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Abréviations :

CMB : Concentration Minimale Bactéricide.
MF : Concentration Minimale Fongicide.
CMI : Concentration Minimale Inhibitrice.
DO : Densité optique.

MO: Matiere organique.

P< 0.05 : Probabilité au seuil de 5 %.

pH : Potentiel d’Hydrogene.

UFC : Unité formant Clonie.
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Résumé :

L’étude expérimentale a porté sur 1’évaluation des effets antimicrobiens de 1’extrait
hydroéthanoliques de Laurus nobilis L., récolté dans la foret de Mostaganem a 1’ouest
d’Algérie sur un germe responsable de toxiinfection alimentaire et de contamination
nosocomiale a savoir le Staphylococcus aureus. L’extrait de laurier noble a été obtenu par
macération d’une prise du végétal dans de 1’éthanol aqueux, suivi d’une filtration et d’une
¢vaporation du filtrat. L’extrait pur a €été ensuite concentré a I’eau distillée a 0, 20, 40, 60,
80 et 100%. L’effet antimicrobien de I’extrait de Laurus nobilis L., a été testé sur une
souche de référence (ATCC 29213) de Staphylococcus aureus. Les mesures ont concerneé :
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 L ont engendré des fortes activités
antimicrobiennes chez de Staphylococcus aureus. La concentration minimale inhibitrice
(CMI) et la concentration minimale bactéricide ont été réalisées chez cette espéce
microbienne a 20% d’extrait hydroéthanolique de la plante étudiée (Laurus nobilis L).
L’extrait de laurier a montré une action de type bactéricide vis-a-vis de Staphylococcus
aureus.

Mots cleés : Extrait, éthanolique, Laurus nobilis L, Staphylococcus aureus, antimicrobien,
hydroéthanolique.

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
mostaganemAlgeria 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 agueous 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 :

Les plantes médicinales ont une importance capitale pour la santé et la survie de I’homme. Elles
renferment une part importante de composés bioactifs qui interviennent dans I’ensemble des
réactions enzymatiques ou biochimiques ayant lieu dans I’organisme (Hartmann, 2007). Les
propriétés antioxydantes et antimicrobiennes de ces plantes sont bien connues depuis longtemps.
Toutefois, il aura fallu attendre le début du 20éme siécle pour que les scientifiques commencent a
s’y intéresser. Ainsi, un grand nombre de plantes aromatiques et d’épices possédant des propriétés
biologiques treés importantes trouvent de nos jours plusieurs applications dans divers domaines a

savoir en medecine, pharmacie, cosmétologie et en agriculture (Bahorun et al., 1994).

Le Laurus nobilis L, est I'un des arbustes appartenant a la famille des Lauracée tres utilisée dans
I’industries de I’aromatisation, en parfumerie, pour la conservation des denrées alimentaires, en
cosmétiques et en pharmacologie grace a ses divers effets antimicrobiens et antioxydants. Il pousse
dans les lieux humides ombragés (Iserin, 2001), ses feuilles comportent plusieurs composants chimiques tels

que les composés phénoliques dont (Bruneton 1999,Demir et al., 2004). et les polysaccharides (mucilage,

pectine) (Beloued, 2005).

L’objectif de ce mémoire vise en particulier a suivre I’effet antimicrobien de I’extrait
hydroéthanolique de Laurus nobilis riche en composés phénoliques vis-a-vis du germe
Staphylococcus aureus responsable en Algérie de plusieurs toxiinfections alimentaires et des

principaux contaminations nosocomiales hospitalieres.
Le manuscrit comporte ;

Une premiére partie bibliographique ou nous avons aborder succinctement les différentes
connaissances sur le  Laurus nobilis L. et la pathogénicité du germe Staphylococcus

aureus.



Une deuxieme partie, retracant le protocole expérimental et les méthodes utilisées dans
cette étude.
La derniere partie a été consacrée a la discussion des résultats obtenus et les différentes

perspectives de recherche développement a entreprendre dans le futur.
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Etude bibliographique
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Chapitre I: Généralités sur le Laurus nobilis L.

Chapitre | : Généralité sur le Laurus nobilis L.

1. Origine :
Laurus nobilis L appartient a la famille des lauriers (Lauracées) qui comprend 32 genres
et une gamme de 24,00 a 25,00 espéces (Saima, 2019), ce nom latin est d’origine celte qui
veut dire « toujours vert » allusion au feuillage persistant de la plante (Pariente, 2001). Les
feuilles sont largement appliquées et connues comme assaisonnement et herbe
médicinale depuis les périodes antiques grecs et romain (Ould Yerou et al., 2015). Il est
intéressant de noter que cette herbe qui était pendant longtemps employée dans la
nourriture comme condiment et en médecine traditionnelle a, en fait, des propriétés qui

peuvent suggérer de nouvelles applications (OuldYerou et al., 2015).
2. Historique :

Dans les temps anciens, la plante nommée « Daphné » a été définie comme L nobilis par
Goodyear en 1655. Un membre sempervirent naturel a croissance lente, de la région
méditerranéenne et largement cultivé en Europe, en Asie, en Afrique du Nord et aux
Etats-Unis comme plante ornementale (Nehir et al., Sedef 2014 ; Alejo-Armijo et al.,
2017). 1l est cultivé commercialement pour ses feuilles aromatiques en Turquie, Algeérie,
Maroc, Portugal, Espagne, Italie, France et Mexique. En Algérie. Les principaux pays
producteurs sont la Turquie, qui produit deux tiers du commerce mondial, I’Albanie, le

Maroc ainsi que la Gréce et I’Italie (Geerts et al., 2002).

L’arbuste de laurier pousse a I'état sauvage dans la région du Tel. Il est cultive localement

sous le nom de « rend » (Bendjarsia et al., 2016 ; Maatallah et al., 2016).
3. Répartition géographique :

Laurus nobilis L est la seule espéce des lauracées dans la région méditerranéenne d’ou
pour la production commerciale dans beaucoup de pays tels que I’Algérie, la Turquie, la
plante est largement cultivée comme plante ornementale et France, la Grece, le Maroc,

I’Amérique centrale et les Etats-Unis (Goudjil et al., 2016).
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B Présence de Laurus nobilis L.

Figure 01. Répartition géographique de Laruns nobilis L. (Goudjil et al., 2016).

La famille des Lauracées est composée d’arbres et arbustes aromatiques a feuilles

persistantes pour la plupart des especes (Steven, 2001).

04. Position systématique :

Ce classement se réfere a la classification botanique antérieure regroupée dans le tableau 1

selon ( Patrakar et al. 2012) est la suivante :

Tableau 01. Position systématique du

laurier noble (Patrakar et al., 2012).

Régne Végétale

Sous régne Plante vasculaire
Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes

Classe Décotylédones
Sous classe Magnoludae
Ordre Laurales
Famille Lauracées
Genre Laurus
Espéce Nobilis
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5. Dénomination vernaculaire internationale :
La dénomination vernaculaire de Laurus nobilis L. figure dans le tableau 2.

Tableau 2. Dénomination internationale de Laurus nobilis L. (Anton, 2005; Ballabio,
2010).

Francais Laurier d’Apollon ; Laurier commun ;
Laurier franc ; Laurier noble .

Allemand Lorbeersamen : lorbeer .

Italien Olio di alloro

Portugais Louro

Arabe Rand. habb r’ar

Anglais Laural oil; Sweet bay _: bay tree ;roman
Laural ; noble Laural.

Nom targui ou berbére Taselt ; rend

6. Description botanique :

La famille des lauracées comprend prés de 2500 — 3000 especes regroupées en environ 52
genres. Cette famille est presque présente dans toutes les parties du monde, avec une forte
concentration dans les zones subtropicales et dans les régions tempérées. Et parmi ces

especes le laurier noble (Laurus nobilis L.) (Babbaaissa et al., 2000).

Arbre pouvant atteindre 15 m de haut mais généralement taillé en arbis-sceau pour en

faciliter la récolte ; a 1’écorce lisse et noire et au feuillage persistant.

Les feuilles sont alternés, allongées a lancéolées, d’environ 10 cm de longe sur 3 a 5 cm de
large. Elles se terminent en pointe des 2 cotés et sont courtement pétiolées, leur limbe est
coriace, glabre, entier souvent Iégerement ondulé et épaissi sur les bords , recourbé vers
I’intérieur, d’un vert foncé et luisant a leur partie supérieures plus pale en dessous. Le limbe

est parcourus de nervures pennées et saillantes.

Les fleurs vert blanchatre sont groupées a I’aisselle des feuilles en petite bouquets en
forme d’ombelles azillaires ou en courts panicules elles sont enformées dans un involucre

formé de bractées caduques a 4 dents. Les fleurs males possedent généralement 8 a 12
5
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étamines dont la plupart sont stériles ; elles portent en leur centre une glande nectariféres
dépourvue de pied. Leurs anthére s’ouvrent par 2 poreS munis chacun d’un clapet droit. Les

fleurs femelles portent 4 staminodes (Figure 02) (Beloude, 2005).

Figure 02. Aspect morphologique de Laurus nobilis (Beloued, 2005).
7. Autres espéce de Laurier :

L’espece 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
(tableau 03) (Anton, 2005).

Tableau 03. Autres especes du laurier noble (
Laurus nobilis ) (Anton, 2005).

Nom vernaculaire Non scientifique Famille
Laurier- amande Prunus laurocerasus L Rosacées
Laurier-benzoin Linder benzoin L Lauracees

Laurier-cerise Prunus laurocerasus L Rosacées
Laurie r- d’Alexandrie Danae racmasa Liliacées

Laurier- califorinie Umbellularia californisa Lauracees
Laurier des bois Daphnelaureola L Thyméléacees

Laurier des Iroquois Sassafras albidum Lauracées

Laurier du portugale Prunus lusitanica L Rosacées
Laurier rose Nerium oleander L Apocynacees
Laurier-tin Viburnum tinus L Caprifoliacées

Laurier sassafras Sassafras officinalis Nees Lauracées
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8. Composition chimique :
Les feuilles du Laurier sont riches en :

Huiles essentielles elles représentent 1 a 3 % du poids sec dont: 30 a 70 % de cinéol, 3%
d'eugénol, ainsi que plusieurs dautres composés terpéniques (linalol, géraniol, pinéne,

terpinéne).

Polyphénols : Plusieurs flavonoides et dérives ont été déterminés dans les extraits du laurier
comme des flavonoides O-glycosides ou C-glycoside, 1’acide caféique, la catéchine, les

cinnamtannin et certains dérivés du kaempférol.
Alcaloides aporphiniques : comme la cryptodorine ou I'actinodaphnine.

Lactones sesquiterpeniques: comme costunolide et zaluzanine D (Derwich et al., 2009;
Flamini et al., 2007).

Selon une recherche faite par Beloued et al (2003) les feuilles de Laurus nobilis L.
contiennent du tanin, un principe amer , du mucilage , des matiéres résineuses et pectiques
,et une essence aromatique incolore ou jaune péale , a saveur chaude , constituée par un
mélange de 45% de cinéol, de methylchavicol, de pineéne, d’eugénol, de géraniol, de Lina

col, d’éthers des acides acétiques iso butyrique et valérianiques.
9. Utilisations traditionnelles :

L nobilis est une plante d'importance industrielle, utilisée dans les aliments, les médicaments
et les produits cosmétiques. Le laurier est utilisé depuis des années en médecine populaire,
en plus de ses diverses activités pharmacologiques, notamment les propriétés antibactériens,

anti oxydantes, anticancéreuses, insecticides et antifongiques (Bendjersia et al., 2016).

Leurs feuilles séchées et I’huile essentielle (HE) de laurier sont utilisées comme épice et
agent aromatisant précieux dans l'industrie culinaire et alimentaire (Mufiz et al., 2013),
sont traditionnellement utilisés par voie orale pour traiter les symptémes de problemes
gastro-intestinaux, tels que ballonnements et flatulences épigastriques (Qnais et al., 2012)
et sont utilisés comme phytothérapie contre un certain nombre de maladies telles que,

entorses, indigestion , maux d'oreille et améliore la transpiration (Fang et al., 2005). Les

7
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feuilles ont été utilisées également dans la médecine populaire iranienne pour traiter
I'épilepsie, la névralgie et le parkinsonisme (Caputo et al, 2017). L'extrait aqueux est utilisé
dans la médecine populaire turque comme anti-hémorroidaire, antirhumatismal, diurétique,
comme un antidote contre les morsures de serpent, pour le traitement des maux d'estomac et
diurétiqgue. Récemment, il est utilisé dans le traitement de diabéte et prévention de la
migraine (Oussama et al. 2018). L'HE de feuilles de laurier est largement utilisé dans le

parfume industries du savon (Caputo et al. 2017).
10. Activités biologiques de Laurus nobilis :

La feuille de laurier a de nombreuses activités biologiques telles que I'activité cicatrisante,
l'activité  antioxydante, lactivité antibactérienne, [l'activité antivirale, I'activité
immunostimulante, l'activité anticholinergique, I'activité antifongique, l'activité insectifuge,
I'activité anticonvulsivante, l'activité antimutagéne et ['activité analgésique et anti-

inflammatoire (Saima, 2019).

L’HE de Laurier posséde une notable activité anti-infectieuse a cause de sa forte
concentration en 1,8-cinéole associé notamment a 1’eugénol ou son méthyl (Demir et al.,
2004 ; Taban et al.,2018).

Les oxydes terpéniques comme le 1,8-cinéole contenus dans cette HE stimulent les glandes
a mucine ainsi que le mouvement des cils de la muqueuse de I’arbre respiratoire. Le role de
ces molécules est de dissoudre les complexes colloido-lipidiques des secrétions afin de

permettre la destruction des germes qui y sont enfouis (Lobstein et al., 2017).

L’HE de Laurus nobilis a une capacité d’inhiber I’a-glycosidase intestinale (a plus de 90% a
la concentration de 7.5 pL/ml, par inhibition compétitive) ; donc peut étre mise a profit pour

réguler la glycémie (Khan, 2009).

Les oxydes terpéniques comme le 1,8-cinéole contenus dans cette HE stimulent les glandes
a mucine ainsi que le mouvement des cils de la muqueuse de 1’arbre respiratoire. Le rdle de
ces molécules est de dissoudre les complexes colloido-lipidiques des seécrétions afin de

permettre la destruction des germes qui y sont enfouis (Lobstein et al., 2017).
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L’HE de Laurier noble est également capable de stimuler I’immunité. Le 1,8-cinéole a
démontré, lors d’expériences, son caractere immunostimulant en augmentant les vy-

globulines et les B-globulines (Lobstein et al., 2017).

L’HE de Laurier noble possede une activité répulsive significative sur Culex pipiens :
jusqu’a 83 % de répulsion a 315 secondes d’exposition pour une dose del0 pL (Mediouni
et al., 2012).

L’HE de Laurier noble a montré une action antiproliférative sur des cellules rencontrées
dans la leucémie myéloide chronique (LMC). Par ailleurs, elle permet d’obtenir une
synergie d’action antitumorale lorsqu’elle est associée aux chimiothérapies a base de
cytarabine (Saab A.et all 2012), un impact significatif est observé sur une lignée de cellules

tumorales mammaires (Al-Kalaldeh et al., 2010).
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Chapitre 11 : Généralités sur Staphylococcus aureus
1. Déefinition :

Les staphylocoques sont des cocci a Gram positif de forme sphérique de 0,5 a 1,5u de
diametre; ce n'est qu'au cours de la lyse ou de la dégénérescence (veilles cellules), que
parfois les cellules perdent leur affinité tinctoriale et peuvent devenir & Gram variable (El
Kouir, 2003 ) Ainsi, ils sont immobiles, non sporulés, ne possédant pas de capsule visible
au microscope optique sauf pour de tres rares souches, d'autres forment des colonies
mucoides et sont entourées d'une pseudo capsule (Couture, 1990). Sur les cultures en
milieu solide, ils se disposent en amas irréguliers polyédriques, évoquant l'aspect
caracteristique de "grappes de raisin" (Fauchere, 2002). Alors qu'en milieu liquide, ils sont
souvent isolés, en diplocoques, en tétrades ou en tres courtes chainettes (en générale de 3a 5
éléments) (Couture, 1990).

Il a été nommeé ainsi en raison de la production de caroténoide donnant a la bactérie sa
pigmentation de surface caractéristique (Licitera, 2013).Ce genre comprend des coques a
Gram positif de 0,8 a 1 micrometre de diametre (Prescott et al., 2003). Peuvent étre
observées isolées, en paires ou en tétrades, le plus souvent ce sont des amas ressemblant a
des grappes de raisins (Prescott et al., 2003). Les staphylocoques sont non-mobiles, ne
forment pas de spores et sont généralement anaérobies facultatifs (Sneath, 1986). La
croissance de S. aureus sur milieu ordinaire est facile entre 10 et 45 °C. Sur une gélose
profonde en tube, les bactéries cultivent tout au long du tube donc le caractere aéro-
anaérobie facultatif est confirmé. Aprés 24h d’incubation, il peut se développer sur géloses
trypticase-soja supplémentées ou non en sang. Les colonies observées sont alors lisses,
opaques, convexes et rondes (a bord net). Leur diametre est compris entre 1 et 3 mm et elles
peuvent étre pigmentées. Cette coloration a d’ailleurs donné le nom d’ « aureus » a S.
aureus car la pigmentation est souvent de couleur or (jaune a jaune orangée), C’est un
germe halotolérant, capable de pousser sur des milieux riche en Na Cl et thermo tolérant a
un certain degré. Ces caractéristiques jouent un réle important dans la pathogénicité de ces

bactéries (Cohen, 1972 ; Tortora et al., 2003 ; Sneath, 1986 ; Hardy, 2004).
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Les S. aureus possédent une coagulasse, une désoxyribonucléase une activité catalase o

positive et peuvent fermenter le mannitol.

.. " ) 34 - o
Figure 03 .Coques de Staphylococcus aureus disposéees en grappes de raisins ; micrographie
électronique a balayage (Gx100) (Willy et al. 2010).

2-Historique :

Le staphylocoque fut découvert a la fin du XiXeme siécle, grice a I’apparition du
microscope. Il fit d’abord observé dans du pus sous la forme de grains en amas par Robert
Koch, puis Louis Pasteur (Le Noir et al., 2009). Le nom de genre Staphylococcus provient
de I’aspect en microscopie de la bactérie : du grec staphyle = grappe de raisin et Kok Kos =

baies.

En 1881, Alexander Ogston, un chirurgien écossais, démontra son réle infectieux Il parvint
cultiver la bactérie dans des ceufs de poules et a réinfecter des animaux a partir d’abces
postopératoires. En 1884, Anton Rodenbach isola deux types de staphylocoques dont
Staphylococcus aureus qu’il nomma ainsi en raison de sa couleur jaune d’or et qu’il opposa
au Staphylococcus album renommé depuis Staphylococcus epidermidis (Newsom et al.,
2008). La grande plasticité du génome de Staphylococcus aureus est associée a la constante

évolution des caractéristiques épidémiologiques, des clones de S. aureus responsables
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d'infections chez I'nomme. Schématiquement, chaque décennie améne I'émergence de
nouveaux clones. Ainsi avant les années 40, les souches de Saures étaient sensibles a la
pénicilline G, dix années aprés 90% étaient sécrétrices de f—lactames. En 1960, la premiere
souche de S.aureus résistante a la méticilline (SARM) est apparue en Angleterre, puis les
SARM se sont répandus de facon épidémique dans les hépitaux a partir des années 70, pour
devenir vers 1980 multi-résistants aux antibiotiques et pandémiques. Les années 90 ont vu
la description des souches de SARM de sensibilité diminuée aux glycopeptides . Aux
alentours des années 2000 , les SARM n’ont plus été limités au secteur hospitalier (Oliveira

et al., 2002) .
3-Classification :

Selon la 9eme eédition du Bergey’s Manuel, les staphylocoques sont Classés parmi
bactéries a Gram positif pauvres en GC, I’introduction de techniques génomiques en 1976
a Synthese bibliographique 6 permis la Vvérification de certaines classifications tout en
engendrant de nombreuses modifications , amenant progressivement a la taxonomie
actuelle (Hill, 1981).

Domaine : Bactérie ou Eubactérie.
Phylum X111 : Fimicutes.
Classe : Bacilli.
Ordre : Bacillales.
Familles : Staphylococcaceae.
Genre : Staphylococcus.
Espeéce : Staphylococcus aureus.
4- Habitat et colonisation :
S. aureus est un germe ubiquitaire, commensal de la peau et des muqueuses mais sa niche

écologique dominante est la partie antérieure du nez (Kluytmans et al. 1997). On les trouve
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chez les animaux a sang chaud. Ils peuvent également survivre sur des surfaces inanimées
telles que la literie, les vétements, et les poignées de portes (Freeman, 2006). Chez
I’homme, les staphylocoques font partie de la flore résidante cutanée qui joue un réle dans
I’équilibre physico-chimique de la peau et constitue une barriere contre 1I’implantation des
bactéries de la flore transitoire (Eveillard et al, 2007) . Les fosses nasales antérieures
constituent avec les zones humides de la peau comme les aisselles et le périnée, un site de
portage préeférentiel de cette bactérie (Vincenot et al, 2008). La fréquence du portage cutané
dépend du portage nasal (Nguyen et al. 2006). La transmission interhumaine est le plus
souvent manu portée (Dumitrescu et al, 2008), ou méme par les aérosols émis par des

patients atteints de pneumopathie (Freeman et al, 2006).
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Partie 2 : Méthodologie.
1. Objectifs :

L’étude a pour but de démontrer I’effet antimicrobien de 1’extrait hydro-éthanoique des feuilles de
Laurus nobilis L. sur la croissance de Staphylococcus aureus responsable d’intoxication
alimentaire chez I’Homme.

2 . Région de prélevement des échantillons de Laurus nobilis :

L’étude a été réalisée sur les feuilles de Laurus nobilis L. récoltées a la fin du moi de Mai au niveau
de la wilaya de Mostaganem.

Les feuille fraiches de Laurus nobilis L., ont été séchées pendant une semaine, puis broyées a 1’aide
d’un broyeur ¢électrique jusqu’a I’obtention d’une poudre fine. Les particules ainsi obtenues apres
broyage ont été tamisées a I’aide d’un tamis d’un diamétre de 125um pour récupérer a la fin une
poudre homogene qui a été transportée immédiatement au laboratoire en vue d’utilisations et d’
analyses ultérieures.

L’identification de la plante a été basée sur I’aspect morphologique des feuille de Laurus nobilis L.,
en comparaison aux données figurant dans les ouvrage de Bruneton ( 2001) et Stursa ( 2001).

Aspect de la
Non Non Lieu et date p!ante AU\ Etat frais Etat sec Etat poudre
. L ] niveau de la
vernaculaire | scientifiques | de récolte .
station  de
préléevement
-Forét Ouilis-
Laurier noble | Laurus Mostaganem.
nobilis L.
-Fin du mois
de Mai.

Figure 04. Photographie originale des feuilles fraiches et séches de Laurus nobilis L. récoltées a
Mostaganem
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3. Matériel et produits chimiques utilises :

Dans la présente étude le matériel et produits chimiques utilisés sont comme suit :

Milieux de Verrerie

Cultures Appareil Autres mateériels
-Gélose Muller | -Bécher. -Autoclave. -Aluminium.

Hinton. -Boites Petri. -Balance. -Anse a platine.
-Gelose nutritif. -Entonnoir. -Etuve. -Bec bensen.
-Bouillon nutritif -Erlenmeyer. -Bain marie. -Disque en papiers
-Milieu Chapman. -Flacons. _Rota-vapor. sterile (6 mm)

-Eau physiologie. -Fioles. -Plaque chauffante. -Papier wattman n°3.
-Eau distillée sterile. | - bas 3 essais. -Spectrophotométre. -Papier filtre stérile.

-Ethanol -Verre de montre

-Extrait de Laurus | Agitateur.

nobilis L.

4. Extraction des composés bioactifs:

L’extraction des principaux composés bioactifs a été effectuée uniquement sur les feuilles de la

plante objet de I’étude le Laurus nobilis L.

L'extraction a été réalisée par usage d’un solvant polaire a savoir I’éthanol. Elle a été effectuée sur
des prises d’échantillon de 30 g de matiére végétale broyée. L’échantillon de poudre de feuilles de
Laurus nobilis L., a été mélangé avec 300 ml de solvant aqueux (240/60, solvant / eau, v / v).
L’extraction a été laissée se poursuivre pendant 6 heures a température ambiante sous agitation. La
durée de l'extraction favorise ainsi la dépolymérisation des principaux composes constitutifs de la
plante tels que la lignine ainsi que les substances pectiques et permet une meilleure solubilisation
des principaux composés bioactifs. La solution trouble d’extrait hydro-alcooliques a été ensuite

filtrée en utilisant un papier filtre Wattman ayant une porosité de 0,2um et débarrassé du solvant par
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évaporation sous vide a 45 °C (Sultana et al., 2009). L’extrait pur riche en composés
phénoliques récupéré a été enfin dilué a I’eau distillée stérile a des taux variables de 0, 20, 40, 60,
80 et 100%, respectivement. Le effet antimicrobien de ces solutions expérimentales ont été enfin
testées sur un germe pathogene de référence (ATCC 29213) a savoir le Staphylococcus aureus.

5. Etude des effets antimicrobiens de I’ extrait de Laurus nobilis L. :
5.1. Activation de I’inoculum microbien

L’effet antimicrobien a port¢ sur une souche pure de référence et spécifique a savoir
Staphylococcus aureus (ATCC : 29213)). Cette espéce et tout d’abord activée avant son utilisation
expérimentale. Une prise de 0.25 g de la souche lyophilisée conservee au froid a 4°C est au
préalable ensemencée dans 10 ml de bouillon nutritif, puis incubée a 37°C durant 03 heures. 0,1 ml
de cette derniére solution constituant I’inoculum bactérien a été pris pour étre ensemencée en
surface d’une boite de Pétri contenant un milieu spécifique gélosé de croissance pour cette espece

microbienne milieu gélosé Chapman puis le mélange est incubé a 37°C pendant 24 heures.

>~ [ 10 ml de bolllion nutritif

l La souche conservée Inoculum

1-Prelevement des colonies & partir de -Ensemencement dans un boillon nutritif

ta souche comservée -Incubation # 37°C pendant 3 heures.

Figure 05. Méthode d’Activation de la souche bactérienne étudiée
5.2. Méthode de contact direct :

Une colonie issue d’une culture jeune de I’espéce microbienne S. aureus activée comme
préalablement sur milieu solide Chapman spécifique a été prélevée a ’aide d’une anse a platine

stérile, et ensuite ensemencée dans un tube contenant 10 ml de bouillon nutritif, suivi d’une
16
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incubation a 37°C durant 03 heures. A partir de cette derniére solution constituant la solution mére
des dilutions décimales isotopiques croissantes dans I’eau physiologique allant jusqu’a 10 ont été
effectuée pour I’espéce bactérienne étudice. Des prélévements de 01 ml de la derniére dilution
décimale ont été ensuite individuellement ajoutés a 09 ml de chaque extrait de Laurus nobilis dilué
a I’eau distillée, respectivement, a raison de 0, 20, 40, 60, 80 et 100% (Figure 06). Les mélanges
des solutions ont été enfin ensemencés en triple essais (03 boites de Pétri) chacune en surface a
raison de 0.1 ml sur le milieu spécifique Chapman de croissance de 1’espece microbienne testée. La

lecture du nombre de colonies développé a été effectuée apres incubation des milieux ensemencés a

37°C pendant 48 heures (Bourgeois et Leveau, 1980).

Incubation

Souche activée Bouillon nutrtif  Solution mere ' o= 107 104

0elut|on 3

[T =T =] 1 TG

Olm ol 0.1 01

[ Incubation & 37C° /24472 heures

Figure 06. Méthode de contact direct

5.3 Méthode des disques par diffusion sur gélose :

Les disques ont été confectionnés a partir de papier filtre (Wattman n° 3), a raison de 6mm de
diametre. Pour éviter tous risques de contamination aux germes exogenes au cours de

I’expérimentation les disques ont été stérilisés a 120°C pendant 15 minutes dans un autoclave.
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Une colonie de I’espéce pathogene prélevée du milieu gélosé spécifique de culture apres activation
a été ensemencée dans 10 ml de bouillon nutritif ; ce mélange a constitué la solution mére. Des
prises de volume de 0.4 ml de cette derniére solution ont été étalées séparément en surface de
plusieurs boites de Pétri contenant le milieu MH. Trois disques imbibés pendant 5 minutes dans
chaque solution d’extrait hydro-éthanolique de Laurus nobilis L., ainsi que dans une solution
contenant un puissant antibiotique dont la Gentamycine, ont été ensuite déposes successivement a la
surface de chaque boite de Pétri contenant le milieu gélosé MH et ensemencé au germe pathogéne
étudié (Figure 07) (Prescott et al., 2003). La lecture des diamétres d’inhibition a été effectuée a
I’aide d’un pied a colis aprés incubation des boites de Pétri a 37°C pendant 24 heures (Guignar,
1998).

Souche activé Boutllon nutritif
[ 0lm
/\b S
Incubation
(] ——— )
@ A3 3¢
| — | —
30 % ) 80 o O, O 0 (04 6
3 et W 85 e ? by g e et =5
u» :; ] Incubation
% - = (] - - @ P
(o] 0 (@)
0 ¢ . ) 0 ~ 0
0 0 0 0 0 0 0
\_/ \Q/ &) R _ O Qo)
Gentamycme (% A% 40% 60% 80% L

Figure 07. Méthode des disques par diffusion sur milieu de Muller Hinton.
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5.4 Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) :

La concentration minimal 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 le cas de notre étude, c’est les principes composés
bioactifs de I’extrait de Laurus nobilis L., obtenus par extraction a 1’éthanol aqueux qui sont utilisés
pour déterminer la concentration minimale inhibitrice chez 1’espéce Staphylococcus aureus. Ainsi,
une colonie jeune de S.aureus prélevée a I’aide d’une anse a platine dans 10 ml de bouillon nutritif
et incubée pendant 03 heures a37°C a été effectué en vue d’obtenir 1’inoculum bactérien. Des prises
de 0,2 ml de I’inoculum bactérien ont été ensuite introduites respectivement dans 2 ml de chaque
solution d’extrait hydroéthanolique de laurier dilué non pas avec de I’eau mais avec le bouillon
Mueller Hinton (Figure 08). Les mélanges ont été ensuite incubés a 37 °C pendant 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 du microorganisme étudié. 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 sera égale a df (di = df). Le taux de survie du

microorganisme sera mesuré au spectrophotomeétre réglé a 650 nm comme suit :

df- di
s= Df- Di X 100.

- S : Taux de survie du microorganisme en %.

-df-di : Différence de densité optique dans la solution d’extrait phénolique de
Laurus nobilis L., ensemencée au germe étudié, avant et apres incubation a 37°C

durant 24 heures.

-Df-Di : différence de densité optique dans la solution d’eau physiologique stérile
sans extrait Laurus nobilis L., ensemencée au germe étudié , avant et apres
incubation a 37°C durant 24 heures (Kra et al., 2001 ; Zrihiet al., 2007).
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Figure 08. Concentration Minimale Inhibitrice (CMI).
5.5 Determination de la concentration minimale bactéricide (CMB) :

La concentration minimale bactéricide d’une espece étudi€e représente la plus petite concentration
d’extrait de la plante qui laisse 0,01% au moins de survivant de I’inoculum initial apres incubation
(Moroh et al., 2008). Pour sa détermination, le tube témoin (inoculum) a été 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* a été comparé a
celui de chaque tube expérimental contenant une solution d’extrait hydroéthanolique de Laurus
nobilis et I’inoculum microbien préparé comme préalablement lors de la détermination de la CMI et
également ensemencé sur le méme milieu de culture MH en strie de 5cm 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 inférieur ou égal a celui de la dilution 10 correspondra a la CMB (Figure 09).

20



Matériel et Méthodes

-w'

| sowche activee | | moimion wueriie | |

Bevew il ] 1 " " Lo
Ol utvon
PN AN
i e e, ¥
NNE -
AN~
l Lincubation 24h & 37C< ]
L ubes e Je b ONMI
L /
l Ensemencement en stnes Se l
o 20 SOt Lot ROrte 100"
NN o o
B e it .
AN .
N .,

| smcubation 24m & 37~ |

Figure 09. Principales étapes de détermination de la CMB.

6. Calcul statistique :

Le logiciel utilisé dans le traitement des données expérimentales est le Stat box 6.4. Les résultats
obtenus ont subi une analyse de variance mono factorielle en randomisation totale, suivie d'une
comparaison des moyennes deux a deux selon le test de Newman et Keuls. Les groupes homogenes

de comparaison des moyennes ont été révelés aux deux seuils de probabilité : a p<0.05 et a p<0.01.
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Partie 03: Résultats et Discussion

1. Résultats :

1.1 Test de croissance :

Le test de croissance du germe Staphylococcus aureus sur milieu spécifigue Chapman a montré

une prolifération importante des germes en absence d’extrait de Laurus nobilis (297 .10° UFC/ ml).

En revanche, aucune croissance de Staphylococcus aureus n’a été observée en présence d’extrait

de la plante étudiée méme a une faible concentration de 20 % (Figure 10 et Tableau 6)

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Figure 10. Effets antimicrobiens de la solution sans extrait hydro-éthanolique de Laurus nobilis
chez Staphylococcus aureus.

Tableau 06. Effets antimicrobiens des solutions d’extrait hydro-éthanolique de Laurus nobilis sur
la croissance de Staphylococcus aureus.

Concentrations d’extrait de Laurus nobilis L. Effet des
concentrations
Mesures 0% | 20% | 40% | 60% | 80% | 100% | d’extraitde Laurus
nobilis L.
Test de
croissance 129720 0 | 0 0 0 0 P>0.05
(UFC/ ml)

Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes avec un nombre de répétitions n=3 ; P>0.05 : Effet non significatif du facteur étudié (taux d’extrait
hydroéthanolige) ; a; b ; c...ETC. : Groupes homogénes de comparaison des moyennes deux a deux selon les tests de Newman et Keuls.
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1.2. Diameétres et taux d’inhibition :

Le meilleur diamétre d’inhibition vis-a-vis du germe Staphylococcus aureus a été obtenu par

I’entremise de la gentamycine ; 21.33 mm, en moyenne.

Par ailleurs, les solutions d’extrait de Laurus nobilis préparées a 60, 80 et 100 % ont accusé des
diamétres d’inhibition trés intéressants et relativement (P<0.05) proches de 1’antibiotique controle ;

17.83, 16.67 et 15.33 mm, en moyenne, successivement.

Enfin,les faibles diamétres d’inhibition du germe étudié (P<0.05) ont €té enregistrés avec les

solutions d’extrait concentrées a 20 et 40% ; 12,67 et 12,67mm, respectivement.

Ainsi, les faibles taux d’inhibitions des germes Staphylococcus aureus ont été enregistrés a 20 et
40 % d’extrait ; alors que les forts taux d’inhibitions comparativement a la gentamycine ont été
remarqués a des taux d’extrait bien plus €levés de 60, 80 et 100% ; 71.89 a 83.61 %, en moyenne

Tableau 7 et Figure 11).

Tableau 7. Effets antimicrobiens des solutions d’extrait hydro- éthanolique de Laurus nobilis L.,

sur les variations des diamétres d’inhibitions et les taux  d’inhibitions chez Staphylococcus

aureus.
Antibiotique | Concentration d’extrait de Laurus nobilis L Effet de la
concentration
d’extrait de
Mesures | Gentamicine | 20% | 40% | 60% | 80% | 1009 | -aurusnobilisL.
Diamétre 21 .33 12.67 12.67 17.8 16.67 15.33
d’inhibition + + + + + + P<0.05
(mm) 1.53 058 | 1.16 | 520 | 503 | 153
Taux
d’inhibition
(%) 100 59.38 59.38 83.61 78.14 71.14 P<0.05

Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes et écarts types, avec un nombre de répétitions n=3 ; P<0.05 : Effet significatif du facteur
étudié ; a, b, c...etc. : Groupes homogénes de comparaison des moyennes deux a deux selon les tests de Newman et Keuls
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a/ Gentamicine b/ extrait a 20% ¢/ extrait a 60%

d/ extrait a 60%. e/ extrait a 80%. f/ extrait 3 100%

Figure 11. Effets antimicrobiens des solutions d’extrait hydro- éthanolique de Laurus nobilis L., sur

les variations des diamétres d’inhibitions chez Staphylococcus aureus.
1.3. Concentration minimale inhibitrice (CMI) :

La CMI de I’espéce microbienne Staphylococcus aureus a été noté en présence de 1’extrait hydro —

éthanolique de Laurus nobilis concentré a 20% (Tableau 8).

Tableau 8. Evaluation de la concentration minimale inhibitrice des solutions d’extrait hydro-

éthanolique de Laurus nobilis L., sur la croissance de Staphylococcus aureus.

Parametres Témoin Taux d’extrait hydro-éthanolique

0% 20% 40% 60% 80% 100%
Di 0.01 1.43 1.48 1.67 1.34 1.03
Df 0.02 0.45 0.63 0.83 0.71 0.71
Df-Di 0.01 0 0 0 0 0
S 100 0 0 0 0 0
CMI CMI= 20%

DO : Densité optique ; S : pourcentage de survie ; Df : Densité optique aprés incubation ; Di : Densité optique avant incubation ; CMI :
Concentration minimale inhibitrice.
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1-4 Concentration Minimale Bactéricide (CMB) :

A travers la Figure 12, il apparait que la CMB de ’extrait hydro-éthanolige de Laurus nobilis vis-

a-vis du germe étudié Staphylococcus aureus est notée avec la solution pure de la plante concentrée
a100% .

Figure 12. Action inhibitrice des solutions d’extrait de Laurus noblis L., sur la croissance de

Staphylococcus aureus.
1-5. Types d’inhibition

D’aprés le rapport CMB/CMI égale a 5, I’extrait de Laurus nobilis semble exercer un effet
antimicrobienne inhibiteur de types bactériostatique a I’égard du germe testé Staphylococcus aureus
(Tableau 9).

Tableau 9. Type d’inhibition de I'extrait hydro-éthanolique de Laurus nobilis L., vis-a-vis de
Staphylococcus aure.

Paramétres CMB CMI CMB /CMI Type d’inhibition de
Iextrait hydro-
éthanolique

Staphylococcus aureus 100% 20% 5

D’aprés (Olivier 2007) :
CMB/CMZ=2 (Effet bactéricide)
CMB/CMI>2 (Effet bactériostatique)
Normes D’apres (Marmonier ; 1990.)
CMB/CMI <4 (Effet bactéricide)
CMB/ CMI >4 (Eftet bactériostatique)

Bactériostatique
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2. Discussion :

L’intérét accordé a 1’étude scientifique du pouvoir thérapeutique des plantes médicinales dont
I’espéce végétale le Laurus nobilis L., n’a cessé de d’augmenter durant ces derniéres années dans le
but de recherches des alternatives thérapeutique aux substances chimiques dont les antibiotiques qui

présentent de nos jours des risques incontestables pour la santé humaine et pour I'environnement.

Les feuilles de la plante sont largement utilisées comme assaisonnement et herbe médicinale depuis les
périodes antiques grecs et romain (OuldYerou et al., 2015) ou elle revét un aspect sacré dans la mythologie
grecque puisque la nymphe Daphné préféra étre changée en laurier plutdt que de céder aux avances

d’Apollon (Lobstein et al., 2017).

Il est intéressant de noter que cette herbe qui était pendant longtemps employée dans la nourriture
comme condiment et en médecine traditionnelle a, en fait, des propriétés qui peuvent suggerer de

nouvelles applications (OuldYerou et al., 2015).

L’extrait hydro-éthanolique de Laurus nobilis L., récolté a Mostaganem situé a 1’ouest du pays a
montré un effet antimicrobien intéressant vis- a vis du germe pathogene Staphylococcus aureus
responsable d’intoxication alimentaire et impliqué dans de multiples contaminations nosocomiales

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

Les solutions d’extrait préparés a 60, 80 et 100% ont relevé, par ailleurs, des taux d’inhibition
plus élevés variant de 71.89 a 83.61%; alors que ceux préparés a 20 et 40% ont enregistré de plus
faibles taux ; de I’ordre de 59.38. Ceci confirme que ’extrait hydro-éthanolique des feuilles de

laurier accuse un effet antimicrobien certain sur la croissance du Staphylococcus aureus .

Apparemment, le degré d’inhibition s’avere dépende de la concentration de I’extrait hydro
éthanolique utilisé et donc de sa grande richesse en principaux composés bioactifs dont les
composés phénoliques. Ainsi, plus la concentration de I’extrait est importante plus le degré
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d’inhibition du germe Staphylococcus aureus est considérable. Apparemment, le degré
d’inhibition s’aveére dépende de la concentration de I’extrait hydro éthanolique utilisé et donc de sa
grande richesse en principaux composés bioactifs dont les composés phénoliques. Ainsi, plus la
concentration de I’extrait est importante plus le degré d’inhibition du germe Staphylococcus aureus

est considérable.

Il est bien établi que les feuilles du Laurier sont riches en huile essentielle qui représente 1 a 3 % du
poids sec dont 30 a 70 % de cinéol, 3% d'eugénol, ainsi que plusieurs autres composés terpéniques
comme le linalol, le géraniol, le pinéne et la terpinene. Il renferme aussi des polyphénols dont
plusieurs flavonoides et dérivés ont été déterminés dans les extraits du laurier comme les
flavonoides O-glycosides ou C-glycoside, I’acide caféique, la catéchine, les cinnamtannin et
certains dérivés du kaempférol. Le laurier semble éventuellement contenir des alcaloides
aporphiniques tels la cryptodorine ou l'actinodaphnine et des lactones sesquiterpeniques: comme le
costunolide et le zaluzanine D (Derwich et al., 2009; Flamini et al., 2007). Selon une étude les
feuilles de Laurus nobilis L. contiennent du tanin, un principe amer, du mucilage, des matieres
résineuses et pectiques ,et une essence aromatique incolore ou jaune pale, a saveur chaude,
constituée par un mélange de 45% de cinéol, de methylchavicol, de pinéne, d’eugénol, de géraniol,

de lina col, d’éthers des acides acétiques iso butyrique et valérianiques (beloued et al ; 2003).

Ces multiples composés dont phénoliques ont montré de nombreuses activités biologiques telles que
I'activité cicatrisante, l'activité antioxydante, l'activité antibactérienne, l'activité antivirale, l'activité
immunostimulante, l'activité anticholinergique, lactivité antifongique, [l'activité insectifuge,
I'activité anticonvulsivante, l'activité antimutagéne et l'activité analgésique et anti-inflammatoire

(Saima, 2019).
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D’aprés (Demir et al., 2004 ; Taban et al.,2018) les activités antibactériennes, antivirales et anti-
infectieuses démontrées par les extrait de Laurier sont dues sa forte concentration en 1,8-cinéole

associé¢ notamment a 1’eugénol ou son méthyl.

Par ailleurs, la CMI de I’extrait hydroéthanolique de Laurus nobilis L., contre Staphylococcus
aureus a été obtenue avec la solution expérimentale concentrée a 20% ; alors que la CMB a été
réalisée avec I’extrait pur non diluée. D’aprés ( Olivier ; 2007 ) avec un rapport de CMI / CMB
égale a 5 I’extrait de la plante (Laurus nobilis L.,) présente un effet de type bactériostatique vis-a-
vis de la croissance de Staphylococcus aureus. Marmonier (1990) rapporte aussi que lorsque le
rapport CMB / CMI d’une substance antimicrobienne est inférieur ou égal a 4 ceci suppose
qu’elle doté d’un effet bactéricide ; alors que si le rapport est supérieur a 4 elle présente plutot un
effet dit bactériostatique . Ainsi et d’une facon globale ’extrait hydro- éthanolique de Laurus
nobilis L., semblent exercer un effet bactériostatique tres intéressant vis- a — vis de Staphylococcus

aureus.

Cet effet inhibiteur des principaux composés bioactifs de la plante étudiée contre la prolifération du
germe Staphylococcus aureus peut s’expliquer en partie par plusieurs mécanismes impliquant une
dénaturation de la paroi bactérienne, une détérioration de I’ADN microbien et une complication

d’enzymes impliquées dans la synthése métabolique du germe (Bakkali et al., 2014).
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Conclusion :

Au terme de cette étude et a travers les résultats obtenus il résulte que les extraits hydroéthanoliques
de Laurus nobilis L préparés a 60, 80 et 100% ont accusé des diamétres d’inhibitions vis-a- vis du

germe Staphylococcus aureus proches de 71 a 83% a celui de la gentamicine.

Par ailleurs, le test de contact direct dit de croissance a montré aucun prolifération de ce

microorganisme dans ces solutions a base d’extrait des feuilles de laurier..

La concentration minimale inhibitrice (CMI) et la concentration minimale bactéricide ont été

obtenues chez cette espéce bactérienne a 20% d’extrait de la plante étudiée.

L’extrait de laurier semble exercer une action de type bactéricide vis-a-vis de Staphylococcus

aureus.

Il est souhaitable d’entreprendre, a I’avenir, d’autres recherches sur 1’effet antimicrobien des
extraits des feuilles de Laurus nobilis L riches en composés phénoliques contre plusieurs autres
germes pathogénes en utilisant d’autres solvants d’extraction dont I’acétone, le méthanol,
I’eau...etc. En perspective, on suggere aussi d’incorporer les extraits de laurier comme additif dans
certains produits alimentaires transformés en vue d’améliorer de leurs qualités diététiques et de

conservation a différentes températures d’entreposages.
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Annexe 1 :

Composition chimiques des milieux utilisés :

1. Muller Hinton agar

- Infusion de viande de beeuf déshydraté................. 300 g
- Hydrolysat de caséine ...............cocoveviiiiiiinnn... 175 g
S AAr AQAr ..o 13¢g
-Baudistillée ... 1000 g
-Amidonde mais ..o S5¢g

- Stériliser a 115° C pendant 20 min .

2. Gélose nutritive : (bouillon nutritif solidifié par addition d’agar — agar) .

- Macération de viande (eau distillés + extrait de viande q.s. )

- Peptone trypsique ......ooooviiiiiiiiiii e 15¢g
-NaClouKCl ..o S5¢g
S A AT L 15a20¢g

- PH finale 7.2-7.4 litre 159 5g15a20 g
- Steriliser a 115° C pendant 20 min .
3. Bouillon nutritif :

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

- Peptone trypsique .......ovneiniii i 15¢
SNACIOUKCT ..o 5g
-PH final ..o 7.2-7.4

- Steériliser a 115 ° C pendant 20 min
4. Chapman (Gélose )

La gélose Chapman est un milieu d’isolement sélectif utilisé pour la recherche des staphylococcus.
Il peut étre utilisé par exemple lors de ’analyse des selles. Le pouvoir sélectif de ce milieu repose

sur sa concentration trés élevéeen Nacl (75g/L) .



Composition :

Peptone........covvviiviiiiiiii 10g
Extrait de bouf...................... lg
Chlorure de sodium...................oeevnnen. 75 g
D-mannitol ... 10g
Rougedephénol ..., 25 mg
AGAT Lo g



