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Résumé :

L’étude expérimentale est consacrée a 1’évaluation des effets antimicrobiens de 1’extrait au solvant
hydrométhanolique de laurier (Laurus nobilis) récolté¢ dans la région de mostaganem-Algérie sur
Staphylococcus aureus un microorganismes pathogeénes responsables d’intoxications alimentaires.
L’extrait de laurier a été obtenu par macération d’une prise du végétal dans du méthanol aqueux,
suivi d’une filtration et d’une évaporation du filtrat. L extrait a été concentré a I’eau distillée a 0, 20,
40, 60, 80 et 100%. L’effet antimicrobien de 1’extrait de laurier a été testé sur souche de référence
(ATCC 33862) de S. aureus. Les mesures ont concerné : le test de croissance, le test de diffusion

sur disque, la concentration minimale inhibitrice et la concentration minimale bactéricide.

Les solutions d’extrait de Laurus nobilis ont engendré de fortes activités antimicrobiennes vis-a-vis
de S. aureus. La concentration minimale inhibitrice (CMI) et la concentration minimale bactéricide
(CMB) ont été obtenues avec 1’extrait hydrométhanolique de laurier préparé a 40%. Cet extrait a
montré une action de type bactéricide chez Staphylococcus aureus et une efficacité antilicrobienne

proche a4 61.9% de la gentamicine.
Mots clés : Laurus nobilis L., Staphylococcus aureus, extrait hydro méthanolique, antibactérien.
Abstract :

The experimental study is devoted to the evaluation of the antimicrobial effects of the
hydromethanolic solvent extract of laurel (Laurus nobilis) collected in the region of mostaganem-
Algeria on Staphylococcus aureus, a pathogenic microorganisms responsible for food poisoning. The
bay leaf extract was obtained by maceration of an intake of the plant in aqueous methanol, followed
by filtration and evaporation of the filtrate. The extract was concentrated in 0, 20, 40, 60, 80 and
100% distilled water. The antimicrobial effect of bay leaf extract was tested on a reference strain
(ATCC 33862) of S. aureus. The measurements concerned: the growth test, the disk diffusion test,
the minimum inhibitory concentration and the minimum bactericidal concentration.

Solutions of Laurus nobilis extract produced strong antimicrobial activities against S. aureus. The
minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration (CMB) were
obtained with hydromethanolic extract of laurel prepared at 40%. This extract showed a bactericidal

type action in Staphylococcus aureus and an antilicrobial efficacy close to 61.9% of gentamicin.

Key words. Laurus nobilis L., Staphylococcus aureus, hydro methanolic extract, antibacterial.
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Introduction

Introduction :

Depuis longtemps, ’homme a vicu cote a cote avec les plantes médicinales et il les a depuis
toujours exploité pour leurs propriétés pharmaceutiques, curatives et nutritives. Les composés
bioactifs les constituants dont huiles essentielles, composés phénoliques, terpéne et bien
d’autres constituants (Selles, 2012) ont été integrés dans différents domaines d’activité tels

que : cosmétique, pharmacie, agroalimentaire et phytosanitaire.

Ces plantes ont été également utilisées pour leurs propriétés antibactériennes et antifongiques
trés recherchées dans le domaine de la microbiologie médicale (Mohammedi, 2013). En fait,
leurs propriétés thérapeutiques sont dues a la présence de centaines des milliers de composés
naturels bioactifs appelés métabolites secondaires le plus souvent retrouvés accumuler dans
différents organes et parfois méme dans certaines cellules spécialisées du végétal

(Boudjouref, 2011).

L’étude de Deffet des extraits bioactifs des plantes comme additif a fort pouvoir antimicrobien
repose sur l’utilisation des parties les plus riches en métabolites secondaires telles que les
feuilles, les graines, les racines, les fruits, les fleurs, ou la totalité¢ de la partie aérienne de la

plante (Khenaka, 2011).

A cet égard, il est bien connu que les feuilles de Laurus nobilis L., est riche en composés
bioactifs dont huiles essentielles (Bruneton 1999, Demir et al., 2004) tels le cinéol, le
pinéne, le sabinene, le linalol, I’eugénol, le terpinéol, en bien d’autres esters et terpenoides
(Iserin 2001 ; Sayyah et al.,2002 ; Demir et al., 2004) ; les flavonoides et les alcaloides

(Kive¢ak et Mert, 2002 ; Simi et al., 2003 ) ayant un effet antimicrobien avéré contre de
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nombreux microorganismes pathogénes tels salmonelles, E. coli, Staphylococcus aureus...etc

(Bouchaale et Zouaoui, 2015 ; Ould Yeroi, 2015).

L’objectif de cette étude est de suivre l'activité antibactérienne d’une plante aromatique
largement répondue en Algérie a savoir Laurus nobilis L., récolt¢ dans la région de
Mostaganem a 1’Ouest d’Algérie vis-a-vis d’un germe pathogene responsable de toxiinfection

alimentaire en 1’occurrence Staphylococcus aureus.

Le manuscrit est subdivisé en trois grandes parties :

- Une synthése bibliographique qui englobe et rassemble des données théoriques
actualisées sur les composés bioactifs de Laurus nobilis L., et des généraliités
sur Staphylococcus aureus.

- La deuxieme partie a été consacrée a la méthodologie decrivant le matériel et les
méthodes utilisées dans 1’étude expérimentale.

- Et la troisiéme partie relate la critique et la discussion des résultats, ainsi que la
conclusion et les perspectives de recherche développement a entreprendre dans

le fiture.
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Chapitre I : Généralites sur le Laurus nobilis L.

1. Introduction :

Laurus nobilis L., membre de la famille des lauracées renferme 32 genres et
environ 2000-2500 especes (Barla et al., 2007). Le Laurus, nom latin, d’origine
celte qui veut dire « toujours vert » fait allusion au feuillage persistant de la

plante (Pariente, 2001).

Les feuilles sont largement utilisées et connues comme assaisonnement et herbe
médicinale depuis les périodes antique grec et romain (Demir et al., 2004). 11 est
intéressant de noter que cette herbe qui était pendant longtemps employée dans
la nourriture comme condiment et en médecine traditionnelle, a des propriétés

qui peuvent suggérer de nouvelle application (Ferreira et al., 2006).
2. Description botanique :

La famille des lauracées comprend prés de 2500 — 3000 especes regroupées en
environ 52 genres dont le laurier noble (Laurus nobilis L.,.,.). Cette famille est
presque présente dans toutes les parties du monde ; avec une forte concentration

dans les zones subtropicales et dans les régions tempérées (Babba ;2000).

Le Laurier noble est un arbuste ou arbre aromatique de 2 a 10m de hauteur a
croissance lente, et au tronc droit ramifi¢ des la base avec un sommet conique, et
s’arrondissant en fil du temps. L’écorce est noire a gris foncé et lisse. Ces
branches remontent en oblique avec des jeunes pousses fines, glabres et brun
rougeatre dont les bourgeons sont étroits, verts rougeatres et longs de 0,2 a

0,4cm (Figure. 1) (Ouibrahim et al. ,2015).
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Figure 1. Aspect morphologique de Laurus nobilis L. (Beloued ,2005).

3. Classification botanique :

La position systématique de Laurus nobilis est comme suit dans le royaume

végétal selon (Quezel et santa, 1962) :

Régne Végétale

Sous régne Plante vasculaire
Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Décotylédones
Sous classe Magnoliidae
Ordre Laurales
Famille Lauracées
Genre Laures

Espéce Nobilis

3.1. Dénomination internationale :

La dénomination vernaculaire de Laurus nobilis L. a travers le monde est

illustrée dans le (Tableau 1).
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Tableau 1. Dénomination internationale de Laurus nobilis L.

Francais Laurier d'Apollon, Laurier commun,
Laurier franc, Laurier noble.

Allemand Lorbeersamen, lorbeer.

Anglais Laurel oil, sweet bay, bay tree, roman
Laurel, noble Laurel.

Italien Olio di alloro

Portugais Louro

Arabe Rand, habb r'ar

Nom targui Taselt, rend

ou berbere

(Anton, 2005; Ballabio,2010).

3.2. Autres espece de Laurier :

L’espéce Laurus se subdivise en plusieurs variétés qui se différencient selon la

forme des feuilles et la taille des fruits; leurs usages culinaires sont cependant

strictement non identiques (Anton, 2005)..

Tableau 2. Autres especes du laurier noble ( Laurus nobilis L.)

Nom vernaculaire Nom scientifique Famille

Laurier-amande Prunus laurocerasus L Rosacées
Laurier-benzoin Lindera benzoin L Lauracées
Laurier-cerise Prunus laurocerasus L Rosacées
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Laurier-d'Alexandrie Danae racemosa Liliacées
Laurier-Californie Umbellularia californisa Lauracées
Laurier des bois Daphnelaureola L Thyméléacées
Laurier des Iroquois Sassafras albidum Lauracées
Laurier du portugale Prunus lusitanica L Rosacées
Laurier rose Nerium oleander L Apocynacées
Laurier- tin Viburnum tinus L Caprifoliacées
Laurier sassafras Sassafras officinalis Nees Lauracées

(Anton, 2005).

4. Répartition géographique et habitat :
4.1. Dans le monde :

Cette famille qui est principalement tropical, se trouve dans la région
méditerranéenne en particulier dans les pays suivant : Turquie, Grece, Espagne,
Italie, France,algerie. Le laurier est aussi largement cultivé dans les pays arabes
de la Libye au Maroc. Actuellement, cette espéce, sauvage ou cultivée, est
présent dans le sud et l'ouest de I'Europe, et aux Etats-Unis comme plante

ornementale (Ivan, 2001; Emam, 2010).

Elle est surtout répartie dans toutes les régions humides. Elle se développe
sur les bords des cours d’eau. Elle s’accommode sur tous les types des sols

(figure.02) (Messaoudi, 2008).

4.2. En Algérie :

Le laurier est retrouvé de part I’algérie surtout dans les foréts et ravins humides,
commun dans le tell algérois et constantinois. La floraison de la plante est
observée entre les mois de mars et Avril (Beloued, 2001).

6




Chapitre I: Généralités sur le Laurus nobilis L.

Af X =~ i "--ulw_-"-'r
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Figure 2. Répartition géographique des Lauracées a travers le monde (Steven,

2001).
5. Morphologie du laurier :

Le (Tableau 3) ci-dessous résume la morphologie de Laurus nobilis L.,

Tableau 3. Morphologie de Laurus nobilis L. (Guedouari, 2012).
7



Chapitre 1: Généralités sur le Laurus nobilis L.

Parties de la plante

Morphologie

Les feuilles :

Persistantes, alternes, allongées a lancéolées, d’environ 10
cm de long sur 3 a 5 cm de large, si la feuille a une couleur
brun-vert, il est trop agés et amer, sans ardbme. La feuille a
une saveur forte, épicé, amer, piquant et de refroidissement
nuances.

Les fleurs :

Petites odorantes en forme d'étoile a la fin du printemps de
couleur blanchatre a jaune, les fleurs sont groupées a
I’aisselle des feuilles en petits bouquets en forme
d’ombelles axillaires ou en courtes panicules

Fruits ou baies de laurier (baies globuleuse, drupe
aromatique charnue) ressembler a une petite olive avec la
forme ovale ou ellipsoide. Les fruits sont de couleur verte
au début et violets au noir profond a maturité (Septembre).
Les fruits secs sont drupacés, ovoides, d'environ 15 mm a 2
cm de long et 10 mm de large.

6. Composition chimique :

De nombreuses études ont été réalisées pour la détermination de la composition

chimique des feuilles de Laurus nobilis et plusieurs ont prouvé la richesse de ses

feuilles en substances actives. Par hydrodistillation les feuilles fournissent

environ 10-30 ml/Kg (1-3%) d’huile essentielle (Bruneton 1999, Demir et al.,
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2004) dont les constituants majoritaires inclut : cinéol, et pinéne, sabinene,
linalol, eugénol, terpinéol, plus d’autres esters et terpenoides, mais dont les
proportions varient selon l’origine géographique (Iserin 2001 ; Sayyah et

al.,2002 ; Demir et al., 2004).

Les feuilles de Laurus nobilis contiennent aussi des flavonoides polaires
(dérivées glycosylées de quercétine, kaempferol et de catéchine) et apolaires
(quatre dérivés acylés de kaempferol) (Fiorini et al., 1998 ; Kiv¢cak et Mert,
2002), sesquiterpenes lactones, alcaloides d’isoquinoline (Kivc¢ak et Mert, 2002
; Simi et al., 2003 ), en plus Demo et al. (1998) et Gomez- Coronado et al.

(2004) ont montr¢ la richesse de ses feuilles en vitamine E.
7. Origine :

Consacre a Apollon et Esculape « dieux de la sant¢ et de la médecine » chez les
grecs, en couronnant les empereurs et les héros chez les romains ; le Laurier
noble jouit d’une place importante tant dans le domaine mythologique, culinaire

et médicinale depuis I’antiquité (Vetvicka et Matousova, 1991).

Le laurier, ou laurier-sauce (Laurus nobilis L.) est un arbuste ou un arbre de la
famille des Lauraceaes, a feuilles persistantes et coriaces (Vetvicka et
Matousova, 1991). Etymologiquement, le nom latin laurus signifiant « toujours
vert » fait allusion au feuillage persistant de la plante et nobilis du latin
« fameux » (Pariente, 2001). Son nom et aussi symbole du succeés dans nos
jours a travers le baccalauréat du latin « Bacca Lauri » soit baies de laurier

(Zhiri et al., 2005).
8. Utilisation des feuilles de Laurus nobilis :

Les feuilles de Laurus nobilis sont parmi les assaisonnements les plus connus
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dans tous les pays, elles sont généralement utilisées comme épice valable en
culinaire (en potages, ragotts, sauce,...) et aromatisant en industrie alimentaire.
Cette plante a aussi des applications importantes en médecine traditionnelle et
représente récemment un sujet de recherche scientifique intéressant (Sini et al.,
2003), le laurier est principalement utilisé, par voie orale, dans le traitement
symptomatique des troubles de [’appareil digestif supérieur tels que le
ballonnement épigastrique, lenteur de la digestion, éructations et flatulence

(Iserin, 2001).

L’extrait aqueux est utilis¢é dans la médecine traditionnelle turque en tant
qu’antihémorroidal, antirhumatismal, diurétique et comme un antidote dans des
morsures de serpent et pour le traitement du mal d’estomac (Kiv¢ak et Mert,

2002).

Dans la médecine traditionnelle iranienne, les feuilles de cette plante ont été

employées pour traiter I’épilepsie et le parkinsonisme (Aqili Khorasani, 1992).

L’huile essentielle obtenue des feuilles de cette plante a ét¢ employée pour le
soulagement d’hémorroides et des douleurs rhumatismales (Sayyah et al.,
2002). En outre, I’huile essentielle est employée par 1’industrie cosmétique en
parfumerie et dans la fabrication des savons. Elle compte parmi les meilleurs

moyens d’¢éloigner les insectes génants (Demir et al., 2004 ; Beloued, 2005).
9.Proprietes pharmacologiques :
9.1. Effets antioxydants :

L’activité¢ antioxydante des extraits méthanolique (bruts et dégraissés) des
feuilles, d’écorce et des fruits de Laurus nobilis ont été étudiés au niveau de la
peroxydation de lipide (LP) dans les liposomes, induite par le systéme Fe+2 /

ascorbate et mesuré spectrophotométriquement a 533 nm. Les résultats ont

10



Chapitre I: Généralités sur le Laurus nobilis L.

montré que tous les extraits de recherche possédaient une activité antioxydante.
L’extrait dégraissé des feuilles montre une inhibition plus ¢élevée du LP que
I’extrait brut et que tous les autres extraits et le maximum de son activité

(68,4%) a été atteint avec une plus petite quantité (2,0 mg) (Simi et al., 2003).

Ferreira et al. , (2006) ont étudié 1’activité antioxydante de trois extraits (huile
essentielle, extrait éthanolique et décoction) de dix especes de plantes
médicinales dont Laurus nobilis ; cette espece a montré des valeurs ¢élevées
pour ’activité antioxydante pour chacun des trois extraits et elle est plus haute
pour les extraits polaires. Dans le laurier, I’isoquercitrin et les glycosides

flavonol peuvent expliquer I’activité exhibée.

Dans une autre étude, Demo et al., (1998) ont démontré la présence des
tocophérols (vitamine E), principalement la - tocophérol, dans les feuilles de
Laurus nobilis obtenue dans la fraction apolaire par extraction hexane. Dans
cette ¢tude on rapporte que le contenu tocophérol est strictement corrélé avec

I’activité antioxydante de 1’extrait hexane des feuilles.

Ces résultats préliminaires ont confirmé¢ que I’utilisation traditionnelle des
feuilles de Laurus nobilis dans 1’'industrie alimentaire est reliée non seulement a
I’odeur et a l’arome plaisant, mais probablement aussi a des possibilités
préservatives des substances présentes dans les feuilles et d’autres pieces de

cette plante.
9.2. Effets fumigenes et insecticide :

Récemment, il ya un intérét croissant pour 1’utilisation probable des extraits de
plantes comme solution de rechange aux insecticides synthétiques. Treize huiles
essentielles dont ceux de Laurus nobilis ont été examinées sous leurs formes de

vapeur contre une espece d’insectes attaquant les produits stockés dont
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Acanthoscelides obtectue d’une branche de haricot. Les résultats ont indiqués
que I’huile essentielle des feuilles de Laurus nobilis a une action répulsive,
réduit la fécondité, diminue la couvaison d’oeufs, augmente la mortalité larvaire
de nouveau-né et influence défavorablement D’apparition de progéniture

(Papachristos et Stamopoulos, 2002).

Une étude similaire a été réalisée par Erler et ses collaborateurs (2006), ou
I’huile essentielle extraite a partir du feuillage frais de Laurus nobilis a été
examinée pour son activité répulsive contre les femelles adultes d’une espéce de
moustique (Culex pipiens); cette huile a montré un degré¢ de répulsion
intéressant contre ces parasites vecteurs de plusieurs maladies comme la

malaria, fievre jaune, dengue, encéphalite...etc.

De méme, Dactivité fumigéne de certains composeés qui se produisent
naturellement dans les huiles essentielles des plantes aromatiques dont cinéol,
eugénol et linalol, composés principales de I’huile essentielle de Laurus nobilis,
a été évaluer contre trois espeéces d’insectes parasites des produits entreposés
(Sitophilus oryzae, Rhyzopertha dominica et Tribolium castaneum). L’activité
insecticide a changé avec [’espece d’insecte, le composé¢ et le temps
d’exposition. Les résultats ont prouvé que ces composé€s peuvent convenir
comme fumigene en raison de leur volatilité élevée, efficacité et leur slireté (non

toxique aux humais) (Rozman et al., 2007).
9.3. Effet anticonvulsive :

L’huile essentielle des feuilles de Laurus nobilis a été¢ évaluée pour son activite
anticonvulsive. Elle semble protéger les souris contre des convulsions toniques,
induites par électrochoc maximal et particulierement par pentylénetétrazol. Aux
doses d’anticonvulsivant, 1’huile essentielle a produit la sédation et un

relachement du coeur. D’apres Sayyah et al., (2002), les composants
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responsables de cet effet anticonvulsif peuvent étre le cinéol, eugénol et le

méthyle eugénol
9.4. Effet cytotoxique :

Les extraits n-hexane, éthanol et aqueux des feuilles de Laurus nobilis ont été
testés pour leurs propriétés cytotoxiques en utilisant 1’essai biologique de
crevette de saumure (Artemia salina). Seul I’extrait n-hexane exhibé une activité
cytotoxique contre la crevette de saumure méme si on 1’avérait moins active que
I’umbelliferone et la colchicine. Dans le criblage phytochimique tous les extraits
ont donné des résultats positifs pour les sesquiterpenes, les extraits éthanol et
aqueux pour les alcaloides mais seulement I’extrait n-hexane était positif pour
les flavonoides et la vitamine E. Ainsi, les glycosides flavonol pourraient étre
des principes actifs responsables de I’activité cytotoxique observée (Kiveak et

Mert, 2002).

D’autres études ont €té réalisés sur 1’isolement et 1’identification des composés
des feuilles et des fruits de Laurus nobilis supposés étre cytotoxique. Six
sesquiterpenes lactone connue et un nouveau sesquiterpene le lauroxepine ont
¢té 1solés. Ces substances actives se sont avérées fortement cytotoxiques contre
la lignée cellulaire ovarienne cancéreuse A2780. (Fang et al.,2005 ; Barla et

al., 2007).
9.5. Effet gastroprotectif :

Une seule étude a été réalisée a ce sujet par Gurbuz et al., (2002) ou cinq
plantes aromatiques dont Laurus nobilis, sont employées traditionnellement en
Turquie pour traiter le mal d’estomac. Ils ont été choisis pour déterminer leur
pouvoir anti-ulcérogene. Une décoction et un extrait méthanol ont été préparés a

partir des fruits de Laurier pour déterminer leurs effets sur un modéle d’ulcére
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gastrique induit par 1’éthanol chez des rats. Les expériences pharmacologiques
et les techniques histopathologiques ont clairement montré que ces extraits
donnés oralement ont significativement protégé 1’estomac contre ce modele
d’ulcére. Cette étude doit étre continue pour l'isolement des constituants actifs et

pour révéler leur mode d'activité.
9.6. Effet inhibiteur d’absorption d’alcool :

L’extrait méthanolique des feuilles de Laurus nobilis a efficacement empéché
I’¢lévation du taux d’éthanol dans le sang chez un rat chargé d’éthanol. Sept
sesquiterpenes actifs ont €t€ isolés en tant qu’inhibiteurs d’absorption d’alcool.
La partie active dans ces sesquiterpenes s’est avéré la partie -méthyléne- -
butyrolactone qui était essentielle pour montrer la suppression de 1’absorption
d’¢thanol. En outre, le retard de vidange gastrique a été présumé impliqué
partiellement dans leur effet inhibiteur (Matsuda et al., 1999 ; Yoshikawa et
al., 2000). Ces sesquiterpenes ont non seulement un effet préventif efficace pour
la toxicité aigué d’alcool mais peuvent également aider des patients a éviter

I’abus d’alcool (Yoshikawa et al., 2000).
9.7. Effet curatif de blessures :

L’effet curatif de blessures de 1’huile de feuille de Laurus nobilis a été examiné
par Khalil et ses collaborateurs (2007). Une blessure en pleine épaisseur a éte
faite dans le secteur dorsal des souris Mus musculus. Les blessures ont été
traitées quatre fois avec la préparation d’huile pendant deux jours successifs.
Cette opération est répétée pendant plusieurs jours avec 12 h d’intervalle. Apres
16 jours, les blessures ont ét¢ visuellement observées, photographiquement
documenté et le secteur de blessure a été mesuré. Apres le 16iéme jour, les
animaux ont ¢été sacrifiés et 1’histologie du secteur de blessure est examinée.

L’huile de Laurus nobilis a montrée une bonne activité curative de blessures.
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9.8. Effet inhibiteur d’enzymes :

Ferreira et ses collaborateurs (2006) ont ¢tudié 1’effet de 1’huile essentielle,
I’extrait éthanol et la décoction des feuilles de Laurus nobilis sur I’activité¢ de
I’acétylcholinestérase (AChE), enzyme qui catalyse 1’hydrolyse de
I’acétylcholine donnant la choline et 1’acétyle. La fraction éthanol a montré une
valeur ¢élevée d’inhibition d’AChE de 64% (1g/ml), donc la plante Laurus
nobilis peut aider a traité ou soulager des patients souffrant de la maladie
d’Alzheimer, puisque les drogues approuvées pour la thérapie de cette maladie

agissent en contrecarrant le déficit d’acétylcholine.

9.9. Effet antimicrobien :

Du fait de la variabilité des quantités et des profils des composants des extraits,

il est probable que leur activité antimicrobienne ne soit pas attribuable a un

mécanisme unique, mais a plusieurs sites d’action au niveau cellulaires (Kokate

et Varma , 1970).

De facon générale, il a été observé une diversité d’actions toxiques des extraits
sur les bactéries comme la perturbation de la membrane cytoplasmique, la
perturbation de la force motrice de proton, fuite d’électron, la coagulation du
contenu protéique des cellules, et ’inhibition de la décarboxylation des acides
aminés. Les extraits peuvent inhiber aussi la synthése d’ADN, ARN, des
protéines et des polysaccharides. Le mode d’action des extraits dépond en

premier lieu du type et des caractéristiques des composants actifs (Bakkali et

al ., 2014).
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Chapitre II : Revue bibliographique sur Staphylococcus aureus
1. Définition :

Staphylococcus aureus est le plus connu et est fréquemment impliqué dans
I’¢tiologie d’infections et de toxi-infection variées chez 1’homme. D’autres
especes de Staphylocoques peuvent cependant causer des infections
opportunistes. Ces infections, souvent nosocomiales, engagent parfois le

pronostic vital et requierent un traitement adapte.
2. Historique :

Ennemi intime et permanent depuis la nuit des temps, le Staphylocoque fut
démasqué a la fin du XIXeme siecle, I’observation au microscope faisant
apparaitre des « amas de grains » dans le pus de furoncles. D’abord observé par
Robert Koch en 1878, il fut reconnu par Louis Pasteur deux ans plus tard
(Fasquelle, 1974 ; karthik, 2007). En 1881, Alexander Ogston isola la
bactérie a partir d’abces post-opératoires et reproduisit 1’infection chez 1’animal.
ces amas furent a I’ origine du nom qu’il lui donna, staphyle désignant la grappe
de raisin en grec ; Ogston différencie ainsi staphylococcus de streptococcus
(Spicer, 2003 ; Breche, 1988 ; Stephen et Haxkey, 2006). Et ce fut en 1884
qu’Anton rosenbach cultiva le staphylocoque in vitro et en décrivit la premicre
espéce connue : staphylococcus aureus, ou bien staphylocoque doré, ainsi
nomm¢ en raison de la couleur des colonies obtenues en culture (Figure 3)

(Avril et al., 1992 ; karthik, 2007).
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B

Figure 3 . Coques de Staphylococcus aureus disposées en grappes de raisins

micrographie ¢électronique a balayage (Gx100) (Wiilley et al., 2010).
3. Positions taxonomiques et classification :

Le genre Staphylococcus appartenait a la famille des Micrococaceae qui

comprenait trois autres genres : Micrococcus, Planococcus et Stromatococcus.

Ils partageaient un certain nombre de caractéres généraux a titre d’exemple
(coque a Gram positif, non sporulés...). Mais une étude a démontré que la
composition chimique de la paroi et le pourcentage en guanine et cytosine (G +
C %) du génome entre ces quatre genres sont trés ¢éloignés, donc leur
regroupement dans une méme famille n’est plus justifié. Cependant, la
composition des séquences d’ARNr 16S a confirmé la nécessité d’un profond
remaniement de cette famille (Federighi, 2005). Selon la classification de
(Garrity et al., 2007), le phylum firmicutes est constitué de quatre classes :
Clostridia, Mollicutes, Bacilli, Togobacteria. La classe des Bacilli est constitué
de deux ordres : Bacillales et Lactobacillales, dont chacun est divisé en quatre

familles ; Staphylococcaceae constitue la 4eme famille des Bacillales, celles-ci
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comprend un seul genre : Staphylococcus (GC % 30-39 %). Cinquante especes
et sous especes ont ¢té identifiées au sein du genre Staphylococcus (Le Loir et

Gautier, 2010).

Ce genre est séparé¢ (divis€) en deux groupes sur la base de la présence d’une

coagulase, on distingue :

Les Staphylocoques a coagulase positive (SCP) dont le chef fille est
Staphylococcus aureus, mais qui comprend d’autre espéce comme S.hyicus ou

S.intermedius.

Les Staphylocoques a coagulase négative (SCN) qui regroupent une vingtaine

d’especes.

Toutefois, certaines especes classées dans le groupe des SCN peuvent produire
une coagulase. C’est le cas de S .delphini, S. schleiferi et S. lutrae (Hama,

2006).
4. Classification phylogénique :

I1 existe plusieurs types de classification de S. aureus dont la plus utiliser est la

Classification de BERGEY :

Domaine : Bacteria ou Eubacteria.
Phylum XIII : Firmicutes.

Classe : Bacilli.

Ordre : Bacillales.

Familles : Staphylococcaceae.
Genre : Staphylococcus

Espéces : Staphylococcus aureus (Camille, 2007).
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Staphylococcus aureus agent pathogéne le plus répandu chez 1I’Homme,
appartenant au groupe des cocci Gram positif pousse en amas et c’est I’une des

bactéries non productrices de spores.
5. Habitat :
5.1. Réservoirs des S. aureus chez les humains et animaux :

S. aureus appartient a la flore commensale normale des animaux a sang chaud,
principalement les mammiferes (terrestres et marins), mais aussi les oiseaux. A
la différence des autres especes de Staphylocoques qui ont un héte préférentiel,
S. aureus semble capable de coloniser tous les mammiferes. S. aureus colonise
la surface et les glandes de la peau, ainsi que les muqueuses de ses hotes. Chez
I’homme, il est principalement présent au niveau du tractus respiratoire
supérieur, en particulier dans les fosses nasales (Kloos et al, 1976), mais aussi
au niveau du cuir chevelu et les mains (Harvey et Gilmour 2000 ; Watson et
al., 2006). Dans la bouche, il coloniserait préférentiellement la surface des dents
(Smith et al., 2001). Chez les vaches, il serait localisé principalement au niveau

du mufle et de la peau des trayons (Roberson et al., 1994).
5.2. Dispersion et survie dans des environnements variés :
5.2.1. Environnement hospitalier :

S. aureus est ’un des principaux microorganismes responsables d’infections
nosocomiales, en particulier celles consécutives a I’implantation de prothéses.
La contamination est principalement d’origine humaine et les voies de
transmissions identifiées sont liées au contact entre individus, aux aérosols, et au
contact avec les surfaces contaminées. Des souches de S. aureus commensales
de la peau ou de fosses nasales ou associées a une affection des voies

respiratoires et excrétées par la toux ou les éternuements par le personnel
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hospitalier ou les patients peuvent contaminer 1’air et le matériel chirurgical. La
survie de souches cliniques de S. aureus a la dessiccation peut varier de trois a
six mois en fonction des souches et des conditions environnementales

(Farrington et al., 1992).
5.2.2. Aliments et leur environnement de production :

S. aureus peut €tre responsable de Toxi-infections alimentaires (TIA) liées a sa
capacité¢ a produire des enterotoxines. Il est notamment le principal germe
incriminé¢ dans les toxiinfections associées aux fromages au lait cru. La
contamination des aliments peut étre d’origine humaine, liée a la matiere
premiere (carcasses animales, lait cru) ou survenir au cours du proces, en raison
de défauts d’hygiene du matériel de production (contamination croisée).

(Farrington et al., 1992).
5.2.3. Environnement hydrique :

S. aureus serait capable de survivre dans 1’eau pendant plusieurs mois, pourvu
qu’il dispose d’un minimum de nutriments pouvant étre apportés par des cellules
sénescentes (croissance cryptique). S. aureus a été détecté dans les effluents
domestiques a I’entrée des stations d’épurations a des niveaux faibles de 1’ordre
de 150UFC/100g, mais a I’issue du processus d’épuration, il n’a pas été détecte
dans les boues ni dans les aérosols produits lors de leur épandage en champ
(Rusin et al., 2003). Lors de test de survie au niveau de la rhizosphére de blé en
culture hydroponique, S. aureus a montré une faible capacit¢ d’adhésion aux

racines et n’a pas survécu au-dela de 7 jours (Morales et al., 1996).
6. Identification de I’espece au sein du genre :
6.1. Caractéres morphologiques :

Les Staphylocoques sont des coques immobiles, Gram positif et non sporulés,

20



Chapitre 1I: Revue bibliographique sur Staphylococcus aureus

isolés ou groupés en diplocoques ou, le plus souvent, en amas plan de plusieurs
¢léments (du grec staphylo, grappe de raisin), diametre moyen 0,8 2 1 uym. On y
trouve chez peu de souches la présence de capsule visible en microscope optique
en présence d’encre de chine. Mais les souches peuvent perdre leur capsule
apres culture. En revanche, la majorité des souches isolées dans les infections
humaines et animales produisent des polyosides capsulaires quiforment des
microcapsules non visibles en microscope optique (Figure 4 et Tableau 4)

(Gaillard et al., 1995 ;Federighi, 2005).
6.2. Caracteéres culturaux :

S. aureus se cultive facilement sur des milieux ordinaires, en aérobiose comme
en anaérobiose ; sur milieu solide, il forme des colonies lisses, rondes, d’un
diametre de 1 a 3 mm, bombées, opaque et parfois ¢€labore un pigment
caroténoide qui donne aux colonies une coloration jaune ou orange (d’ou
Staphylocoque dor¢) d’intensité variable selon les souches. En milieu liquide, il
donne un trouble homogene. Sur le plan nutritif, il est peu exigeant (acide
nicotinique et vitamine Bl indispensables) et tolere de grandes variations de
conditions de croissance (Bourgeois et al., 1996 ; Guiraud et Rosec, 2004).
Considérée comme étant un germe mésophile, il se cultive dans des températures
de 7°C a 48°C avec un optimal de 30°C a 37°C et un pH de 4,2 4 9,3 avec un
optimal de 7 a 7,5 (Le Loir et al., 2003).

S. aureus est un germe Halotolérant, qui peut se multiplier en présence de
concentration ¢élevée de chlorure de sodium (NaCl) jusqu’a 20 %. Ce caractére
est mis a profit dans le milieu de culture sélectif hyper sal¢ de Chapman pour
isoler le Staphylocoque d’un prélévement poly microbien. Il tolére une activité

de ’eau (aw) exceptionnellement basse pour une bactérie, puisque sa croissance
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observée au microscope électronique (Leyral et Vierling, 2007).

Tableau 4. Principaux caractéres des Staphylocoques (Camille, 2007).

Morphologie.

Cocci sphérique de 0,5 a 1um de diametre :
-en amas (grappes de raisin) : S. aureus ;
-en paires, amas irréguliers : autre especes

Coloration de Gram

Gram+.

Mobilité

Immobiles (mouvements browniens).

Type respiratoire

Anaérobies facultatifs en général.

Oxydase

Positive.

Catalase

Positive.

Conditions de culture

-Température optimale a 37°C ; croissance a
10°C et a 45°C selon les espéces.
-pH optimal de 7,2 a 7,4.

Caracteres spécifiques

Halotolérants : 6,5 % de NaCl.

Milieux de culture d’usage
Courant

Gélose nutritive, gélose trypcase soja ...

Milieux d’isolement sélectifs

G¢élose de Baird-Parker ;
Milieu de Chapman ...

Milieu d’enrichissements
Sélectifs

Bouillon de Giolitti-Cantoni.
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est inhibée a partir de valeur comprises entre 0,95 et 0,91 et qu’il est capable de

survivre sans se multiplier a des valeurs proches de 0,85 (Federighi,2005).

Sa croissance peut €tre inhibée par la présence d’une flore de compétition car il
supporte mal la concurrence avec les lactobacilles acidifiants, les streptocoques
et les entérobactéries. La pasteurisation, réduit cette derniere et favorise donc sa

multiplication (Arnal, 2003).
6.3.Caracteéres biochimiques :

Les Staphylocoques produisent une catalase mais pas d’oxydase. Ainsi, les
souches sont : indole -, acétone +, uréase +, réduisant le tellurite de potassium et
les nitrates en nitrites, et produisant de I’ammoniaque a partir de I’arginine

(Larpent, 2000 ; Federighi, 2005).

Le critere de base de leur classification est la production d’une thermonucléase
(DNase) et d’une coagulase. Il ya trois especes productrices de coagulase :
Staphylococcus aureus, Staphylococcus intermidius, et Staphylococcus hyicus,
produit ainsi de 1’hémolyse béta (caractéristique utile pour identifier un
Staphylocoque). L’espece S.aureus peut produire de nombreuses enzymes :
protéases, lipases, coagulases liées ou "Clumping-facteurs", coagulases libres

(Bourgeois et al., 1988).

Les genres Micrococcus et Staphylococcus sont facilement différenciables grace
a leur type respiratoire. Ce genre de bactérie fermente sans produire de gaz, de
nombreux hydrates de carbone dont le glucose, saccharose, glycérol (Michael et

al., 2007).
7. Génétique de S. aureus :

7.1. Variabilité génomique :
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S. aureus est une espece réputée « plastique » du point de vue génomique. Elle
tire d’ailleurs de cette plasticité (ou variabilité) génomique son extraordinaire
adaptabilité a divers environnements et surtout ses capacités d’échappement aux
défenses de I’hote et de résistance aux traitements antibiotiques. Toutes les
souches séquencées de S. aureus contiennent un seul chromosome, dont la taille
varie de 2.7 a 2.9 Mb. Une premiere source de variabilité entre les souches
provient de la présence d’¢éléments extra-chromosomiques, a réplication
autonome, les plasmides. Ceux-ci sont trés souvent porteurs de geénes de
résistance aux antibiotiques. La deuxiéme source de variabilit¢ provient de
régions chromosomiques entiéres acquises ou perdues par un ou plusieurs
génomes de I’espece. Chez S. aureus, 1’alignement multiple de cinq génomes
représentatifs de I’espece (Mu50, MW2, COL, RF122, et MRSA) indique que le
squelette représente en moyenne 84% du génome, et au sein de ce squelette les
séquences sont a 98% identiques, prises deux a deux. Jusqu'a présent, 1’analyse
des séquences de S.aureus montrait que les souches n’avaient subi aucune
grande inversion les unes par rapport aux autres. Une seule étude a cependant
démontré, ’existence, d’une telle inversion chromosomique différenciant deux
souches de S.aureus résistantes a la méticilline et dérivant tres probablement un

ancétre commun (Schukla et al., 2009).
7.2. Support génétique :

Il excite un tres grand nombre de genes liés a la virulence : au moins 40 genes
codant pour des toxines, 20 codant pour des facteurs d’adhésion et 44 régulant la
transcription de produits associés a la virulence. Les geénes codant pour les
toxines sont regroupes dans des ilots de pathogénécit¢ (Le Loir, 2010) in
(Aouati, 2009). Ils sont également régulés par des genes différents, le plus
¢tudié est le gene agr (accessory gene regulator). La synthése des facteurs de

virulence est biphasique. Lorsqu’il y’a présence d’une faible densité cellulaire
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(faible activité agr au début d’une infection), la bactérie produit des facteurs
protéiques tels que les MSCRAMMMs et d’autres adhésines capables de
promouvoir la colonisation. En revanche, a une forte densité cellulaire (forte
activit¢ agr) la bactérie réprime les geénes codants pour les facteurs de
colonisation et initie la sécrétion d’une variété de toxines et la sécrétion
d’enzymes, qui sont impliquées dans la destruction du tissu (Veh, 2014). Cette
activation séquentielle est sous la dépendance du systéme de régulation de la
virulence appelé agr (Bronner et al., 2004). En effet, une bactérie dont le géne
agr est inactivé, entraine une diminution significative de la virulence de la

bactérie (Lowy, 1998).
8. Pouvoir pathogene :

Le pouvoir pathogéne de S. aureus est reli¢ a D’expression des genes de
virulence portés par le chromosome. Des ¢tudes scientifiques ont prouveés que
chez I’espece de S. aureus qui possede des facteurs structuraux responsables de
cette activité pathogénique, les facteurs de virulences tels que la capacité de
secréter les toxines, le pouvoir invasif et la capacité d’adhésion et la production
d’enzyme hydrolytique sont les facteurs qui déterminent le pouvoir pathogene.

(Becher et al., 2001 ; Khambaty et al., 1994)
8.1. Enterotoxines :

Les enterotoxines Staphylococciques (SE) appartiennent a la famille des exo-
protéines phylogénétiques produites par certaines souches de S. aureus et de
Streptococcus pyrogenes. Cette famille de protéines présente des propriétés
biologiques communes : pyrogénicité, activation des lymphocytes T, mais les
SE sont avant tout impliquées dans les toxi-infections alimentaires (Becher et

al., 2001 ; Khambaty et al., 1994).
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8.1.1. Caractéristiques principales :

Les SE sont des petites protéines de PM compris entre 27.8 et 34.1KDa,
sécrétées dans le milieu et solubles dans I’eau et les solutions salines. Des études
sur les SE ont débutées par 1’analyse de souches de S. aureus impliquées dans
des toxi-infections alimentaires. A ce jour, 19 SE différentes ont été¢ identifiées.
Elles partagent des similarités en termes de structures et de séquences
peptidiques allant de 26% (la plus faible, entre SEC1 et SEI ou SEM) a 68 % (la
plus forte entre SEB et SEC1). Les enterotoxines Staphylococciques A, B, C, D
et E représentent les SE « classiques », elles sont bien caractérisées et leur
implication dans des cas d’intoxication alimentaires a été démontrée (Johns, et
Khan, 1988 ; Bayles et al., 2000). Le s¢rotype C est subdivisé en groupes Cl1,
C2, C3, C bovine et C ovine classés sur la base de différences d’activités
superantigéniques et en fonction de 1’hdte auquel elles sont associces (Bergdoll
et al ., 1965 ; Marr et al., 1993). Elles sont riches en lysine, acides aspartique,
acide glutamique et tyrosine. Elles sont trés stables, résistantes a la plupart des
enzymes protéolytiques telles que la pepsine ou la trypsine et gardent ainsi leur
activit¢ aprés ingestion, dans le tube digestif. Elles résistent aussi a la

chymotrypsine, rénine et la papaine (Bergdoll, 1983).

Les enterotoxines de S.aureus n’agiraient pas directement sur les cellules de la
muqueuse intestinale mais pourraient intervenir sur les terminaisons nerveuses
de tube digestif. Si cela est confirmé, ce ne seraient pas des enterotoxines mais

des neurotoxines (Tableau 5) (Michel, 2005).
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Tableau 5. Propriétés des enterotoxines A a J de Staphylococcus aureus

(Michel, 2005).

Caractéristiques Enterotoxines Enterotoxines

A B C1 |D E G H I J
Masse 27,1 | 28,3 27,5 |264 26,4 27,0 252 249 |28,6
moléculaire
(kDa)
Point 7,3 8,6 86 |74 7,0 5,7 5,7 |8,6 8,6
isoélectrique
Nombre d’acides | 233 | 239 239 | 228 230 230 218 | 218 245
Aminés
Présence d’une + + + + + + + + +
boucle cystine
Réponse + + + + + + + + ND2
émétique chez le faible Tres
singe faible
Localisation du C CouP C P C C C C P
Gene

1 : Subdivisée en 3 sous classes, C1, C2, C3 et en variant bovin, ovin et canin ; 2 : Non déterminé ;3 : C :

chromosome, P : plasmide.

8.1.2. Eléments génétiques des enterotoxines :

Les genes spécifiant les SE ont des supports génétiques divers dont la
caractéristique commune est d’appartenir a un ¢lément génétique mobile. Ils
peuvent étre portés par des plasmides (SEB, SED, SEJ) (Bayles et Landolo ;
1989 Shalita et al., 1977 ; Zhang et al., 1998), par des phages (tempéré pour
SEA ou défectif pour SEE) (Betley et Makalanos, 1985 ; Colemanc et al.,
1989 ; Couch et al ., 1988), par des ilots génomiques(seb, sec, seg, seh, sei, sek,
sel, sem, sen, seo, sep et seq). Le géne sec peu également se trouver sur un
plasmide ou un ilot de pathogénécité selon la provenance de I’isolat (Fitzgerald
et al., 2001). La localisation de ces geénes sur des éléments génétiques mobiles

peut entrainer un transfert génétique horizontal entre les souches de S. aureus.
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Par exemple, le geéne seb est situé sur le chromosome chez certains isolats
cliniques (Shafer et Iandolo, 1978) alors qu’il a été localisé sur un plasmide

chez d’autres souches de S. aureus (Shalita et al., 1977).
a. Effet émétique :

Il impliquerait un processus dont les premieres étapes restent inconnues. Les
enterotoxines se fixeraient sur des récepteurs abdominaux qui n’ont pas encore
¢t¢ 1identifiés. Une hypothése est que les vomissements surviendraient
secondairement en réponse a une inflammation induite par 1’interaction des
enterotoxines avec ces récepteurs. Une stimulation non spécifique de cellules
inflammatoires dont les mastocytes par les enterotoxines, a été évoquée. Elle
pourrait faire intervenir un neuropeptide. Par contre les étapes finales du
processus sont mieux connues : un influx nerveux est transmis par les nerfs
vagues et sympathiques active le centre vomitif du cerveau, ce qui déclenche les
vomissements violents observés lors d’intoxications alimentaires dues a

S.aureus (Michel, 2005).
b. Propriété super-antigénique :

S. aureus explique les symptomes observés lors des cas de TSS et impliquant une
formation d’enterotoxines in vivo mais peut-elle expliquer tout les symptomes
(inflammation de la muqueuse intestinale, et diarrhée) observés lors d’intoxication
alimentaire ? Cette hypothése est actuellement remise en cause. En effet, il est
probable que les enterotoxines présentes dans un aliment aient une action systémique
limitée. Méme si elles parviennent a franchir la barrieére intestinale et a passer dans la
circulation sanguine, elles sont rapidement éliminées par les reins si bien qu’une
concentration sanguine suffisante ne peut vraisemblablement pas étre atteinte (Le

Loir, 2010).
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c.Toxines du syndrome du choc toxique (TSST-1) :

Ce sont des protéines de faible poids moléculaire qui résistent a la chaleur ainsi qu’aux
enzymes digestives. Cette protéine antigénique entraine la formation d’anticorps
protecteurs présents chez 85 % des sujets adultes. Comme les enterotoxines, elle a un
effet pyrogéne et est superantigéne qui entraine 1’activation simultanée de plusieurs
population lymphocytaire, ce qui entraine la libération de plusieurs médiateurs
(interleukine, interféron gamma, TNF alpha et béta) responsables de la
symptomatologie du choc Staphylococcique (fievre, desquamation, hypotension ...)

(Hirsh et Biberstein, 2004).
8.2. Facteurs de virulence autre que les enterotoxines :

Toutes les souches de S. aureus produisent des protéines excrétées dans le
milieu extracellulaire et dou¢es soit d’une activité toxique, soit d’une activité

enzymatique (Figure 5), (Tableu 06), (Le Minor et Veron, 1990).

8.2.1. Enzymes :
8.2.1.1. Coagulase libre :

S. aureus fabrique une substance capable de coaguler en quelques heures le
plasma humain ou celui du lapin. Cette substance est thermostable fabriquée
pendant la phase exponentielle de croissance du germe ; sa synthése nécessite la
présence d’acide glutamique, d’histidine et de lysine. C’est une protéine de PM
5 000 a 40 000, toujours produite par les souches de S. aureus, c’est la
coagulase. Elle active la prothrombine en thrombine. La thrombine ainsi activée
sur le fibrinogéne qu’elle transforme en fibrine. C’est la base du test de la
coagulase en tube. C’est un facteur primordial dans le pouvoir pathogéne en
coagulant le plasma autour des coques, en les protégeant des anticorps
opsonisants et de la phagocytose. Elle est a 1’origine des thrombophlébites

suppurees (Le Loir et Gautier,2010).
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Figure 5. Facteurs de virulence de S.aureus (Gordon et Lowy, 2008).
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Tableu 06. Facteurs de pathogénicité (virulence). (Noél, 2006).

Coagulase Coagule le plasma et favorise donc l'isolement de
l'infection dans un cocon protecteur.

Hyaluronidase Hydrolyse l'acide  hyaluronique des  tissus
conjonctifs

Phosphatase Hydrolyse les différentes molécules phosphatées
cellulaires

G¢élatinase Hydrolyse les collagénes tissulaires.

Hémolysine a

Détruit les cellules probablement en "pergant" par
unmécanisme inconnu la membrane (DL50 40 pg
par kg de souris).

Leucocidine

Tue les granulocytes et les macrophages par fixat
ion sur la membrane (souches) provoquant des
furoncles ou des pneumonies).

« Entérotoxines »

(immunotoxines)

Responsable des empoisonnements alimenta ires
probablement par un mécanisme de "super-antigenes
Elles sont thermorésistantes (a 100°C).

TSSTI1

Toxine de choc staphylococcique de méme nature
que les entérotoxines et pouvant provoquer un grave
choc superantigénique

Exfoliatine

Dissocie la couche granulaire de 1'épithélium. Elle
est responsable de 1ésions bulleuses. Le mécanisme
d'action est superantigénique d'une part, et activateur
probable d'une protéase clivant les desmosomes
reliant les cellules granuleuses de 1'épiderme

Protéine A

Provoque la fixation des IgG par le fragment Fc et
isole donc les Staphylocoques de l'action du site
anticorps, est cytotoxique, et déclenche la réaction
inflammatoire.

Récepteur au fibrinogene (Coagulase
liée ou "clumping factor")

Favorise la fixation des bactéries sur les caillots ou
sur les tissus recouverts de fibrinogene.

8.2.1.1. Coagulase liée ou « Clumping factor »:

IL s’agit d’'une substance fixée a la surface de la cellule, diffusible dans le

milieu apreés autolyse, qui réagit directement avec le fibrinogéne ou des

monomeres solubles de fibrine. Cette réaction entraine 1’agglutination des

Staphylocoques en raison du caractére dimérique du fibrinogeéne natif (Le

Minor et Veron, 1990).
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8.2.1.3. Nucléases :

I1 existe des désoxyribonucléases et des ribonucléases ; leur action s’exerce a pH
alcalin en présence de calcium. Dans les différentes espéces du genre
Staphylococcus, la production de désoxyribonucléase thermolabile est tres
répandue ; par contre, seul S.aureus produit une enzyme thermostable (Léon Le

Minor et Michel Véron, 1982).

8.2.1.4. Désoxyribonucléase thermostable :

C’est une endonucléase, résistante aux températures €élevées (15 mn a 100°C).
Facteurs de destruction des noyaux cellulaires, la DNase thermostable est
spécifique de S.aureus. Ces nucléases interviennent aussi dans la formation des

1ésions (Guiraud et Rosec, 2004 ; Le Loir et Gautier, 2010).

8.2.1.5. La catalase :

C’est une enzyme associ¢e a la paroi bactérienne qui protege la bactérie des
effets 1étaux du peroxyde d’hydrogene, produit par les phagocytes, qui convertit
ce dernier accumulé dans la cellule de la phagocytose en molécules d’eau et

d’oxygene (Berche et al., 1988).

8.2.1.6. Protéolysines :

De nombreuse enzymes protéolytiques ont été isolées et purifices chez .

aureus : ¢élastase, gélatinase, protéase (Léon le Minor et Véron, 1982).

8.2.1.7. Protéases :

Elles hydrolysent certaines protéines, telle que la Staphylokinase et contribue a
la destruction du caillot et a la formation de micro emboles bactériens,

responsable de métastase septiques (El Kouri, 1998).
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8.2.1.8. Lipases :

L’une des facons dans laquelle les cellules hotes répondent a une infection est la
production des acides gras et des lipides, qui renferment des petits trous dans la
membrane bactérienne, alors que S.aureus produit des enzymes appelées lipases
qui détruisent ces acides gras avant de causer des dommages au niveau de la
membrane bactérienne ainsi elle favorise sa survie (Tally, 1999) in (Rebiahi,

2012).

8.2.1.9. Hyaluronidase :

C’est une enzyme thermolabile (80 kDa), agissant a pH acide, qui hydrolyse
I’acide hyaluronique, substance fondamentale du tissu conjonctif dont elle
diminue la viscosité, ce qui a pour effet, de permettre la diffusion des

Staphylocoques dans les tissus (Fiquet, 2009).

8.2.1.10. Beta-lactamase :

C’est une enzyme située dans la membrane cytoplasmique responsable de
I’inactivation des [-lactamines et joue le role dans la résistance des souches a

ces antibiotiques (Collomb, 2011).

8.2.1.11. Lysozyme :

S.aureus produit un lysozyme capable de lyser la paroi de cellules bactérienne ;
sa production serait un trait caractéristique de I’espéce (Collomb, 2011).

8.3. Toxines Hémolysines :

Les souches de S.aureus ont un pouvoir hémolytique qui est 1i¢ a la production
de toxines protéiques, au nombre de quatre (a, B, v, 0). Elles sont exprimées
surtout vers la fin de la phase exponentielle de croissance in vitro, considérée
comme la phase de dissémination et de destruction des tissus in vivo. A ce stade

de croissance, I’hémolysine permet de rendre disponible certains nutriments (fer,
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acides aminés et autres) pour les bactéries. Les souches productrices
d’hémolysine sont discernables par la formation d’une zone de lyse claire sur

milieu sang (Fredeghiri, 2005).

o -hémolysine : toxine a, c’est une exotoxine protéique de PM de 33 kDa,
thermostable, antigénique. Elle est la plus fréquente chez les souches d’origine
humaines (90%) que chez les souches animales (50 a 60%). Elle peut détruire
les neutrophiles ou bien diminuer leur capacité a attaquer la bactérie. Cette
toxine possede des propriétés hémolytiques, dermonécrotiques et 1étales pour les
plaquettes sanguines, les monocytes et les cellules épithéliales. Elle forme des
pores dans la membrane cellulaire des cellules humaines permettant un passage
d’ions a travers celle-ci, et provoquant donc une altération de 1’équilibre des
ions chez I’hote, provoquant la lyse de la cellule en favorisant la dissémination
des bactéries a distance. En causant ainsi des dommages a la cellule, elle
declenche la production de cytokines et contribue ainsi au choc toxique lors de

I’infection (Bhakdi et Tranum, 1991).

B-hémolysine : la toxine béta, elle est tres fréquente chez les souches de S.
aureus d’origine animale (de 75 a 100%) que chez les souches humaines (10 a
50 %). Il s’agit d’une phospholipase de type C, et donne une hémolysine accrue
en présence de souches de Staphylococcus agalactiae (Avril et al., 2003). Elle
agit sur un grand nombre de cellules incluant les globules rouges, les globules
blancs et les fibroblastes. Son activit¢é hémolytique est remarquable par les
conditions d’apparition, car elle est de type « chaud —froid » : les érythrocytes

soumises a son action a 37°C ne sont pas lysées sauf si on les refroidit a 4°C. Le

role pathogene de cette toxine n’est pas précis, car elle est instable a I’état

purifié et ses effets cytopathiques sont mal connus (EL Kouri, 1998).
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0- hémolysine : toxine 8, c’est une protéine de PM de 103 KDa, composée de
sous unités, elle est thermostable, faiblement antigénique, elle cause des
dommages sur la membrane d’un certain nombre de cellules des mammiferes.
Elle a une activit¢ hémolytique, mais bien qu’elle a de nombreux effets
cytotoxiques, son importance dans 1’étiologie des maladies liées a S. aureus
reste assez peu claire (Le Minor et Veron, 1990 ; Avril et al., 2003). Elle agit
comme un détergeant sur les membranes biologiques, sans spécificité mais avec
une certaine rapidité, active notamment sur les érythrocytes de lapins, de
chevaux, de ’homme et de cobayes, les macrophages et les granulocytes . Elle
inhibe aussi la respiration mitochondriales et la phosphorylation, mais sa toxicité
in vivo parait douteuse car elle est completement inhibée par le sérum sanguin,
le fibrinogéne, les globulines sériques et les phospholipides (Bhakdi et
Tarnum, 1991).

v-hémolysine : la toxine gamma, antigénique chez I’homme qui est formée de
deux constituants agissant en synergie dont le cholestérol inhibe leur action. Elle
stimule la dégranulation des phagocytes, ce qui augmente les dommages

tissulaires liés a la réponse inflammatoire (Labrecque, 2007).
9. Résistance aux antibiotiques des S. aureus :

La résistance bactérienne aux antibiotiques ou antibiorésistance est un
phénomeéne de portée universelle, il ne cesse d’augmenter de manicre
progressive au cours de ces dernicres années. Ce probleme de santé publique
touche a la fois la santé animale et la santé humaine. L’histoire des résistances
bactériennes commence avec l’utilisation des sulfamides dans les années 30

(Chaalal , 2013).

Au début, 1l s’agissait surtout d’infections a staphylocoques qui répondaient a la

pénicilline. Peu apres, les staphylocoques résistants a la méticilline apparurent et
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leur fréquence augmenta de 2% en 1957 a 14% en 1987 et a plus de 40/%en
1999. En 1997 apparut un S. aureus une résistance intermédiaire a la
vancomycine et le-- Centre for Desease control -- pence que 1’arrivée
d’infections a S. aureus résistant au glycopeptides est inévitable. A la fin des
annés 1950 et au début des années 1960, Staphylococcus aureus devient un
organisme pathogene nosocomial (acquis a 1’hopital) entrainent une morbidité et
une mortalité considérable. Depuis lors, des pénicillines semi-synthétiques,
résistantes a la pénicilline, se sont avérées étre des agents antimicrobiens
efficaces dans le traitement d’infections Staphylococciques. Malheureusement,
des souches de S. aureus résistantes a la méthicilline (MRSA) sont apparues
dernierement crayant un probléme nosocomial majeur. Un moyen par lequel les
Staphylocoques deviennent résistants est I’aquisition d’un géne chromosomique
(mecA) qui encode une cible protéique alternative qui n’est pas inactivée par la
méthiciline. La plupart des souches sont résistantes a plusieurs des agents
antimicrobiens a plusieurs des agents antimicrobiens a noyau [-lactame, y
compris la dernicre geénération de céfalosporine. Des infections graves par des
souches résistantes a la méthiciline ont été le plus souvent traitées avec succes a
I’aide d’un antibiotique plus ancien, potentiellement toxique ; la vancomycine.
Cependant, des souches d’Enterococcus et de Staphylococcus sont devenues

récemment résistantes a la vancomycine (Prescott et al.,, 2007).
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Chapitre I111: Mateériel et méthodes

1. Objectifs:

Beaucoup d'études ont été réalisées au sujet de l'activité antimicrobienne des
extraits des plantes ayant des vertus thérapeutiques dans des journaux spécialisés
de microbiologie ou présentées lors de congres scientifique d'aromathérapie. Ces
activités sont liées essentiellement a la composition chimique, aux groupes
fonctionnels des composés majoritaires de ces extraits et a leurs effets
synergiques. Ces effets antibactériens nous ont conduits a poser la question

suivante :

Est-ce que l'utilisation des extraits de certaines plantes médicinales autochtones
récoltées dans certaines régions du pays peut avoir un effet antimicrobien a

I’¢égard de certains germes responsables des intoxications alimentaires.

Pour cela, nous somme proposé¢ d’essayer de connaitre le comportement in vitro
d’une souche bactérienne de référence dont S. aureus responsable des
intoxication alimentaires vis-a-vis des inhibiteurs de croissance tels les
polyphénols, et bien d’autres composés bioactifs contenues dans une plante
médicinale autochtone poussant a 1’état sauvage dans certaines régions du pays
et tres largement utilisée en médecine traditionnelle par la population a savoir le

Laurus nobilis L.

D’une fagon générale les objectifs escomptés a travers cette étude expérimentale

s’articule autour de 2 points essentiels :

1. Procéder a une extraction par macération des principaux composés bioactifs

de la plantes par usage d’un solvant polaire a savoir le méthanol.

2. Suivre les effets antimicrobiens de 1’extrait hydrométhanolique de Laurus

nobilis L. sur le germe de références S.aureus.
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2. Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé dans cette étude est constitué de feuilles d’une espece
médicinale, en I"occurrence le Laurus nobilis L. Cette espéce a été choisie,
surtout, a cause de leur disponibilité et leur utilisation courante en médecine
traditionnelle et dans le domaine agro-alimentaire.

3. Matériel de laboratoire utilisé

* Verrerie : béchers, tubes a essais, pipette pasteur, fioles, erlenmeyers,
flacons, entonnoir, verre de montres.

» Autres matériels : papier filtre stérile, écouvillons, anse a platine, disques
en papier stériles (6mm), bec benzene, boites Petri.

* Milieux de culture: milieu Chapman, gélose Muller Hinton, bouillon
nutritif, bouillon Muller Hinton.

» Appareils: balance, rota vapeur, autoclave, ¢tuve, plaque chauffante, bain
marie, spectrophotometre.

* Micro-organisme : la bactérie ayant servie dans I’étude est Staphylococcus
aureus, qui est une souche de référence (ATCC 33862) prévenant de
I’institut pasteur Alger-Algerie.

4. Région de prélévement :

Les feuilles constituant la partie aérienne de laurier de (Laurus nobilis) objet de
I’¢tude ont été prélevées dans la région de Mostaganem au mois d’avril 2021.

La wilaya de Mostaganem est située sur le littoral Ouest du pays. Elle dispose
d’une fagade maritime de 124 km. Le Chef lieu de la wilaya est située a 365 km

a I’Ouest de la capitale d’Alger (Figure 6).

La wilaya de Mostaganem est limitée:

A 1'Est par les Wilayas de Chlef et Relizane ;
Au Sud par les Wilayas de Mascara et Relizane ;
A 1'0Ouest par les Wilayas d'Oran et Mascara ;
Au Nord par la Mer Méditerranée (Andi, 2013).
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O Mostagansm

Mascara

Figure 6. Région de de prélévement de Laurus nobilis L.

Le climat de Mostaganem se caractérise par un climat semi aride en hiver et
tempéré en €té ; avec une pluviométrie qui varie entre 350 mm sur le plateau et

jusqu’a 400 mm sur les piémonts du Dahra (Toudert ; 2000).
5. Traitments préliminaire du matériel végétal :

Le matériel végétal objet de I’etude le laurier noble (Laurus nobilis) a éte
récolté le mois d’avril 2021 dans la wilaya de Mostaganem. Seule la partie
acrienne constituée de (feuilles) a €té collectée (en début de matinée afin que le
matériel végétal soit le plus frais possible), et transportées immédiatement au

laboratoire.

L’identification de la plante est basée sur 1’aspect morphologique des feuilles
(forme) et de la tige,.....etc; en comparaison avec des ouvrages de Bruneton

(2001) et Stursa (2001) (Tableau 7).
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Tableau 7. Récoltes et préparation de laurier noble (Laurus nobilis L).

Nom vernaculaire Laurier Noble

Nom scientifique

Laures Nobilis

Lieu et

-Wilaya de Mostaganem

date de récolte

Stations de

prélévement

Etat frais

Etat sec

Etat poudre
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Les feuilles de laurier noble (Laurus nobilis) ramenées au laboratoire ont été

tout d’abord soumises a sechage pendant trois semaines a 1’air ambiant.

La matiere séchée de laurier noble (Laurus nobilis) a été ensuite broyées et
tamisées dans un tamis afin d’obtenir une poudre trés fine de méme calibre. La
poudre a été conservée jusqu’au moment de 1’utilisation dans des bocaux

hermétiques conservés a sec et a I’abri de la lumicre.
6. Extraction des composés bioactifs :

Selon Almas et Al-Bagieh (1999) et Almas (2001), les extraits a 1’eau de
Salvadora persica arrivent a agir en géneral sur la croissance de certaines
bactéries appartenant au genre Staphylococus aureus a des taux d’extractions de

10g de matiere végétale. Dans 100ml d’eau.

Pour l'extraction des principaux composés bioactifs tels les polyphénols
contenus dans la plante testée on a opté pour l'utilisation d’une méthode décrite
par (Sultana et al., 2009). Cette méthode d'extraction n’est qu’un procede
d’extraction discontinu solide-liquide par macération et qui consiste a laisser
tremper le solide dans un solvant a température ambiante durant quelques temps

et a extraire les constituants solubles par évaporation du solvant sous vide.

L'extraction des composés bioactifs a été réalisée par usage de méthanol comme
solvant d’extraction. Elle a été effectuée sur des prises d’échantillons de 10 g en
triples répétitions de matiere végétale broyée. Chaque échantillon de broyat de
matiére végétale de laurier a été mélangé avec 100 ml de solvant aqueux (80/20,

solvant / eau, v/ v), (Figure 7, 8 et 9).
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Figure7. Prise d’ Echantillons de 10 g. Figure 8. Macération des échantillons Figure 9. Filtration de I’extrait

L’extraction par macération de chaque mélange a ¢été laissée ensuite se
poursuivre pendant 6 heures a température ambiante sous agitation. La durée de
l'extraction favorisera ainsi la dépolymérisation des principaux composés
constitutifs de la plante tels que la lignine ainsi que les substances pectiques et

permet une meilleure solubilisation des principaux composés bioactifs.

L’extrait méthanolique obtenu a été filtrée en utilisant un papier filtre Whatman

N°3 ayant une porosité de 0,3um et débarrassé du solvant par évaporation sous

vide a 45 °C.

La solution obtenue a été donc évaporée a I’aide d’un évaporateur rotatif, ou

rota vapeur (Figure .10) qui permet d’¢liminer le solvant sous vide.

Le principe du rota vapeur est basé sur la distillation du macérat sous vide. Le

mode d’emploi de cet appareil est le suivant (Rihane et Benlahreche, 2013) :
1-Placer le macérat a évaporer dans le ballon d’évaporation ;
2- Mettre ensuite le ballon d’évaporation sous rotation ;

3- Ouvrir le robinet d’eau froide relier au réfrigérant ;
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4- Fermer ensuite la vanne reliant le montage a la pression extérieure
(vanne de fermeture) et faire le vide a l'intérieur de 1’appareillage a

I’aide d’une trompe a eau .

5- Si Dévaporation n’est pas assez rapide, plonger le ballon
d’évaporation contenant le macérat a évaporer dans le bain marie d’eau

chaude ;
6- Procéder a I’évaporation jusqu’a disparition compléte du solvant ;

7- Ouvrir la vanne de fermeture pour remettre la pression atmosphérique

a I’intérieur du dispositif';

8- Enfin, couper I’eau du réfrigérant et de la trompe a eau. (Figure 11,12)

Figure 11. Evaporateur rotatif. Figure 12. Solution de travail stockagée a 4 °C.

rrrrr

I’eau distillée stérile a des taux variables de 0, 20, 40, 60, 80 et 100%,

respectivement (Figure 10).

43



Chapitre I111: Mateériel et méthodes

Partie aérienne de la Laurus nobilis

!

Séchage et coupage

—
B
|

[ Prise de 10g d’échantillon

v
[ Ajout de 100 ml de solvant aqueux (80/20, Méthanol / eau, v /

I
v

Macération pendant 6 heures a température ambiante sous agitation

v

Filtration sur papier filtre Whatman N°3

) | y

Evapnoration sous vide

[ Solution de travail stockée a 4 °C ]

Figure 10. Diagramme d’extraction des principes composé€s phénoliques de

Laurus nobilis (Sultana et al., 2009).
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7.Etude des effets antimicrobiens des extraits de Laurus nobilis :
7.1. Activation des inocula microbiens :

L’¢tude a concerné la souche pure de Staphylococcus aureus connue comme
¢tant 1’espece microbienne la plus impliquée dans les intoxications alimentaires

et responsables des nombreuses infections nosocomiales dans les hopitaux.

L’espece bactérienne a été tout d’abord activée. Une prise de 0.25 g de la souche
lyophilisée conservée au froid a 4 °C, est au tout d’abord ensemencée dans 10

ml de bouillon nutritif, puis incubée a 37°C durant 03 heures. (Figure 13)

!
[ ]

/ % P | 10 mi de boillion nutritif

l La souche conservée ] Inoculim

;

I-Prelevement des colonies 4 partir de -Ensemencement dans un boillon nutritif

by samche: cpnserves -Incubation & 37°C pendant 3 heures.

Figure 13. Méthode d’Activation de la souche bactérienne étudice

7.2.Méthode de contact direct :

Une colonie issue d’une culture jeune de 1’espéce microbienne a été prélevées a
I’aide d’une anse a platine stérile. Elle a été ensuite ensemencée dans un tube
contenant 10 ml de bouillon nutritif, suivi d’une incubation a 37°C durant 03
heures. A partir de cette dernic¢re solution, des dilutions décimales isotopiques

4
croissantes dans 1’eau physiologique allant a 10 ont été effectuées.
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Des prélevements de 01 ml de la dernicre dilution décimale ont été ensuite
individuellement ajoutés a 09 ml de chaque solution d’extrait de la plante testée
dilu¢ a I’eau distillée, respectivement, a raison de 0, 20, 40, 60, 80 et 100%.

Le mélanges des solutions ont été enfin ensemencés en triple essais (03 boites de
Pétri) chacune en surface a raison de 0.2 ml sur le milieu Chapman spécifique de
croissance de I’espéce microbienne testée. La lecture du nombre de colonies

développé a été effectuée apres incubation du milieu ensemencé a 37°C pendant
24 a 48 heures (Bourgeois et Leveau, 1980) (Figure 14).

ﬁ O (iml (Ojml () 1ml [ pl
. — a
- Incubation (3 ] O o N—
3 ha37c®
—
__/ ~ \_/ _/ ~— ~
Souche  bouillon Solution 10! 102 103 10
active nutiritif mére
v
1 | S
N N N N
1 O N N N N
N
S ol e ol e
|_ [ ] [ [ [ ] []
0.2ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml D.2ml ml
—

R —
——
——

Figure 14. Méthode de contact direct.
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7 .3. Méthode des disques par diffusion sur gélose :

Les disques ont été confectionnés a partir de papier filtre (Whatman N°3), a
raison de 6mm de diameétre. Pour éviter tous risques de contamination aux
germes exogenes au cours de ’expérimentation les disques ont été stérilisés a
120°C pendant 15 minutes dans un autoclave.

Apres activation de 1’espece bactérienne, Une colonie a été ensemencée dans 10
ml de bouillon nutritif. Des prises de volume de 1ml de cette derniere solution
ont été étalées séparément en surface de plusieurs boites de Petri contenant le
milieu Muller Hinton. Trois disques imbibés pendant 5 minutes dans chaque
concentration d’extrait obtenu selon le solvant utilisé, ainsi que dans une
solution contenant un puissant antibiotique dont la Gentamicine, ont été ensuite
déposés successivement a la surface de chaque boite de Petri contenant le
milieu gélos¢ Muller Hinton (Prescott et al., 2003).

La lecture des diametres d’inhibition a été effectuée a I’aide d’un pied a colis
apres incubation des boites de Petri a 37°C pendant 24 heures (Guignar, 1998),
(Figure 15).

Souche activé Bouillon nutritf
0.1 ml
Incubation
SESeEa—
i SRS S

Incubation

24h/37C

Gentamycine 0% 20% 40% 60% 30 100

Figure 15. Méthode des disques par diffusion sur milieu de Muller Hinton
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7.4. Détermination de la concentration minimale inhibitrice : CMI

La concentration minimale inhibitrice est la plus petite concentration en
antibiotique, en antifongique et /ou en principes composés actifs nécessaires
pour inhiber la croissance d’un microorganisme (Denis et al ., 2011).

Dans notre étude, c’est les principes actifs des extraits de Laurus nobilis par
extraction a solvant hydrométhanolique qui a utilis¢ pour déterminer la
concentration minimale inhibitrice chez Staphylococcus aureus.

Une colonie jeune de I’espece Staphylococcus aureus, a été prélevée a I’aide
d’une anse a platine et activé dans 10 ml de bouillon nutritif pendant 03 heures
a 37°C en vue d’obtenir les inocula.

Des prises de 0,1 ml ont été introduites respectivement dans 2 ml de chaque
extrait dilué non pas avec de 1’eau mais avec le bouillon nutritif.

Les mélanges des tubes contenant séparément chaque extrait prépare a
différentes concentrations (0, 20, 40, 60, 80 et 100%) et I’inoculum de bactérie
ont été ensuite incubés a 37 °C pendant 18 a 24 heures (Moroh et al., 2008).

La détermination de la concentration minimale inhibitrice CMI a été effectuée a
partir de la mesure de la turbidité induite par la croissance de Staphylococcus
aureus.

La CMI correspondra donc a la plus petite concentration pour laquelle il y a
absence de turbidité. Par conséquent c¢’est le premier tube ou la valeur di a été
¢gale a df (Figure 16 et 17).

Le taux de survie du microorganisme a €té mesuré au spectrophotometre réglé a
560 nm comme suit :

df- di
S=100 X
Df- Di

-S : Taux de survie du microorganisme en %.
-df-di : différence de densit¢ optique dans la solution phénolique

{ ensemencée avant et aprés incubation a 37°C durant 18 heures.

-Df-Di : différence de densité optique sans extrait de Laurus nobilis avant
et  apres incubation a 37°C durant 18 heures (Kra et al., 2001 ; Zrihiet
\ al., 2007).
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Figure 16. Spectrophotometre.

Y (dml
N A
N Ne—1
N Incubation —
_—
8 3ha37c°
N— ~—
Souche active Bouillon nutiritif inoculum
100 | ¥ | 80% 60 40 20% 0% |V
Aml+ 8ml Ext 6ml Ext 4ml Ext 2ml Ext 10ml BN
N N ) N
0.lml ) 2ml BN () 4mlBN [~ 6mIBN [—J $SmIBN M N~
inoculum — — L — L — - -
Y
S~—— ~—— ~— ~

Mesure la densité optique

Vers la CMB 4—l Incubation 18h a 37C

Mesure la densité optique au spectrophotomeétre a 560 nm

Figure 17. Concentration Minimale Inhibitrice(CMI).
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7.5. Détermination de la concentration minimale bactéricide: CMB

La concentration minimale bactéricide d’une espece représente la plus petite
concentration d’extrait de la plante qui laisse 0,01% au moins de survivant de
I’inoculum initial aprés incubation (Moroh et al., 2008).

Pour sa détermination, le tube témoin (inoculum de Staphylococcus aureus) a
4

¢té dilué a I’eau physiologique jusqu’a 10 . Cette dilution représente 0,01% de

survie du microorganisme. Elle est ensemencée par strie de 5 cm sur une Gélose

Mueller Hinton puis incubée a 37°C pendant 24 heures. Le nombre de colonies

de bactéries obtenu sur la strie de la dilution 10_4 est comparé a celui de chaque
tube expérimental contenant 1’inoculum, également ensemencé sur le méme
milieu de culture en strie de Scm et incubé a 37 °C durant 18 a 24 heures. Ainsi,
le premier tube expérimental dont le nombre de colonies présent sur sa strie est

4
inférieur ou €gal a celui de la dilution 10 correspondra a la CMB (Figure 18).

Sawche nctivic I ! Booillivn motrivid I | Do il ]

| Imcuhaton 24w 4 3700 |

Figure 18. Principales étapes de la détermination de la CMB
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7.6. Traitement statistique :

Les résultats paramétriques ont été traités statistiquement par une analyses de
variance mono factorielle en randomisation totale suivie d’une comparaison des
moyennes deux a deux selon le teste de NEWMAN KEULS. Le logiciel de
traitement des données utilisé est le STAT BOX 6.4. L’effet du facteur a été

démontré aux deux seuils de probabilités : a p<0.05 et a p<0.01, respectivement.
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Résultats et disscusion

1. Résultats :
1.1. Méthode de contact direct :

Le test de croissance des Staphylococcus aureus sur milieu spécifique chapman
a montré une prolifération importante des germes en absence d’extrait de
Laurus nobilis (100. 10° UFC/ml) et en présence d’extrait a une faible
concentration préparé a 20% (126. 10 * UFC/ml).

En revanche aucune croissance de Staphylococcus aureus n’a eté observée en
présence d’extrait de la plante étudié préparé a de fortes concentrations de 40,
60, 80 et 100%). (Tableau8)(figure19)

Tableau8. Effet antimicrobien de I’extrait hydromethanolique de Laurus
nobilis chez S.aureus déterminés par la méthode de contact direct.

Concentrations de 1’extrait hydrométhanolique

de Laurus nobilis(%) Effet des
Solutions concentrations
experimentales de I’extrait de
0 20 40 60 80 100 Laurus nobilis
Test de
croissance 10010°* | 126 10*° 0° 0° 0° 0° P<0.01
(UFC/ml)

Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes, avec un nombre de répititions égale a 3 (n=03) ; p<0.01 : Effet hautement significatif du
facteur étudié (concentrations de I’extrait de Laurus nobilis) ; UFC :unité formant colonie ; a, b,c...etc : groupes homogénes de comparaison
des moyennes deux a deux selon le test de Newman et Keuls

2. Diameétres d’inhibitions :

Les effets inhibiteurs des extraits hydrométhanolique de laurus nobilis sur la
prolifération de staphylococcus aureus déterminés par la méthode des disque

sont illustrés dans la (figure 20) et le (Tableau 9).

Le diametre d’inhibition le plus éleveé est obtenu chez Staphylococcus aureus
avec l’extrait de Laurus nobilis préparé a 100%; (25 mm) en moyenne. Au
contraire, les plus faibles résultats sont réalisés en présence des solutions

d’extrait diluées a 20, 40, 60 et 80 % ; soit des valeurs de 1’ordre de 12,33 ;
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15,66 ; 17,66 ; 18,33mm en moyenne respectivement. Par ailleurs, 1’antibitique

enregistre le meilleur diameétre d’inhibition (40,33 mm en moyenne) par

comparaison aux différentes solutions d’extrait hydrométhanilique des feuilles

de laurier.

Concentrations d’extrait hydrométhanolique

0%

20%

40%

60%

80%

100%

Figure 19. Effets de 1’extrait hydrométhanolique de Laurus nobilis sur la croissance de

Staphylococcus aureus.
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Tableau9. Effets inhibiteurs de I’extrait hydrométhanolique de Laurus nobilis
chez Staphylococcus aureus déterminés par la méthode des disques.

Concentrations de I’extrait hydrométhanolique Analyse
Solutions Antibiotique de Laurus nobilis(%) de
experimentales | (Gentamicine) variance
20 40 60 80 100
Diametres 40,33 ° 12,33¢ | 15,66 | 17,66™ | 18,33* | 25.00°
d’inhibitions + + + + + + P<0.01
(mm) 01,53 00,58 00.88 02,52 02.32 05.00

Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes et écarts types correspondants, avec un nombre de répititions égale a 3 (n=03) ; p<0.01 : Effet

hautement significatif du facteur étudié (concentrations de ’extrait de Laurus nobilis) ; a, b,c...etc : groupes homogénes de comparaison des
moyennes deux a deux selon le test de Newman et Keuls.

Figure 20. Effets inhibiteurs de I’extrait hydrométhanolique de Laurus nobilis
sur la croissance de Staphylococcus aureus

Gentamicine Extrait a 20% Extrait a 40%

Extrait a 100%

L’analyse de la variance a montré I’effet majeur des différentes

concentrations d’extrait de Laurus nobilis sur la variation des diamtreS
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d’inhibition de Staphylococcus aurus aprés culture 24 heurs sur milieu

chapman a 37°C.
1.3. Taux d’inhibition :

Les taux d’inhibition de Staphylococcus aureus les plus faibles sont réalisés
avec Dextrait hydrométhanolique de Laurus nobilis préparé a des

concentrationS de 20 et 40% ; 30.58 vs 38.84 %, en moyenne

Par ailleurs, les solutions d’extrait de laurier préparées a 60, 80 et 100 % ont
induit des résultats d’inhibitions plus ou moins importants comparativement au
reste des solutions exprimentales (p<0.01); 43.80, 45.48 et 61.98% en

moycenne, successivement.

Cependant, la gentamicine a enregistré le taux d’inhibition significativement
(p<0.01) le plus elvé par rapport aux différentes solutions experimentales

d’extrait hydrométhanolique de Laurus nobilis (Tableau 10)

Tableaul0. Variations des taux d’inhibitions par rapport a la gentamicine en

fonction des différentes concentrations d’extrait hydrométhanolique de Laurus

nobilis.
Concentrations de I’extrait hydrométhanolique Effet de la
ot o .
Solutions Antibiotique de Laurus nobilis(%) cg?:;;tall;ztlt:l(;n
experimentales | (Gentamicine) 20 40 60 30 100 Laurus nobilis
Taux a c c c c b
d’inhibition (%) 100 30,6 38,8 43,8 45,5 61,9 P<0.01

Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes, avec un nombre de répititions égale a 3 (n=03) ; p<0.01 : Effet hautement significatif du facteur
étudié (concentrations de I’extrait de Laurus nobilis) ; a, b,c...etc : groupes homogénes de comparaison des moyennes deux a deux selon le test de
Newman et Keuls.
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1.4. Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) :

L’extrait de Laurus nobilis préparé¢ a 20% laisse un taux de survie de
Staphylococcus aureus d’environ 34% ; alors qu’a des taux d’extrait de Laurus
nobilis supérieurs, ce microorganisme s’avere incapable de survivre apres 24

heures d’incubation a 37°C.

C’est a partir d’extrait préparé a 40% que la croissance de Staphylococcus
aureus s’annule de maniére absolue ; cette concentration est retenue comme

¢tant la concentration minimale inhibitrice (CMI) (Tableau 11).

Tableau 11. Evaluation de la concentration minimale inhibitrice de 1’extrait

hydrométhanolique de Laurus nobilis sur la croissance de Staphylococcus

aureus.
Concentrations de ’extrait hydrométhanolique
de Lurus nobilis (%)
Mesures

0% 20% 40% 60% 80% 100%
Df 01.4 01.883 01.882 00.514 01.44 01.852
Di 00.820 01.686 02.03 02.024 02.017 02.052

DF-DI 00.58 00.197 0 0 0 0

S :Taux de
survies(%) 100 34 0 0 0 0

Di : Densité optique avant incubation ; Df : Densité optique aprés incubation
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1.5. Concentration Minimale Bactéricide (CMB) :

A travers la (figure 21) il apparait que I’extrait préparé a 20% n’a pas inhibé
totalement la croissance de Staphylococcus aureus. Cependant, I’extrait a 40%
engendre un pourcentage de survi proche de 0.01% de 1’espéce microbienne
expérimentale ; cette solution a base d’extrait hydrométhanolique de Laurus
nobilis constitue donc la concentration minimale bactéricide (CMB) (Tableau

12)

La CMB=40%

Figure 21. Concentration minimale bactericide de I’extrait hydrométhanolique

de Laurus nobilis.
1.6. Type d’inhibition de I’extrait de laurier :

Dapres le rapport CMB/CMI égale a 1 D’extrait de Laures nibilis L s’avere
exercer une inhibition de type bactériostatique vis-a-vis de Staphylococcus

aureus (Tableaul2).
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Tableaul2 . Action inhibitrice de 1’extrait hydrométhanolique de Laurus

nobilis sur la croissance de Staphylococcus aureus.

Type d’inhibition des
Paramétres CMB CMI | CMB/CMI extraits
hydrométhanolique

S.aureus 40 40 1 Bactéricide

Daprés (Olivier ,2007) :

CMB/CMI<2 Effet Bactéricide

CMB/CMI>2 Effet Bactériostatique
Normes

Daprés (Marmonier,1990) :

CMB/CMI<4

CMB/CMI>4

Effet Bactéricide

Effet Bactériostatique

CMB : Concentration Minimale Bactéricide ; CMI : Concentration Minimale Inhibitrice.
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2. Discussion :

L’extrait hydrométhanolique de Laurus nobilis a montré des effets
antimicrobiens intéressants vis-a-vis du germe Staphylococcus aureus
impliqué souvent dans nombreuses intoxication alimentaires et contaminations
nosocouiales. A ce propos aucune croissance de ce germe n’a été enregistrée au
contact de I’extrait concentré a 40%. Son efficacité vis-a-vis de Staphylococcus
aureus a ¢€t¢ proche a 61.9% de la gentamicine, considéré comme €tant un

antibiotique a large spectre.

Il est bien établi que le laurier (Laurus nobilis) est une plante médicinale
utilisée en raison de ses propriétés pharmacologiques et ses avantages
potentiels pour la santé liés a plusieurs composés présents dans la plante dont
huiles essentielles (Bruneton 1999, Demir et al., 2004) comme le cinéol, le
pinéne, le sabinene, le linalol, I’eugénol, le terpinéol, et bien d’autres esters et
terpenoides (Iserin 2001 ; Sayyah et al.,2002 ; Demir et al., 2004) ; les

flavonoides et les alcaloides (Kiv¢ak et Mert, 2002 ; Simi et al., 2003 ).

Selon une recherche faite par (Beloued, 2003) les feuilles de Laurus nobilis L.
contiennent du tanin, un principe composé¢ amer,du mucilage ,des matiéres
résineuses et pectiques , et une essence aromatique incolore ou jaune pale, a

saveur chaude , constituée par un mélange de 45 % de cinéol, de
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methylchavicol, de pinéne , d’eugénol, de géraniol, de linacol d’éthers des

acides acétique isobutrique et valérianques .

Ces composés biactifs dont phénoliques ont démontré également des effets
antimicrobiens avérés contre de nombreux microorganismes pathogenes tels

salmonelles, E. coli, Staphylococcus aureus...etc (Bouchaale et Zouaoui,

2015 ; Ould Yeroi, 2015).

D’aprés (Beloued, 2003) les feuilles et les fruits du laurier noble sont
stimulantes, carminatifs, stomachiques emménagogues, pédiculaires et la
decoction de feuilles a la dose de 20g par litre d’eau sanere tres utile contre les

bronchites chroniques, I’hydropisie, les fermentations intestinales, I’insomnie.

Apparemment, la concentration minimale inhibitrice et la concentration
minimale bactéricide vis-a-vis de la prolifération du germe étudié
Staphylococcus aureus sont obtenu avec l’extrait hydrométhanolique de
Laurus nobilis L., concentré a 40%. Cet extrait semble, par ailleurs exercer un

effet de type bactéricide contre cette espéce bactérienne.

Du fait de la variabilité des quantités et des profils des composants de 1’extrait
de la plante, il est probable que leur activité antimicrobienne ne soit pas
attribuable a un mécanisme unique, mais a plusieurs sites d’action au niveau

cellulaires (Kokate et Varma, 1970). De facon générale, il a été observé une
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diversité d’actions toxiques des extraits sur les bactéries comme la perturbation
de la membrane cytoplasmique, la perturbation de la force motrice de proton,
fuite d’¢lectron, la coagulation du contenu protéique des cellules, et I’inhibition
de la décarboxylation des acides aminés. Les extraits peuvent inhiber aussi la
synthése d’ADN, ARN, des protéines et des polysaccharides. Le mode d’action
des extraits dépond en premier lieu du type et des caractéristiques des

composants actifs (Bakkali et al., 2014).

L’extrait hydrométhnolique de laurier a démontré un effet antimicrobien
intéréssant vis-a-vis de Staphylococcus aureus et peu donc étre utilisé comme
moyen thérapeutique pour lutter contre ce germe responsable de multuples

infections alimentaires et nosocomiales.
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Conclusion

Conclusion :

Au terme de cette étude et a travers les résultats obtenus, il apparait que 1’extrait de
Laurus nobilis exerce in vitro un effet antibactérien tres élevé vis-a-vis de la
prolifération de la souche Staphylococcus aureus impliquée dans les intoxications

alimentaires.

Le diametre d’inhibition le plus élevé chez Staphylococcus aureus a été obtenu avec la
gentamicine. Toutefois, 1’extrait pur non dilué de Laurus nobilis L a présenté un effet

antimicrobien proche a 61.9% de celui de la gentamicine.

Les meilleurs taux d’inhibition de Staphylococcus aureus ont été obtenus avec 1’extrait
de laurier concentré a 40, 60, 80 et 100% ou aucune prolifération du germe étudié n’a

été observée.

La concentration minimale inhibitrice (CMI) et la concentration minimale bactéricide
(CMB) chez Staphylococcus aureus ont ¢ét¢ enregistrés a 40% d’extrait

hydrométhanolique de laurier.

Par ailleurs, I’extrait de Laurus nobilis a exercé une action de type bactéricide chez

Staphylococcus aureus.

En perspectives il est suggere d’orienter les efforts a la recherche des nouvelles
molécules bioactives naturelles puvant constituer le laurier ainsi que d’autres plantes
aromatiques pays et ceci en vue de répondre aux différents problémes de santé
publique posés en Algérie et dans le monde dont la résistance des germes au

antibiotiques.
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Annexes :

Composition chimique des milieux utilisés :

* Muller Hinton agar

Infusion de viande de boeuf déshydraté.......................c.ooiiiiniis 300g
Hydrolysat de cas€ine ............ccoviiiiiiiiiiiiiiiiiii i 17.5g

AmIdon de MaTS. .......uiitiiit i 5g
AT A AT oo e e——— 13g
Eau distillée. ......o.ooiiii 1000ml

e Bouillon nutritif :

Macération de viande (eau distillée + extrait de viande q.s.)
1L

PeptonetryPSIQUE. . .eueeee et 15¢
NaCl ou KC .. e e S5¢g
pHfmal ... 1,2 =T 4
Stériliser a 115 °C pendant 20 min.

e Chapman :

PePtONE .o e 10g
Extraitde boeuf ... ..o lg
Chlorure de sodium ©.......coviiiiiii i e e 75¢g
Dmannitol t.. ... e 10g
Rouge de phénol ... 25mg
N . 1 15¢

Ajuster le pH a 7,4+.0,2 a 25C (apres autoclavage).



