactéries qui possédent cette voie métabolique présentent une réaction peu acide (virage au jaune du
rouge de méthyle ou RM-) (Larpent et al., 1997).

Le test VP est beaucoup plus spécifique que le test RM qui ne donne gqu'une idée globale du
metabolisme. Le test VP est particuliérement intéressant pour caractériser le groupe Klebsiella-

Enterobacter-Serratia des entérobactéries. Cette distinction des deux voies peut justifier une regle




parfois contestable mais fréquemment verifiée : les bactéries VP+ sont toujours RM-, les bactéries
RM+ sont VVP-. Les bactéries oxydatives ne sont pas concernées (Joffin et Leyral, 2001).

LECTURE

Une coloration rouge franche indique une réaction de RM+. Le milieu reste incolore indique
une réaction de RM-. Si la réaction est une RM positif c a d le VP est négatif.



= B

Milieu d’enrichissement utilisé : selon (Guiraud, 1998).

1. Bouillon Nutritif (BN) :

L T o (0] 10g.
o EXtrait de VIande @ ... 50.
= Chlorure de sodium (facultatif selon la formule) : ................coeeii .
50.
PH 7,2 Autoclave 20minutes a 120C°.

Milieux de culture utilises : selon (Guiraud, 1998).

Milieu Chapman (= Gélose Mannitol) :

= Extraitdeviande : ... e 10

B PEPIONES & e e e e eee 100,

= Chlorure de SOdIUM & ...u i e e e 75g.
B MANNIOL © e 10g.
= Rougede phénol : ... 0,025¢.
T - P 15¢.

PH 7,4. Autoclaver 15 minutes a 120C°.

LE MILIEU BCP (BROMOCRESOL POURPRE)

T =T 01 (0] T 5004.
= Extraitdeviande @ ... 3,0 0
LT 1 Tod (01~ 10,0 g.
" BromocCrésol POUIPIE & ... ou it e et e e e e e 0,025 g.
Lo T 11,0 g.

= Eaudistillée : ... e QSP L L

pH = 6,8. Autoclaver 15 minutes a 120C°.

Brilliant Green Agar (BGA) :

B O EXIraAIt A IBVUIE & e e e e e 3,00.
= Protéose peptone BD Bacto™ : ........oiiiii i 10,0 g.
L I Uod (0 P 10,0 g.

O
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L T 1o ol - 10 ST P 10,0 g.
B Chlorure de SOOIUM & .o e e e e e 500.
" Rougede phénol: ..o 0,08 g.
B Gl0SE e 20,0 g.
o Vert Brillant © ..o 12,5 mg.

PH 6,9 + 0,2. Ajustée et/ou complémentée en fonction des criteres de performance imposés.

Milieux d’identification : selon (Guiraud, 1998).

Simmons (Gelose Au Citrate De Sodium).

m  Sulfate de MagnBSiUM ........cooiiii e e e e e e 0,2¢.
= Phosphate monoammoniaqUe ............c.oeeuiie it e, 1g.
»  Phosphate dipotassSiQUe .........ccovevririerieiecie e e e e een e e e e eeenen 10
o Citrate de SOAIUM ... e e e e e e 29.
. Chlorure de SOdIUM .....u e s 50.
= Bleu de bromothynnol ... eeeee.222.0,0800.
o - PO 24 s
PH 6,8 répartir en tube a essais (6 a 8ml). Autoclaver 20mn a 120C° solidifier en position inclinée ou

semi-inclinée.

TSI (=Gelose Glucose-Lactose-Saccharose- H2s)

T =T 0] (0] T 20g.

n Extraitde viande ... s 30.

o OEXTraAit de JeVUIE ..o 39.
m Chlorure de SOIUM . ..uve e e e 50.
B GIUCOSE .n ettt et e e e e e e e 19.
B L ACTOSE et s 10g.
B SACCNAIOSE ..ttt et e et e e et e e 10g.
B CHtrale e TOr ettt e ———- 0,5¢.
»  Hyposulfite de SOdium ...t 0,5¢.
" Rouge de Phenol .......c.oiiiiiii e 0,025¢.

o - T PP PP 24
PH 7,4 repartir en tubes a essais (7 a 9ml). Autoclaver 15mn a 195C° solidifier en position semi

inclinée.



Mannitol- Mobilite (MM)

=  Peptone :

................................................................................. 20g.
m Nitrate de PotasSIUM & ... .e e e s 1g.
B MANNIOL . e 29.
» Rougedephénol: ..o 0,0004q.
o - T P 49.

PH 8,1 répartir en tubes a essais (8 a 10ml) Autoclaver 15mn a 120C°. solidifier en culot.

Clark Et Lubs (Milieu De Culture)

I T 01 (0] T 10g.
= Phosphate dipotasSiQUE & . ... eueieie i et e et e e e e 29.
T 11000 1= 5¢.

PH 7, répartir en tubes a essais (5ml). Autoclaver 20mn a 120C°.

Mueller Hinton (Gelose Pour Antibiogramme)

» Extraitdeviande : ... e e 200,

» Hydrolysat acide de Cas€ine & .........ccoeiviiiiiiieie it i e eenee e 17,50

T N 1 01 o o] o TR 1,59.

R 1 PR 10g.
pH 7,4. Autoclaver 15mn a 120C°.
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Produits, Réactifs Et Equipements

I FICHE TECHNIQUE I GALERIE API 20E® | MICRO-GALERIE |

PRINCIPE :
Le systéme API® BioMérieux (Appareillage et Procédé d'ldentification) est une version miniaturisée et standardisée
des techniques biochimiques conventionnelles pour I'identification des bactéries.

Lorgu’une suspension bactérienne de densité convenable est répartie dans les différentes alvéoles qui composent la
microgalerie (contenant de substrats déshydratés), les métabolites produits durant la période d'incubation se
traduisent par des changements de couleur spontanés ou révélés par addition de réactifs.

Elle permet I'identification d'une centaine de bacilles a Gram négatif dont les Entérobactéries.
Elle comprend 20 tests biochimiques.

TECHNIQUE :

= Préparation de la galerie

» Réunir fond et couvercle d’'une boite d'incubation et répartir de I'eau dans les alvéoles pour créer une
atmosphére humide.
» Déposer stérilement la galerie dans la boite d'incubation

= Préparation de I'inoculum

o Ouvrir une ampoule de Suspension Medium (ou un tube d'eau distillée stérile)

» Prélever une seule colonie bien isolée sur milieu gélosé

» Réaliser une suspension bactérienne faible (opacité 0,5 sur I'échelle Mc Farland)
= [noculation de la galerie

Remplissage des tubes :

Remplir les tubules et les cupules des tests du type [CIT]|

FPipette Pasteur
. i Cupule
Remplir les tubules des tests du type ADH et remplir la cupule
avec de 'huile de paraffine, pour créer I'anaérobiose.
Tubule

Remplir uniquement les tubules des tests restants Remplir en posant la pipette

contre la paroi de la cupule.

gL

Remargue : il est important de veiller 4 ne pas créer de bulles lors de I'inoculation qui pourraient fausser le
résultat. De plus I'apparition de bulles aprés incubation apportera un caractére d'identification supplémentaire
(GAZ+)

RESULTATS :
« Noter sur la fiche de résultats toutes les réactions spontanées.
» Réaliser les tests nécessitant 'addition de réactifs : Test VP, TDA, IND, Nitrate réductase. ..

IDENTIFICATION :
+ Avec le tableau d'identification : comparer les réactions notées sur la fiche de résultats avec celle du
tableau : chaque cellule de ce tableau contient les pourcentages de positivité
» Avec le catalogue analytique : Les tests sont regroupés en groupe de 3, et une valeur (1, 2 ou 4) est
indiquée pour chacun. Additionner a l'intérieur de chaque groupe les nombres correspondants aux tests positifs.
On obtient un nombre a 7 chiffres qui sert de code d'identification
« Avec un logiciel d'identification
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TABLEAU DE LECTURE DE LA GALERIE MINIATURISEE API 20E
Microtube Substrat Caractére recherche Lecture directe ou indirecte (Test 2i nécessaire) Rezultat + Résultat -
ONPG | Ortho-Nitro-Phény-Galactoside | P-galactosidase Lecture directe 8 H
ADH Argining Arginine dihydrolase r
LDC Lyzine Lysine décarbaxylass Leciure directs ﬂ
ODH Omithine Ornithine décarboxylase = ~
C @
ciT Ciirate Utilisation du citrate Lecture directe
L b
O C
H:5 Thiozulfate de sodium Production dH2S Leciurs directs - r'j
A L
URE Uree Uréase Lecture directe ﬂ
p— e
) — Lecture indirecte O _1
DA Tryptophane Tryptophane désaminase Test - ajouter 1 goutie de Perchlornure de Fer | E_J
IND  |Tryptophane Production dindole Leciure ndirecis r1
TyptoR Test - ajouter 1 goutte de réactif de Kovacs t,
) P Lecturs indirecte (Attendre 10 minutes) F
P Pynuate de sodium Production d acetone Test - ajouter 1 goutte de KOH et d'a-napthol j ﬁ
GEL Gela[lne emprieonnant  des Gélatinase Leciure directe r'
pariicules de charbon g \_
=
GLU a ARA | Substrat carbong Utlisation de substrat carboné Leciure directs h‘j 8
e s
Lecturs indirecte dans la cupule GLU ~
MOz [Nz |Mitrates (NOJ) Nitrate réductase Test - ajouter 1 goutte de réactf de Griess '] F‘i
Bjouter de la poudre zinc en cas de résultat négatf - -
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TABLEAU DE LECTURE DE LA GALERIE MINIATURISEE API 20E
Microtube Substrat Caractére recherche Lecture directe ou indirecte (Test si nécessaire) Résultat + Résultat -
ONPG | Ortho-Nitro-Phényl-Galactoside | B-galactosidase Lecture directe

ADH Arginine Arginine dihydrolase
LbC Lysine Lysine décarboxylase Lecture directe w4 '
QODH Cmithine Ornithine décarboxylase
cIT Citrate Utilisation du citrate Lecture directe ' '
HaS Thiosulfate de sodium Production d'H25 Lecture directe !
URE Urée Uréase Lecture directe '
P Lecture indirecte
TDA Tryptophane Trypfophane désaminase Test - ajouter 1 goutte de Perchiorure de Fer '
A Lecture indirecte
IND Tryptophane Production dindole Test : ajouter 1 goutte de réachf de Kovacs
: e Lecture indirecte (Aftendre 10 minutes)
VP Pyruvate de sodium Production d'acétoine Test - sjouter 1 goutte de KOH et da-napthol
GEL E:rlt?ct;.lrll:s d:rgﬁ;lrs;;nant des Gélatinase Lecture directe . .
GLU a ARA | Substrat carbone Utilisation de substrat carbone Lecture directe nd . '
Lecture indirecte dans la cupule GLU
NOy /Ny | Nitrates (NO3) Nitrate réductase Test : sjouter 1 goutte de réachf de Griess

Ajouter de la poudre zinc en cas de résultat négatif

O




TAELEAU DFIDEMTIFICATION ! PERCENTAGE TABLE | PROZENTTABELLE / TABELLA DI IDENTIFICATZIOMNE / TABLA DE IDENTIFICATION

'ﬂpl 20 € (v3p

|| TO4 -ul s | | L VAR T R EETE AT R T T ]

| ATH | LS | R0 | (0| e | L wny | my (ws|wer o er

Buttiauxella agrestis 100 0 s (a5 00 0| alo o0 Ji0a o 909 o & 00300 o 10| 0 icojicajioniiog
Budvicia aguatica 100/ 0 o lo o of6e0 o|oo|olmol oo o oloa o a0 {100 o [0l o o |icojsooiion
Cedecea davisae 0o 77 o ]_mn|_ﬂ oo o oes owo 0015 oo 100 0100 0 0[]0 a7 fwafochonl
Cedecea lzpagai % 00 0 | ug'n o 0|00 o100 (20 0 0|0 ummu’mn.sa;u a7 |1ca{100 100
Cedecaa netari 0o 80 0 | 0 100 0 |0 o |0 lec o 100 |i00/20 100| o 100 o [100/20 o |89/ o a7 |icalioeion
Citrobacter diversusjamelonaticus  [97/80 o [9a/@| 0|2 ofsa| 0| 000l |89 ¢+ 529427 1786/ 0 |10 0 |95 (100100 100
Citrobacter Freundii 3 03273693 0 7|0 ohoo |8 1 o 3 & 61 |e| 0|98 o |95 ]wlionion
Edwardsiella noshinag ¢ |0 [to0fes o8¢0 o100 0 0 jo0) f1oo o oo 400 o 0|75 o |10 0 1coicofiociioo
Edwartsiella rarda 0| o |wojos 1 [ae o ool 0| oo o0 INE nﬁ‘u 98 {100 100 100
Enterobacter cloacae 99(75| 1 /8e|@s| o |1 o088 0 w0 |58 12 9889 0 Iml[l 95 [100{100 100
Enterobacter aerogenes %] U |98 )08 H}I 02| 0|00 08 (IR k| 90|09 0 |100] 0 |97 [CO00H00
Enterobiacter agglomerans 1 9810 01 16 03 2 1160 |68 68120 6 57 84 0 [85) 0 |85 [100/100 100
Emernbnctcragglomaransa_ ‘_Iﬂ_ll D|ojoisio|0 3 F? §1)23 1000 |67 | ' 3 (100/100 0 |85 0 |85 |1Ca|700/10C)
Enterohacter agglomerans 3 o] 2 12 (88 0|0 1 [20[60| 24 e8] o7 100,97 0 |85| 0 |85 [100[00 100
Enterchacter agglomerans 4 %61 0 |03 (62 0|1 I'1!53 I 83| 189 | | BE |96 D 0 |85 [100/100/100
Enterobacter agglomerans § |8| 0 |0 |13 B 13:'!3|i°ﬁ' 1|1 |99 fa§31 99|239| 0 (85| 0 |85 [100/100/100)
Enterobacter amnigenus 1 (9 96 | 1 |1060,62 o [0 0|0 7|0 oo (&8 o 1 14998 0 0 |42 {100 {100,100
Enterchacter amnigenus 2 9 (73 1 |100/90| o [0 0| 0lac| o oo |88 0 |99 49|98 D 0 (100{100/100/100
Emerobacter intarmedius 91 261 o|o o o|n|oo |85 o|ee 39|98 0 0 |92 |100/100|100]
 Emerobacter gergoviag 00/ 0 35110070 o 88 o | 0 (@3] o ioo| @8 23 o [io0 9 100 98 100 0 100 0 90 ficajice/i00
Enmerobacter sakazakii 00|93 0 (83093 0|1 0 |d'| 8137 |100] |100)35 | e 998|990 00| 0 |96 |100[100/100
Emterobacter taylorag 100/ 53 0 (99l@8| 0 |0 0|0 |8s| 0100 100 0 o0 (100 1 o 100{100 0 [100| 0 |99 |icafioolion
Erwinia spp 13/3 1 ]o/s oo o oles|w|em| 7 22| [o9]wez|a 0|35 o0 |%s icofiooiioo
Erwinia nigrifluens nlo oln olelo ofoler|eslionl |iool7s 9400100 100/100h00 0 s8] o |85 |icolioolion
. | Escherichia coli 1 85 770 o 3|2 ole 0| oe| |97 : e0lez|n & 20|z o [0 0 95 oo oo
Escherichia coli 2 71045130 0 2 (1 0|7 00|87 |84 2 A2|3 4 341290 0 [88) 0 5 |IGO/I0CII00
Escherichia fergusanii 51 [9}i00 1 oo o3 om0 fse o o0& o 3e8|@m oo o 93]icoficer00
Escherichia he rmannii Eg{ o &85 o|o ofieofo|oio [1ooo o m_r_qu JEE I% 0 9 icoj100 100
Escherichia vulneris 100/6% 4200 0 01 0D 9|0|0 100 000 1 100 0 109 0 160{100 100 100
Ewingella americana 8|0 0|09 0|0 o ofel1 (100 166 0 0 0 |106[ 0 &0 [calion 100
Hafnia alvei | 62| 1 [98]96]57 o (15 o] ofsc| o lee] [99 0 0 [100] 0 |85 |wcajioo 0
Hafnia alvei 2 5|1 g7{98 5 o1 0|o|s|oles| (@ 0 0 (108 0 ' o [oojioc100
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Systéme d'identification des staphylocoques, microcoques et apparentés

INTRODUCTION ET OBJET DU TEST

API Staph est un systéme standardisé pour l'identification
des genres Sfaphylococcus, Micrococcus et Kocuria
comprenant des tests biochimigques miniaturisés ainsi
qu'une base de données. La liste complete des bactéries
qu'il est possible d'identifier avec ce systéme est présente
dans le Tableau d'ldentification en fin de notice.

PRINCIPE

La galerie APl Staph comporte 20 microtubes contenant
des substrats déshydratés. Les microtubes sont inoculés
avec une suspension bactérienne réalisée dans AP!
Staph Medium qui reconstitue les tests. Les réactions
produites pendant la période d'incubation se traduisent
par des virages colorés spontanés ou révélés par
I'addition de réactifs.

La lecture de ces réactions se fait a I'aide du Tableau de
Lecture et l'identification est obtenue a laide du
Catalogue Analytique ou d'un logiciel d'identification.

PRESENTATION (coffret de 25 tests)
- 25 galeries APl Staph
- 25 boites d'incubation
- 25 ampoules d'API Staph Medium
- 25 fiches de résultats
- 1 notice

COMPOSITION
Galerie

La composition de la galerie APl Staph est reportée dans
le tableau de lecture de cette notice.

Milieu

API Staph Extrait de levure 05g

Medium Bactopeptone

&6 mi (origine bovinefporcine) 109
NaCl 5g
Oligoéléments 10 ml
Eau déminéralisée qsp 1000 mi
pH:70-74

REACTIFS ET MATERIEL NECESSAIRES MAIS NON
FOURNIS
Reactifs
- Huile de paraffine (Ref. 70 100}
- Réactifs : VP 1 + VP 2 (Réf. 70 422)
NIT 1 + NIT 2 (Réf. 70 442)
ZYM A (Réf. 70 494)
ZYM B (Réf. 70 493)
- McFarland Standard (Réf. 70 900)
- Catalogue Analytique API Staph (Ré&f. 20 590} ou
logiciel d'identification apiweb T (Réf. 40 011)
(consulter bioMerieux)

Matériel
- Pipettes ou PSlpeites
- Portoir pour ampoules
- Protége-ampoule
- Equipement général de laboratoire de baciériologie

PRECAUTIONS D'UTILISATION

« Pour diagnostic in vitro et pour contrbéle micro-
biologique.

+ Pour usage professionnel uniquement.
+ Ce coffret contient des composants d'origine animale.
La maitrise de l'origine et/ou de I'état sanitaire des
animaux ne pouvant garantir de facon absolue que ces
produits ne contiennent aucun agent pathogéne
transmissible, il est recommandé de les manipuler avec
les précautions d'usage relatives aux produits
potentiellement infectieux (ne pas ingérer, ne pas
inhaler).

Les prélévements, cultures bactériennes et produits

ensemencés doivent étre considérés comme

potentiellement infectieux et doivent étre manipulés de
fagon appropriée. Les techniques aseptiques et les
précautions usuelles de manipulation pour le groupe
bactérien étudié doivent étre respectées tout au long de
la manipulation ; se référer a "CLSI M29-A, Protection of

Laborafory Workers From QOccupationally Acquired

Infections; Approved Guideline - Révision en vigueur”.

Pour informations complémentaires sur les précautions

de manipulation, se référer a "Biosafety in Micro-

biological and Biomedical Laboratories - CDC/NIH -

Derniére édition", ou a la réglementation en vigueur

dans le pays d'utilisation.

Ne pas utiliser les réactifs aprés la date de péremption.

Avant utilisation, s'assurer de lintégrité de I'emballage

et des composants.

Ne pas utiliser de galeries ayant subi une altération phy-

sique : cupule déformée, sachet déshydratant ouvert, ...

Quvrir les ampoules délicatement comme suit :

- Placer 'ampoule dans le protege-ampoule.

- Tenir l'ensemble verticalement dans une
main (bouchon blanc vers le haut).

- Bien enfoncer le bouchon.

- Exercer une pression horizontale avec le
pouce sur la partie sfriée du bouchon de
fagon a casser l'extrémité de 'ampoule.

- Retirer l'ampoule du protége-ampoule et
conserver le protége-ampoule pour une
utilisation ultérieure.

- Enlever délicatement le bouchon.

Les performances présentées sont obtenues avec la

méthodologie indiquée dans cette notice. Toute dé-

viation de méthodologie peut altérer les résultats.

L'interprétation des résultats du test doit &tre faite en

tenant compte du contexte clinique ou autre, de l'origine

du prélévement, des aspects macro et microscopigues
de la souche et éventuellement des résultats d'autres
tests, en pariiculier de {'antibiogramme.

+ |l est recommandé de réaliser un contrble qualiteé avant
d’utiliser chague nouvelle ampoule de réactif ZYM B.

L
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CONDITIONS DE STOCKAGE

Les galeries et milieux se conservent a 2-8°C jusqu'a la

date limite d'utilisation indiquée sur 'emballage.

ECHANTILLONS (PRELEVEMENT ET PREPARATION)

APt Staph ne doit pas &tre utilisé directement a partir des
prélévements d'origine clinique ou autre.

Les microorganismes a identifier doivent dans un premier
temps étre isolés sur un milieu de culture adapté selon les
techniques usuelles de bactériologie.

MODE OPERATOIRE
Préparation de la galerie

+ Réunir fond et couvercle d'une boite dincubation et
répartir environ 5 ml d'eau distillée ou déminéralisée jou
toute eau sans additif ou dérivés susceptibles de libérer
des gaz (Ex : Cl, CO2z ...)] dans les alvéoles pour créer
une atmosphére humide. _

» inscrire la référence de la souche sur la langueite
latérale de ta boite. (Ne pas inscrire la reférence sur le
couvercle, celui-ci pouvant étre déplacé lors de la
manipulation.)

» Sortir la galerie de son embaﬂage individuel.

s Placer la galerie dans la boite d'incubation.

Préparation de I'inoculum

¢ Réaliser une préculture sur gélose Columbia au sang
(ou Agar P) 18-24 H 4 36°C + 2°C.

+ Vérifier 'appartenance de 1a souche & la famille des
Micrococcaceae (morphologie, Gram, catalase..), ainsi
que sa pureté.

« Ouvrir une ampoule d'API Staph Medium comme
indiqué au paragraphe "Précautions d'utilisation".

« Préparer une suspension bactérienne homogéne,
d'opacité égale a 0.5 de McFarland. Utiliser préférentiel-
lement des cultures jeunes (18-24 heures).

Cette suspension doit étre utilisée extemporanément.

Inoculation de la galerie

+ A l'aide d'une pipette ou d'une PSipette, remplir les
{ubes de la galerie avec API Staph Medium ensemencé.
Ne remplir que les tubes et non les cupules, sans
dépasser le niveau du tube. Pour éviter la formation de
bulles au fond des tubes, poser la pointe de la pipeite
ou de la PSlpette sur le coié de la cupule, en inclinant
légérement la boite d'incubation vers l'avant.

« Créer une anaérobiose dans les tests ADH et URE en
remplissant leur cupule d'huile de paraffine pour former
un menisque convexe,

+ Renfermer la boite d'incubation. .

+ Incuber & 36°C & 2°C pendant 18-24 heures.

LECTURE ET INTERPRETATION
Lecture de la galerie

« Aprés incubation, lire les réactions conformément au
Tableau de Lecture en ajoutant 1 goutte de chacun des
réactifs suivants :

- TestVP: VP 1etVP 2.

Attendre 10 minutes. Une couleur rose franche ou

violette indique une réaction positive. Une couleur

rose pile ou rose claire obtenue aprés 10 minutes
doit étre considérée négative.

Test NIT : NIT 1 et NIT 2.

Attendre 10 minutes. Une coloration rouge indigue

une réaction positive.

Test PAL: ZYM A et ZYM B (*).

Attendre 10 minutes. Une coloration violette indique

une réaction positive.

™ Il est recommandé de controler chaque ampoule

de réactif ZYM B avant la 1*™ utilisation.

Pour cela, il est recommandé d'utiliser la souche

ATCC 700404 mentionnée au paragraphe Conirdle

Qualité afin d’exclure tout réactif défectueux.

« Noter les résultats sur la fiche de résultats.

Test de résistance a la lysostaphine

Déterminer la résistance a la lysostaphine sur milieu
Agar P selon la procédure suivante ou selon les
recommandations du fabricant.

Pour cela, ensemencer par inondation la surface d'une
gélose Agar P avec une suspension bactérienne d’environ
107 germes/ml.

Laisser sécher 10-20 min 4 36°C + 2°C.

Déposer & la surface de la gélose, une goutte d'une
solution de lysostaphine & 200 pg/ml.

Incuber 18-24 H & 35-37°C.

Une lyse totale ou subtotale de la culture bactérienne
indigue une sensibilité & 'enzyme.

Ce test constitue le 21°™ test de la galerie. 1l est
considéré positif en cas de résistance a la lysostaphine.

Interprétation
L'identification est obtenue & partir du profil numérique.

+ Détermination du profil numérique :
Sur la fiche de résultats, les tests sont séparés par
groupes de trois et une valeur 1, 2 ou 4 est indiquée
pour chacun. En additionnant a lintérieur de chaque
groupe les valeurs correspondant a4 des réactions
positives, on obtient 7 chiffres qui constituent le profil
numerique.
« |[dentification :
Elie est réalisée a partir de la base de données (V 4.1}
* a l'aide du Catalogue Analytique :
-Rechercher le profil numérique dans la liste des
profils.
* a l'aide du logiciel d'identification apiweb T™ :
- Entrer manuellement au clavier le profil numérique a
7 chiffres.
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CONTROLE DE QUALITE

Les milieux, galeries et réactifs font I'objet de conirdles de qualité systématiques aux différentes étapes de leur
fabrication. Un controle bactériologique des tests de la galerie est de plus réalisable par lutilisateur avec la souche
1. Staphylococcus xylosus ATCC® 700404 de préférence ou I'une des souches suivantes :

2. Staphylococcus lentus ATCC 700403 3. Staphylococcus capitis ATCC 35661
ATCC : American Type Culture Collection, 10801 University Boulevard, Manassas, VA 20110-2209, USA.

0 | GLU | FRU | MNE | MAL | LAC | TRE | MAN | XLT | MEL NIT | PAL | VP | RAF | XYL | SAC | MDG | NAG | ADH | URE
1. - + + + + + + + + - + + Vv - + + - + — +
2.1 — + + + + + + + A" + A" A% + + + + + — -
3.1 - + + + - - - \' - - - + = - = — - + =

* Ce résultat peut varier en fonction du milieu de cuiture utilisé.
Profils obtenus aprés culture des souches sur gélose au sang de mouton.
1) est de la responsabilité de l'utilisateur de s'assurer que le contréle de qualité est mis en ceuvre conformément a la

législation locale en vigueur.

LIMITES DU TEST

» Le systéme API Staph est destiné a l'identification des
espéces mentionnées dans la base de données (voir
Tableau d'ldentification en fin de notice), et a elles
seules. |l ne peut étre utilisé pour identifier d'autres
microorganismes ou exclure leur présence.

+ Seules des cultures pures contenant un seul type de
microorganisme doivent étre ufilisées.

RESULTATS ATTENDUS

Se référer au Tableau d'ldentification en fin de ceite
notice pour les résultats attendus des différentes
réactions biochimiques.

PERFORMANCES

» Staphylocoques
2104 souches de diverses origines et souches de

+ Microcoques/Kocuria
171 souches de diverses origines et souches de
collection appartenant aux espéces de la base de
données ont été testées :
- 87,72 % des souches ont été carrectement identifiees

{avec ou sans tests complémentaires).

- 7,60 % des souches n'ont pas été identifiees.
- 4,68 % des souches ont 6té mal identifices.

ELIMINATION DES DECHETS

Eliminer les réactifs utilisés ou non utilisés ainsi que les
matériels 2 usage unigue contaminés en suivant les
procédures relatives aux produits infectieux ou
potentiellement infectieux.

Il incombe & chaque laboratoire de gérer les dechets et
les effluents qu'l produit selon leur nature et leur
dangerosité, et d'en assurer (ou faire assurer) le

; S traitement et l'élimination selon les réglementations
collection appartenant aux espéces de la base de  jppjicables.
données ont été testées :
- 92 49 % des souches ont été correctement identifiées
(avec ou sans tests complémentaires).
- 4,42 % des souches n'ont pas été identifiées.
- 3,09 % des souches ont été mal identifiées.
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Annexe 3

api® Staph 074684 - fr - 2000/04

TABLEAU DE LECTURE

QTE RESULTAT
TESTS COMPOSANTS ACTIFS REACTIONS / ENZYMES
(mgfoup.) : NEGATIF POSITIF
4] Aucun Témoin négatif rouge —
GLU D-glucose 1,56 | {Témoin positif) (D-GLUcose)
FRU D-fructose 14 acidification {D-FRUctose)
MNE D-mannose 1.4 acidification (D-ManNosE)
MAL D-maltose 1.4 acidification (MALtose)
LAC © ﬁgi':!:c;%i?ne) 1.4 acldification (LACtose) rouge * jaune
TRE D-tréhalose 1,32 acidification (D-TREhalose)
MAN D-mannitol 1,36 acidification (D-MANnitol)
XLT xylitol 1.4 acidification (XyLiTol}
MEL D-mélibiose 1,32 acidification (D-MELibiose)
NIT 1+ NIT 2/ 10 min
NIT nitrate de potassium 0,08 Réduction dee NiTrates en nitrites incolore-rose péle | rouge
+ 1 i
PAL 3-naphtyl phosphate 0,0244 | Phosphatase AlLcaline Jaune I violet
. VP1+VP2/10 min
VP sodium pyruvate 1,904 ?\;3::?;?0:::53)! meéthyl-carbinol incolore-rose pale violet-rose
RAF D-raffinose 1,56 acidification (RAFfinose)
XYL D-xylose 1.4 acidification (XYLose)
SAC D-saccharose 1,32 | acidification (SACcharose) rouge jaune
MDG giun;::::rla_l?ci}de 1.28 gﬁ;ﬁ:;r::;tri::o{:?dé;?yl-u&
NAG N-acétyl-glucosamine 1,28 | acidification (N-Acétyl-Glucosamine)
ADH L-arginine 1,904 | Arginine DiHydrolase jaune orange-rouge
URE urée 0,76 UREase . jaune rouge-violet

Les tests d'acidification doivent tre lus comparativement aux témoins négatif (0) et positif (GLU).

" Les tests MNE et XLT peuvent étre oranges, lorsqu'ils sont entourés ou précédes de tesis posilifs. On doit alors les
considérer comme négatifs. ' :

¢ Les quantités indiquées peuvent étre ajustées en fonction des titres des matiéres premiéres.
« Certaines cupules contiennent des composants d'origine animale, notamment des peptones.

METHODOLOGIE

TABLEAU D'IDENTIFICATION
BIBLIOGRAPHIE
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v
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biol\.:ihériaux, le logo bleu, API et apiweb sont des marques utilisées, déposées etiou enregistrées appartenant A bioMérieux SA ou a l'une de
ses filiales.

ATCC est une marque appartenant 3 American Type Culture Collsction.
Les autres marques et noms de produits mentionnés dans ce document sont des marques commerciales de leurs détenteurs respectifs.
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Annexe 3 ’

TABLEAU D'IDENTIFICATION / IDENTIFICATION TABLE / PROZENTTABELLE /
TABLA DE IDENTIFICACION / TABELLA DI IDENTIFICAZIONE

% de réactions positives aprés 24 h & 35-37°C / % of reactions positive after 24 hrs. at 35-37°C /
% der positiven Reaktionen nach 24 Std. bei 35-37°C J
 de las reacciones positivas después de 24 H a 35-37°C / % di reazioni positive dopo 24 ore a 35-37°C

APl STAPH V4.0 D FRU { MME | MAL | LAC | TRE MEL| MIT |PAL | VP | RAF | XYL MOG |NAG | ADH | URE [LSTR
SEHOCoCoUS SUTELs 0N 100 95 96 W 53 97 TE A 0 &0 80 g
Slgphplococous suriculsrs 0 80 BrlEg 'l ¢ IEBER i 0
SlEpHcerooys caoiis D 99 | 0 K 23 El 0
Siaphylecoccus capras 0 99 Bi i 74 | [ o0 95 99 0
SigpoC0CoUS CATIOSUS 0 100 29 ol e9 99 9o [l 90 &3 83 0
Shphpococcus chromogenes | O 100 99 79 100 100 0 KRN 1) 0
Siaphplococcus cotind ssp colmi | 0 99 [T I Tl 33| O 1l 94 0
Sigph.colml ssp ureatoam | O 100 g8 100 o4 I 0
Siapipocrocis epicemmids 0 g9 [ 1 0
Slaphplecoccus haomoldious 0 1 0
Siapiylococcys hominis 0 1 0
Sigphplococcis hyous 0 0 0
Slaphyococous Brivs 0 100 100 100 100 99 0
Skaphpococous kgdunensis 0 89 88 99 H- 0 0
Slaphylococcus sapoptyticus | O 0 0
Slaphpococous schieden 1] 0 0
Siaphylococcus s 0 0 0
Siaphylococcus simulans 0 0 0
Siaphylococcus wamen 0 0 0
Siaphylococcys Xyiosus 0 B1 85 0 ] 0
Kocuria krisiinge [V 39 90 84 1]

Kocuria variansimess [ 111 |8 ]

WMicrocooeus spo 0 1 o1 0
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Dimethyl sulfoxidz

Product Number [ 8418
Store at Hoom Temperature

Product Description

Molecular Formula: C,H08
Molecular Weight: 78.13

CAS Number: 67-68-3

Melting Point: 18.45 °C

Boiling Point: 189°C

Density: 1.1 gfmi

Dielectric Constant: 45
Viscosity: 1.1 centinoizes (27 °C)
Synonyms: DMS3C, methyl sulfoxide, dimetiyl
sulphoxide

This product is designated as Molecular Bidogy grade
and is suitable for molecular bickogy applications. It
has been analyzed for the presence of nucleases and
proteases.

Dimethyl sulfoxide (DMS0) is a highly polar organic
reagent that has exceptional solvent properties for
organic and inorganic chemicals. Among its uses in
organic synthesis is the oxidation of thicls and
disulfides to sulfonic acids.® Other reactions in which
DMSC participares Include the hydrolysis of epoxides,
the thioalkylation of phenols, and the oxidation of
primary alcohols, primary halides, and esters of
primary alcohols to aldehydes *

Protocols have been reported for the use of DMS0O in
column-loading buffers for poly(A)" RMNA selection, in
buffers for the transformation of competent £. coli, in
the polymerase chain reaction (PCH), the amplification
of cDMA libraries, DNA sequencing, DEAE-dextran
mediated tranefection of celle, and polybrans-
mediated DMA trarsfection.® A procedure that uses
DMS0 to recover DNA from membrane filters for
subsequent PCR amplification has been described.® A
capillary electrophoresis technique for DMNA
sequencing incorparates 2 M urea with 5% DMSO
{viw), and can be modified to use 1008 DMSO as
needed” A study of the contribution of various DMS0
concentrations to meliing temperatures in
oligonucleotides has been published.”

Productinformation

DMS0 is also widely utilized in the storage of human
and animal cell ines and bacteriophage L as a
cryoprotective agent.* A protocol to prepare a DMSO
solution for freezing cells is as follows:

1) Prepare freezing medium containing culture
medium with 10-20% serum and 5-10%: DMS0.

2) Remove adhersnt cells with trypsin or other
appropriate means. (For optimal results, cells
snould be in the log phase of growth.)

d) Gently pellet the cell= by centrifugation (10
minutes at 250 x g, 4 °C) and remove the culture
medium.

4) Resuspend the cells in the freezing medium at
10°-10” cells/ml.

5) Aiquat into freezing vials.

6) Freeze cellz according to standard freezing
protocols. Store at -70 “Coor below.

For cell fusion, a 100 DMS0 solution in
40-50% polyethylene glycol (FEG) may be plﬂparﬂd."

The vze of DMS0 in the modification of
phosphoserne and phosphothreoning residues In
proteins for MS analysis of phozphorylation states has
been described” A study of leuprolide degradation in
water and in DMS30 has been reported ”

The compatibility of DMS0 with various materials is

listed below:

« Compatible: LDPE, HDPE, polypropylene, FPCO
(polypropylene copolymer], polymethyipentene,
nylon, teflon FEP

» Moderately compatible: polystyrens,
ECTFEETFE

¢ Incompatible: polysulfone, flexible and rigid PVC
tubing, polycarbonate

Precautions and Disclaimer
For Laboratory Use Only. Notfor drug, househald or
other uses.



Preparation Instructions

This product is miscible in water

{1 ml DMSO + 1 ml Hz0), yielding a clear, colorless
solution. DMSO is a very hygroscopic liquid and
should protected from exposure to meisture. DM30 is
also =soluble in ethanol, acetone, ether, benzens, and
chioroform.’

Storage/Stability

DMS0 supercools easily and remelts slowly at room
temperature. The product may arive as a solid
instead of a liguid. The solidified product can be
religuified by warming to room temperature without
detriment to the product. DMSO0 is stable up to 100 °C
in alkaline, acidic and neutral conditions. At
temperatures approaching its boiling point, DM20 is
stable in neutral or alkaline conditions.

To prepare a sterile filtered DMSO solution, it is
recommended to use a teflon or nylon membrane.
Cellulose acetate membranes are not recommended.
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