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Résume:
Une étude de I’activité anti MRSA d'huile essentielle d” Alpinia officinarum de

lafamille des Zingibéracées a été réalisée ainsi pour la premiére fois. L’extraction des
huiles essentielles de  Alpinia officinarum, accomplie par hydrodistillation a donné
un rendement de 0,51 % moyenne de trois extraction.

L’activité antibactérienne par la méthode de (puits et de disques) montre une
efficacité modérée vis-a-vis de la souche SARM testé (de trés grande taux de
sensibilité) vis a vis de I*huile essentielle.

Le teste d’antibiogramme montre que le Nitrofurantoine (F) et L’antibiotique le plus
sensible par une zone d’inhibition de 35,92.

La concentration minimale inhibitrice est de 5 mg /ml, notée pour la souche
résistant alameéticilline MRSA. Cette inhibition est considérée comme modérée.
Mots-clés. Alpinia officinarum , Huile essentielle, L’activité antibactérienne,
MRSA.
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Liste d’abréviation
FOX : Céfoxitine.
CIP : Ciprofloxacine.
CTX :cefotaxime..
TIM :Ticarcillin-clavanic acid .
SXT : sulfaméthoxazole.
NA :Nalidixic acid .
AMP :Ampicillin .
IMI :Imipenem .
CT : Colistin .
KZ : Cefazolin .
AML :Amoxicillin-clavulanic acid.
F :Nitrofurantoine.
AK : Amikacine.
CN : gentamycine.
ATCC: American type culture collection.
AMP : Ampicilline.
BN : Bouillon nutritive.
°C: Degrés Celsius.
SM :solution mére.
CMI : Concentration minimale inhibitrice.
CMB : Concentration minimale bactéricide.
D.O: Densitomeétre.
FOX : cefoxitine.
GN : lagélose nutritive.
g : gramme.
H : heures.
ml : millilitre.
pl : microlitre.
mm : millimétres.
MH : Mueller —Hinton.
MRSA : Staphylococcus aureus résistante ala méthicilline.
P : Pénicilline.
S.aureus: Staphylococcus aureus.
VA : Vancomycine.
UFC: Unité formant colon.
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Abstract:
A study of the anti-MRSA activity against the essentia oil of Alpinia
officinarum which is a part of the zingirberceae family it was realized for the first
time .the extraction of essentia oil of Alpinia officinarum, accomplished by
hydrodistilation it give ayield of 0.51%average of three extractions.
The antibacterial activity by (wells and disks) process shows a moderate
efficacy against the strain MRSA tested (very high sensitivity) against the essential
oil.
The susceptibility test shows that Nitrofurantoin (F) is the most antibiotic sensitive by an
inhibition zone of 35.92.
The minimum inhibitory concentration is 5 mg/ ml, noted for the methicillin resistant
strain MRSA, thisinhibition is considered moderate.

Keywords. Alpinia officinarum, Essential oil, the antibacterial activity, MRSA.
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|- Leshuiles essentielles

|-1-Définition

Le terme « Huiles essentielles » est un terme générique qui désigne les
composants liquides et hautement volatiles des plantes, marqués par une forte et
caractéristique odeur. En effet, les huiles essentielles sont des complexes naturels de
molécules volatiles et odorantes, synthétisées par les cellules sécrétrices des plantes
aromatiques (Duquénois and Anton, 1968).

Ce sont des liquides huileux aromatiques, volatils, caractérisés par une forte
odeur, souvent colorés, et généralement avec une densité inférieure acelle de l'eau. Ils
peuvent étre synthétisés par tout organe végéta (fleurs, bourgeons, graines, feuilles,
brindilles, écorces, herbes, bois, fruits et racines) et stockés dans des cellules
secrétoires, des cavités, des canaux, des cellules épidermiques ou des trichomes
glandulaires (Burt, 2004 ; Bakkali et al. 2008).

Les huiles essentielles ne représentent qu'une petite fraction de la composition
de la plante néanmoins, elles conferent les caractéristiques par lequel les plantes
aromatiques sont utilisées dans I'alimentation, le domaine de la cosmétologie et les
industries pharmaceutiques (Pour mor tazavi et Hajimir sadeghi, 2007).
[-2-Origine des huiles essentielles

Toutes les parties des plantes aromatiques, tous leurs organes végeétaux, peuvent
contenir de I'huile essentielle.

Les fleurs. oranger, rose, lavande ; le bouton floral (girofle) ou les bractées.
- Les feuilles: eucalyptus, menthe, thym, laurier, sarriette, sauge, aiguilles de pin et
sapin.
- Les organes souterrains. racines (vétiver, angélique), rhizomes (gingembre, acore,
petit galanga)
- lesfruits: fenouil, anis, épicarpes des Citrus.
- Lesgraines: noix de muscade.
- Lebois et |es écorces: cannelle, santal, bois de rose.
Les huiles essentielles sont stockées dans des structures cellulaires spécialisées
(celules a huile essentielle, cellules a poils sécréteurs (comme dans la menthe),
canaux sécréteurs) et ont vraisemblablement un réle défensif : protection du bois

contre les insectes et |es champignons, action répulsive contre les animaux herbivores.
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La concentration dans les plantes est en général faible, aux alentours de 1 a 2%
voire moins, mais il y a des exceptions comme le clou de girofle avec 15% dhuile
essentielle ou lanoix de muscade, 5-15%.

Parmi les familles végétales les plus productrices d'huiles essentielles, on
distingue les labiateae (famille du thym, de la lavande, de la menthe, du basilic), les
asteraceae (camomille, absinthe), les myrtaceae (eucalyptus, melaleuca, myrte,
girofle), leslauraceae (cannelle, laurier).

Beaucoup de végétaux contiennent des huiles essentielles ou des substances
voisines mais en pratique peu d'especes sont utilisées (Hurtel, 2006).

I-3-Propriété de I’huile essentielle

|-3-1-Propriétés chimiques

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes et éminemment variables
de congtituants qui appartiennent a deux groupes caractérisés par des origines
biogénétiques distinctes: le groupe des terpenoides d’une part et le groupe des
composes aromatiques dérivés de phénylpropane, beaucoup moins fréquents d’autre
part (Bruneton, 1993).

|-3-2-Propriétés physiques

Liquides a température ambiante, les huiles essentielles sont volatiles, ce qui les
différencie des huiles fixes. Elles ne sont que trés rarement colorées. Leur densité est
en généra inférieure a celle de I’eau.
Elles ont un indice de réfraction élevé et la plupart dévient la lumiére polarisée.
Solubles dans les solvants organiques usuels, elles sont liposolubles.
Entrainables a la vapeur d’eau, elles sont tres peu solubles dans I’eau; elles le sont
toutefois suffisamment pour communiquer a celle-ci une odeur nette (on parle d’eau
aromatique) (Bruneton, 2008 ; Baser et Buchbauer, 2010).

I-4-Composition chimique des huiles essentielles

Plus de 300 composés différents peuvent étre identifiés dans les huiles
essentielles. Trois groupes de composés ont été décrits (Pichersky et al., 2006). Le
principal groupe est composé de terpénes et les terpénoides, majoritairement des
monoterpeénes et des sesquiterpéenes (Ruberto and Baratta, 2000), les autres groupes

comprennent les composés aromatiques (phénoliques) et dans une moindre mesure
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des composes aliphatiques (alcanes et alcenes) qui sont généralement en trace. Tous
les composés sont caractérisés par un faible poids moléculaire (Bakkali et al., 2008).

|-4-1-L esterpénes

Les terpenes sont des hydrocarbures naturels, de structure cyclique ou de chaine
ouverte. Leur particularité structurale la plus importante est la présence dans leur
squelette d’unités isoprénique a 5 atomes de carbone (C5H8). Ils sont subdivisés
selon le nombre d’entités isoprenes en monoterpenes formés de deux isoprénes
(C10H16), les sesquiter penes, formés de trois isoprénes (C15H24), les diterpénes,
formés de quatre isoprenes (C20H32). Les tetraterpenes sont constitués de huit
isoprénes qui conduisent aux caroténoides. Les polyterpénes ont pour formule
générale : (C5H8) n ou n peut étre de 9 a 30 Les térpénoides sont des terpénes avec
une ou plusieurs fonctions chimiques (alcool, aldéhydes, cétone, acide) (Bakkali et
al., 2008).

| -4-2-L es monoter penes

Sont volatils, entrainables a la vapeur d’eau, d’odeur souvent agréable et
représentent la majorité des constituants des H.E, parfois plus de 90%. Ils peuvent etre
acycligue (myrcene,o-cymene), monocyclique (terpinéne, p-cimene) ou bicyclique
(pinéne, sabinene). A ces terpenes se rattachent un certain nombre de substances a
fonction chimique::
- Alcools : géraniol, menthol.
- Aldéhydes: géranid, citronellal, sinsenal.
- Cétones : carvone, menthone, B-vétinone.
-Esters : acétate de géranyle, acétate de linalyl, acétate de cédryle, acétate a-terpinyle
- Peroxydes : ascaridol, allicine (Bruneton, 2008).

|-4-3-L es sesquiter penes

il s’agit de la classe la plus diversifiee des terpenes. Elle contient plus de 3000
molécules comme par exemple : B-caryophylléne, B-bisabolene, a-humuléne, a-
bisabolol, farnesol (Bruneton, 1999).




Formule moléculaire |
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Figure 01: présente les composés les plus communs que I’on trouve dans les huiles essentielles et qui

sont classés selon leurs poids moléculaires, leur température d’ébullition et leurs solubilités dans I’eau.

(B.AYAIDIA. ;2011).

I-5-L es composes phénoliques

Les composés phénoliques dérivés du phénylpropane (C6-C3) sont beaucoup

moins fréguents que les terpenes. Souvent, ils sont des allyl, des propénylphénols et

parfois des aldéhydes. Selon le mode dextraction, les huiles essentielles peuvent

renfermer d'autres composés chimiques, le plus souvent de faible masse moléculaire

tel que : les hydrocarbures (linieres et ramifiés, saturés ou non saturés), les acides (de

C3 aCo), les alcoals, les adéhydes, les cétones, les esters acycliques, les lactones et

les coumarines (Asma ; 2010).
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|-6-Composés ar omatiques

Les dérivés du phénylpropane (C6-C3) ou composes phénoliques s’agissant le
plus fréquemment des alyl- et propénylphénols, parfois des adéhydes. La
biosynthese par voie phenylpropanoides débute par des aromatiques que sont la
phénylalanine et la tyrosine, IIs sont généralement caractérisés par la présence d’un
groupement hydroxyle fixé aun cycle phényle.

Egalement, la synthése de ces constituants nécessite une série d’acides dont
I’acide shikimique et I’acide cinnamique. Les phénylpropanoides sont moins répondu
dans I’HE que les terpénes, néanmoins elles sont caractéristiques dans certaines huiles
essentielles d’Apiaceae : (anis, fenouil, persil, cannelles (eugénole, myristicine,
asarones, cinnamaldéhyde) (Bruneton, 1999).
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Methoxy derivative Methylene dioxy Phenol phenal
compound

Figure 02: Structures de quelques composés aromatiques.(B.BAYALA. ;2014).

[-7-Composés d’origine diverses

Il s’agit de produits résultant de la transformation de molécules non volatiles
(composés issus de la dégradation d’acides gras ou d’autres composes).
Ces composeés contribuent souvent aux ardomes de fruits. Compte tenu de leur mode de
préparation, les concréetes et les absolues peuvent en renfermer ces types de composeés.
Il en est de méme pour les huiles essentielles lorsqu’elles sont entrainables par la
vapeur d’eau (Bruneton, 1999).

——
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I-8-Notion de chémotype

Le chémotype d’une HE est une forme de classification chimique, biologique et
botanigue désignant la molécule majoritairement présente dans une huile essentielle.
Cette classification dépend des facteurs liés directement aux conditions de vie
spécifiques de la plante a savoir le pays, le climat, le sol, I’exposition des végétaux,
les facteurs phytosociologiques et la période de récolte qui peuvent influencer la
composition de I’huile essentielle (Zhiri et baudoux, 2005) .

|-9-Propriétés phar macologiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont employées pour :

- Leur saveur et odeur en industrie des produits naturels et en industrie des
parfums.

- Des propriétés antiseptiques pour les poumons et les reins ou comme bain de
bouche.

- Dépuratives, cicatrisantes, analgésiques et anti-inflammatoires.

- Des activités antimicrobiennes, antifongiques, antiparasitaires et
antihelminthiques et aussi des propriétés antioxydants

- Un effet anesthésiant pour soigner les douleurs rhumatismales.

- Action stimulante sur I’utérus, effet abortif en cas d’intoxication.

- Action sur le systéme nerveux central, en exercant des effets sédatif, relaxant
et déstressant.

- Effet anticancéreux, en stimulant I’apoptose des cellules tumorales (Danidl,
2006; HusnU et Buchbauer, 2010).

Plusieurs études ont montrés que I’utilisation des huiles essentielles peut
diminuer lestroubles menstruels, le stress post-partum ainsi que les troubles
meénopausiques (L ardry, 2007).

I-10-Facteur sinfluencant la composition

La composition chimigue et le rendement en huiles essentielles varient suivant
diverses conditions : I’environnement, le génotype, I’origine géographique, la période
de récolte, la méthode de séchage, le lieu de séchage, la température et la durée de
sechage, les parasites, les virus et les mauvaises herbes.

C’est ainsi que I’action des huiles est le résultat de I’effet combiné de leurs

composes actifs et inactifs, ces composeés inactifs pourraient influencer la disponibilité
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biologique des composés actifs et plusieurs composants actifs pourraient avoir un
effet synergique (Svobda et Hampson, 1999 ; Smallfield, 2003).

La qualité et la quantité extraite d'une huile essentielle dépendent de plusieurs
facteurs asavoir :

Intrinséques: les facteurs génétiques, lalocalisation, le degré de maturité.

Extrinségques : le sol, le climat, I’environnement.

Technologiques : type de culture, mode de récolte, mode dextraction
(Asma ;2010).

I-11-Activités biologique des huiles essentielles

[-11-1-Propriétés antibactériennes

L’huile essentielle possede des propriétés antibactériennes tres importantes : elle
est utile pour lutter contre les infections respiratoires et urinaires. En gargarismes, elle
prévient et soigne les infections de la gorge.

Elle favorise la digestion, stimule la production de bile, évite les fermentations
intestinales, calme les douleurs gastriques d’origine nerveuse, les diarrhées et les
crampes abdominales. Elle agit aussi contre les parasites intestinaux.

Avec son parfum frais, piquant et herbacé, elle stimule les glandes surrénales.

Elle agit comme un tonique et stimulant sexuel (en particulier pour les
hommes).

Diluée et utilisée en massages ou en frictions, elle tonifie en cas de fatigue
physique et intellectuelle, permet de lutter contre le stress et renforce le systeme
immunitaire. En diffusion dans I’air ambiant, elle stimule les capacités intellectuelles
(Buronzo, 2008). L’huile essentielle est aussi connue pour son effet carminatif,
expectorant, et astringent. Elle a été utilisée en traitement contre les troubles
d’estomac, et en traitement de I’anorexie (Varban et al., 2009)

Les H.E les plus étudiées pour leurs propriétés antibactériennes appartiennent de
plantes aromatiques a HE riches en composés phénoliques comme I’eugénol, le
thymol et le carvacrol. Ces composés possédent une forte activité antibactérienne.

Le carvacrol est le plus actif de tous, reconnu pour étre non toxique, il est
utilisé comme agent de conservation et ardme alimentaire dans les boissons, friandises

et autre préparations sont utilisés dans les produits cosmétiques et, alimentaires.
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Ces composés ont un effet antimicrobien contre un large spectre de bactéries :
E-coli, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, Clostridium

spp, Helicobacter pylori (Pauli, 2001).

[-11-2-Propriétés antioxydantes

Le pouvoir antioxydant de ces huiles est développé comme substitut dans la
conservation alimentaire. Ce sont surtout les phénols et les polyphénols qui sont
responsables de ce pouvoir (Richard F, 1992).

Lorsque I’on parle d’activité antioxydante, on distingue deux sortes de
propriétés selon le niveau de leur action : une activité primaire et une activité
préventive (indirecte). Les composés qui ont une activité primaire sont interrompus
dans la chaine auto-catalytique de I’oxydation (Multon, 2002). En revanche, les
Composes qui ont une activité préventive sont capables de retarder I’oxydation par des
mécanismes indirects tels que la réduction d’oxygene (Madhavi et al., 1996).

Des études de I’équipe constituant le Laboratoire de Recherche en Sciences
Appliquées a [I’Alimentation (RESALA) de I’INRS-IAF, ont montré que
I’incorporation des huiles essentielles directement dans les aliments (viandes hachées,
légumes hachés, purées de fruit, yaourts...) ou I’application par vaporisation en
surface de I’aliment (piéce de viande, charcuterie, poulet, fruits et légumes entiers...)
contribuent a préserver I’aliment des phénomenes d’oxydation (Caillet et Lacroix,
2007).

[-11-2-1-M écanismes d’action des antioxydants

Les mécanismes d’action des antioxydants sont divers, incluant le captage de
I’oxygene singulier, la désactivation des radicaux par réaction d’addition covalente, la
réduction de radicaux ou de peroxydes, la chélation des métaux de transition (Favier,
2006).

Selon leur mode d’action, les antioxydants sont classés en deux catégories :

- Systéme de défense primaire : comme la catalase, le glutathion (GSH). Ces
antioxydants préviennent la production de ROS en limitant la phase d’initiation des
réactions d’oxydation.lls agissent donc en prévention.

- Systéme de défense secondaire : atitre exemple les tocophérols, sont capables
de piéger directement les radicaux oxydants et sont ainsi des antioxydants «briseurs»

de lachaine radicalaire bloquant ainsi |es réactions de propagation (Buettner, 1993).
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Tableau 1 : Principaux antioxydants non enzymatiques et sources alimentaires associées (Koechlin-
Ramonatxo, 2006).

Principaux nutriments Sources alimentaires
Antioxydants
VitamineC Agrumes, melon, brocoli, fraise, kiwi, chou, poivron

Vitamine E Huile : de tournesol, de soja, de mais

Beurre, ceufs, noix.

B-carotene Légumes et fruits orangés, et vert foncés

Séénium Poissons, ceufs, viande, céréales, volaille

Zinc Viande, pain complet, Iégumes verts, huitres, produits
laitiers

Flavonoides Fruits, |égumes, thé vert

Acides phénoliques Céréales complétes, baies, cerises

Tanins Lentilles, thé, raisins, vin

M étabolisme de Caséine, Lactalbumine (petit-lait), produits laitiers

cystéine, glutathion kg Brocoli, chou ceufs, poissons, viande

I-11-3-Propriétés antifongiques

Un grand nombre de composés volatils ont été testés contre une large gamme de
champignons : Candida (C. albicans), Aspergillus (A. niger, A. flavus, A. fumigatus),
Penicillium chrysogenum (Kalemba et Kunicka, 2003).

Les huiles essentielles les plus étudiées dans la littérature pour leurs propriétés
antifongiques appartiennent alafamille des Labiatae : thym, origan, lavande, menthe,
romarin, sauge.

Etant donnée la grande complexité de la composition chémotypique des huiles
essentielles, malgré de possibles synergies certains auteurs préferent étudier I’effet
d’un composeé isolé pour pouvoir ensuite le comparer a I’activité globale de I’huile.
Ainsi I’activité fongistatique des composés aromatiques semble étre liée a la présence
de certaines fonctions chimiques (Voukou et al., 1988).

Il a éte démontré que I’activité antifongique augmente selon le type de fonction
chimique :Phénols> Alcools> Aldéhydes> Cétones> Ethers> Hydrocarbures. Parmi
les aldéhydes, le cinnamaldéhyde s’est révelé le plus actifs (Yen et Chang, 2008).
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Figure 03: exemple d’une activité antimicrobienne (antifongique et antibactérienne) d’huile essentielle
d’Alpinia officinarum (photo originale).

[-12-Précautions d’emploi

Cette huile doit étre utilisée sur une période courte, car elle peut irriter la peau,
surtout s elle est utilisee pure. Elle est interdite aux enfants, et déconseillée aux
femmes enceintes, a celles qui allaitent et aux personnes ayant la peau sensible. Il faut
éviter de lamettre en contact avec les yeux et les muqueuses (Buronzo, 2008).

[-13-Toxicité des huiles essentielles
L utilisation des huiles essentielles n’est pas a prendre a la l1égére. Les effets toxiques
sont trés variables d’une huile essentielle a I’autre et dépendent beaucoup de la
sensibilité des consommateurs.

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes de molécules, dont on peut
distinguer deux groupes : les terpenes et les aromatiques.

Les terpénes et leurs dérivés sont formés d’unités isopréniques (unités
Pentacarbonnées ramifiées). Pour cette gamme de composes, seules les molécules de
poids faible, entre 10 et 20 atomes de carbones, sont présents dans les huiles
essentielles. Par conséquent, elles peuvent plus facilement pénétrer notre peau et ainsi
provoquer des alergies et des inflammations.

Cependant, ces effets sont provoqués majoritairement par d’autres composés
comme les lactones sesquiterpéniques, I’aldéhyde cinnamique et les
phénylpropanoides.

Les huiles essentielles contenant certains composés aromatiques, notamment les
phénols et dérivés, comme I’eugénol, le thymol et le carvacrol, sont a utiliser avec
précautions. Ces molécules peuvent provoquer de séveres irritations sur les peaux
sensibles ou les muqueuses. De plus, les cellules du foie peuvent se trouver altérées,

lorsgue les doses prises sont élevées et que ladurée de la cure est longue.

——
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D’autres familles de composés s’avérent étre également toxiques. Ceux sont les
cétones, les aldéhydes et quelques esters. Les conséquences sur notre santé vont de la
photosensibilisation et aux risques d’avortement, dans les cas les plus graves
(Cazzola et Doublet, 2015).

|-14-Conservation des huiles essentielles

Les huiles essentielles se conservent plusieurs années. Elles ont méme
tendance a se bonifier avec le temps (al'exception des huiles essentielles extraites des
zestes d'agrumes qui ne se conservent pas plus de 2 ans).

-1l est recommandé de les stocker dans des flacons en verre ambre ou foncé, de
maniere a les protéger de lalumiére, il faut éviter les forts écarts de température et le
contact avec l'air, il faut bien refermez les flacons aprés usage car les arbmes
sévaporent dans I'atmosphére. Tenir les flacons hors de portée des enfants.

-Les flacons doivent étre stockés en position verticale, en position horizontale,
il y aun risque que le bouchon soit attaqué par I'huile (les huiles ont une action
corrosive sur le plastique). Dans ces conditions, les huiles essentielles se conservent
plusieurs années (Patricia Bechaalany ; 2005).
|-15-Extraction des huiles essentielles

Une huile essentielle est définie comme le produit obtenu d’une plante ou
certaines parties de celui-ci par hydrodistillation, distillation a la vapeur, distillation
seche ou par un procédé mécanique approprié sans chauffage (par exemple pour les
agrumes) (Rubiolo et al., 2010).

Les différentes techniques d’extraction des huiles essentielles ou extraits
aromatiques doivent d’une part, tenir compte des caractéristiques et d’autre part,
apporter des performances quantitatives satisfaisant une forte demande toujours plus
exigeante. Basée sur différents phénomeénes physiques : la distillation, I’extraction ou
la séparation, ces techniques seront présentées selon le principe sur lequel elles sont
basées. (Marie Elisabeth Lucc ;2005).

I-15-1-Les étapes de I’obtention d’une huile essentielle
Les étapes de I’extraction des huiles essentielles d’origines végétales restent
identiques quel que soit le « type » d’extraction utilisé. Il est necessaire dans un
premier temps d’extraire de la matiere végetale les molécules aromatiques constituant
I’huile essentielle, puis dans un second temps de séparer ces molécules du milieu par
digtillation. ( Marie Elisabeth Lucc :2005)
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1. ChauiTage de la L Séparation des molécules
matrice : destruction des et de I matrice
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maolécules aromatigques
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Figure 04: les étapes de I’extraction des huiles essentielles. ( Marie Elisabeth L ucc : 2005).

[-15-2-Méthodes d’Extractions des huiles essentielles

La quantité d'huile essentielle contenue dans les plantes est toujours faible,
parfoistrés faible, voire infime. 1l faut parfois plusieurs tonnes de plantes pour obtenir
un litre d'huile essentielle.

L’extraction des huiles essentielles est certainement la phase la plus délicate.
Elle a pour but de capter les produits les plus subtils et les plus fragiles é aborées par
le végétal.

Il existe différents procédés d'extraction, mais le choix de la méthode utilisée
définit obligatoirement la nature de I’essence ainsi que son éventuelle utilisation, en
distingue les procedes suivant :

- Extraction par expression afroid

- Extraction par distillation et entrainement a la vapeur d’eau

- Hydrodistillation ou distillation a I’eau

- L’enfleurage

- Extraction par les solvants organiques

- Extraction par le CO2

*|'hydrodistillation des rhizomes secs c’est la technique utilisée par nous dans

notre travail et elle reste latechnique la plus utilisée.

——

[
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[-15-2-1-L’hydrodistillation

L hydrodistillation proprement dite, est la méthode normée pour I’extraction
d’une huile essentielle, ainsi que pour le contrble de qualité. Le principe de
I’hydrodistillation correspond a une distillation hétérogene.

Le procédé consiste a Immerger la matiére premiere végétale dans un bain
d’eau. L’ensemble est ensuite porté a ébullition, généralement a pression
atmosphérique (Figure 05).

La chaleur permet I’éclatement et la libération des molécules odorantes
contenues dans les cellules végétales. Ces molécules aromatiques forment avec la
vapeur d’eau, un mélange azéotropique. Sachant que la température d’ébullition d’un
mélange est atteinte lorsque la somme des tensions de vapeur de chacun des
constituants est égale ala pression d’évaporation, elle est donc inférieure a chacun des
points d’ébullition des substances pures. Ainsi e mélange azéotropique « eau + huile
essentielle » distille a une température égale 100 °C.

A pression atmosphérique alors que les températures d’ébullition des composés
aromatiques sont pour la plupart tres élevées. Il est ensuite refroidi et condense dans
un essencier ou vase florentin. Une fois condensées, eau et molécules aromatiques du
fait de leurs différences de densité, se séparent en une phase aqueuse et une phase
organique : "I’huile essentielle™.

La distillation peut s’effectuer avec ou sans recyclage de la phase aqueuse
obtenue lors de la décantation. Le principe de recyclage est communément appelé
cohobage. En laboratoire le systeme équipé d’une cohobe qui est généralement utilisé
pour I’extraction des huiles essentielles en accord avec la Pharmacopée Européenne
est le Clevenger.

La durée d’une hydrodistillation peut considérablement varier, pouvant
atteindre plusieurs heures selon le matériel utilisé et la matiére végétale a traiter. La
durée de la distillation influe non seulement sur le rendement mais également sur la
composition de I’extrait.

Afin de traiter des matieres premieres pour lesquelles il est difficile d’extraire
I’huile essentielle ou pour les essences difficilement entrainables, I’hydrodistillation a
pression éevée représente une bonne aternative. Cette technique est en outre utilisée
pour le santal, le girofle ou les rhizomes de veétiver, de gingembre et d’iris.
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Cependant, bien que le travail sous pression conduise a une améioration du
rapport d’entrainement donc a des économies d’énergie, une température élevée peut
emmener une modification voire une altération de I’huile essentielle obtenue. D’autre
part, le prix et les contraintes des égquipements a mettre en oeuvre contribuent a freiner
cette technique. (Marie Elisabeth L ucc,2005).
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Figure05 : illustration de I’opération de hydrodistillation
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[1-Alpinia officinarum Hance 1873

[1-1-Description dela plante

Il est appelé en francais petit galanga et en anglais 'fesser galanga'. Le rhizome
d'Alpinia officinarum, cultivé en Asie du Sud-Est a une utilisation trés proche de celui
d'A. galanga en tant qu'épice et dans |a médecine populaire.

A. officinarum est une plante herbacée petite sélevant a 1.5 métres au
maximum, possédant des feuilles sessiles et ligulées plus étroites (20-30 cm de long et
1.2-2.5cm delarge) (Figure06 ) (BOULLARD B ;2001).

Les fleurs constituent des grappes de 6-10 cm. Les bractéoles sont tres petites,
les bractées absentes ou minuscules. Le fruit, rouge, est une capsule globuleuse, de 1
cm de diamétre. (ZHENGI W ;1995).

Garcia D'Orta serait le premier médecin a distinguer deux sortes de galanga, en
1563 : selon lui, le petit galanga de plus petite taille acheté en Chine, le grand
galanga, moins aromatique produit a Java (Hanbu ;1871). Plus tard, Rance a décrit
A.officinarum (1873), comme le petit galanga appelé Radix galangae minoris ou
parfois plus simplement Radix galangae ; A. galanga a été décrit par Willdenow

(1797) sous le terme de Radix galangae majoris.

Figure 06: Planche de dessin d'A. officinarum . (BOULLARD B ;2001).

)
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I1-2-Confusion entrele A.officinarum et A. galanga

Le rhizome séché disponible auprés des herboristes est celui d'A. officinarum. 1l
semblerait qu'en Europe, au niveau médicinal, seul A. officinarum soit décrit et utilisé.
La distinction entre les deux especes n'est néanmoins pas toujours bien faite et
des confusions sont frequemment observées, aupres des fournisseurs et dans certains
ouvrages.

Elles sont parfois considérées comme formant une seule et méme espéce aors
gu'elles ont chacune une entité botanique bien spécifique. Souvent, le nom de galanga
est mentionné, sans précision concernant I'espece, ce qui est dga une source de
confusion. Dans ce cas, il est probable que |'espéce envisagée soit A. officinarum, plus
utilisée qu’A. galanga. Au niveau culinaire, le grand galanga semble davantage
utilisé.

Dans les supermarchés asiatiques, on trouve le rhizome frais sous le nom de
galanga et 'khaa, de provenance thai landaise, suggérant I'utilisation d'A. galanga.

Cependant, dans ce cas, aucune identification de I'espéce n'est réellement faite
et il est quasiment impossible de savoir lequel est utilisé, sans davantage d'é éments
concernant la description macroscopique.

Les chinois font également la distinction entre les deux types de galanga
liangjiang’ 'Gao-liang-jiang' constitue le rhizome d'A. officinarum tandis que 'da-
gaoliang-jiang' celui d'A. galanga. Ainsi, la plupart des drogues brutes vendues sous
le nom de 'liang-jiang' sur les marchés japonais dans les années 1970 correspondai ent
au rhizome d'A. galanga, tandis que sur les marchés chinois et coréens on trouvait
essentiellement du rhizome d'A. officinarum. On peut donc aussi penser que
I'utilisation d'une espece ou d'une autre dépende également des régions du monde.
(Konoshima.m et all ;1976).

I1-3-Description macr oscopique du rhizome

Le rhizome séché d'A. officinarum, quant a lui, est cylindrique, plus ou moins
ramifié, de 1 a2 cm d'épaisseur, de couleur brun rougeétre, portant parfois des restes
detiges aleur extrémite (Figure7).

On observe des anneaux circulaires blanchétres caractéristiques, inégalement
espacés qui proviennent des bourgeons foliaires du rhizome, et des stlies

longitudinales fines. Sur la partie opposee, il reste quelques cicatrices racinaires et
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racines. La «cassure est difficile, trées fibreuse e la consistance
ligneuse (WICHTL.M ; 2003).

Figure 07: Rhizome frais et rhizome séché d'A. ofjicinarum (Botanical.corn - mar s 2005).
I1-4-Classification botanique
La famille des Zingibéracées est congtituée de plantes herbacées, vivaces,
terrestres, rhizomateuses, souvent a racines tubéreuses. Ce sont des plantes épicées
aromatiques, a cellules secrétrices dispersees contenant des huiles essentielles, divers
terpenes et composés phénylpropanoides (JUDD et all ; 2002) ; certaines renferment

aussi des matieres colorantes (PELT J.M ;1999).

Embranchement Spermaphytes
Sous-embranchement Angiospermes
Classe Monocotyl édones
Ordre Zingibérales
Famille Zingibéracées
Genre Alpinia

Espece Officinarum

I1-5-Etymologie des mots galanga et Alpinia

Le nom vernaculaire galanga et ses dérivés proviennent probablement de la
traduction arabe 'khanlanjan' du nom chinois 'liang-jiang', signifiant en anglais 'mild
ginger' que |'on peut traduire en francais par gingembre doux. Dans le langage indien,
le nom sanskrit 'kulanja’ a la méme origine, tout comme ses dérivés : 'kulinjan,

——

—_—
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kulanja. Le nom de genre Alpinia rappelle le nom du botaniste italien Prospero
Alpina (1533-1617). (Gernot Katzer's Spice Pages - janvier 2005).

[11-Lesantibiotiques

Les antibiotiques, au sens strict, sont des produits élaborés par des micro-
organismes, mais on inclut généralement parmi eux les dérivés semi-synthétiques et
les produits entierement synthétiques. La thérapeutique des infections bactériennes se
base principalement sur I’usage des antibiotiques qui inhibent sélectivement certaines
voies métaboliques des bactéries, sans exercer habituellement d'effets toxiques pour
les organismes supérieurs. Cette propriéte les distingue des antiseptiques (Ber gogne-
Berezin et Dellamonica, 1995).

[11-1-Les cibles bactériennes des antibiotiques
Les cibles des antibiotiques sont impliquées dans les fonctions physiologiques ou
métaboliques de la bactérie. Les antibiotiques peuvent inhiber la biosynthese des
acides nucléiques (ADN et ARN), mais leurs cibles principales sont la paroi cellulaire

et les ribosomes bactériens (Singh et Barrett, 2006).

[11-2-L antibiogramme

Le but de la réalisation d’un antibiogramme est de prédire la sensibilité d’un
germe a un ou plusieurs antibiotiques dans une optique essentiellement thérapeutique.
Il sert également :

- A lasurveillance épidémiologique de larésistance bactérienne

- A I’identification bactérienne par lamise en évidence de résistances naturelles.
(BURNICHON Néelly et TEXIER Anthony ;2003)

[11-2-1-Notion du bactériostatique et du bactéricide
Quand I’ATB inhibe seulement la croissance des bactéries, on parle ici de I’effet
bactériostatique, mais lorsque I’ATB provoque la mort des bactéries on parle de
I’effet bactéricide (Haddouchi et al., 1999).

- L’effet bactériostatique
C’est une activité bactérienne au cours de laquelle il ne se manifeste aucune
destruction bactérienne, on remargue une inhibition de la croissance bactérienne,

croissance qui reprend des que la substance disparait.
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En limitant la croissance bactérienne, la molécule permet aux défenses naturelles de
I’organisme d’entrer en jeu sans étre dépassees.

L’effet bactériostatique d’une molécule est évalué par la concentration
minimale inhibitrice. Pour une souche donnée, la CMI est la plus faible concentration
inhibitrice d’antibiotique pour laquelle il n’a plus des germes microbiens visibles
(Muanda, 2010).

- L’effet bactéricide

C’est un effet qui se manifeste par une accélération de la mort des bactéries aux
concentrations d’ATB utilisées in vivo ou in vitro; s’il persiste moins de 0,01% de
survivants apres 18 h de culture (M uanda, 2010).

L’effet bactéricide et bactériostatique est réalisé in vitro par le CM| et CMB.

Antibiotigues Familles Cibles
Noms Symbale Quantité par
disque
Cefalexine cP 30 pp
Cefazoline CZ 30 pg
Oxacilline 0xX 05 pg
Cefoxitine FOX 30 pg Synthése de
Ceflazydime CAZ 30 pg beta-lactamines peptidoglycane
Cefixime CFM 05 Ul z
Amoxicilline AX 25 pg
Pénicilline P Ul
Imipeneme IMP 10 pg
Téracyeline T 30 pg
Doxyeyelineg DOy 30 pg Tétracyeling
Gentnmyeing CN 1ol Synthiése protéique
Tobramycine TOR 10 pg {Ribosome)
Kanamycine K 30 ug Aminoglycoside ARN polymérase
Amikacine AK 30 pg
Rifampicine RA 05 g Rifamycimnes
Spiramycine sp 100 pg Macrolides
Bacitracine B 1o Polypeptides Membrane
Gramicidines
Nitrofurantoine F 300 pg Nitrofuranes la réplication de I'ADN ;
Ofloxacine OFX 03 pg Fluoroquinolons ADN gyrase e
Nitroxolineg NTX 30 pg Nitroquinolines topoisomerase

Figure 08: exemple des disques d’antibiotiques leur familles et cibles.(T .benabou .;2012)

IV-Description de la souche

IV-1-Place du S. aureus dans le genr e Staphylococcus

Le S aureus est une espece de staphylocoques qui n’est pas unique dans le genre
Saphylococcus.

©n
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Une minorité de staphylocoques a été isolée chez I’espéce humaine, les autres
espéeces étant exclusivement retrouvées chez des especes animales. Certaines des 18
especes staphylococciques isolées chez I'Homme sont pathogeénes et peuvent donc
entrainer des infections. Le genre Saphylococcus regroupe donc des espéces connues
comme S epidermidis, S. saprophyticus ou S capitis. A I’heure actuelle, il y a 47
espéeces et 24 sous espéeces dans le genre Staphylococcus (bactério.cict.fr ;2013).

| V-2-Car acter es bactériologiques

[V-2-1- Morphologie

On retrouve les staphylocoques en amas irréguliers de bactéries ou regroupés
par deux (diplocoques) ou par quatre (tétraedres) (Figure08 ).

Ces petits amas forment souvent des grappes et c’est grace a I’examen direct
gue la bactérie a é&é nommée par Ogston (1884). En effet, son nom dérive du grec
«staphyle» qui signifie tout simplement grappe de raisin.

Les staphylocoques ont été observés par Robert Koch (1878) puis reconnus par
Louis Pasteur (1880) et aprés une coloration de Gram, ils se révélent étre des cocci
Gram positif, d’environ 0,5 a 1 um de diamétre. Ils sont immobiles, non sporulés.

La mgorité des S. aureus sont capsulés mais ils peuvent perdre leur capsule
aprés culture.

FigureQ9 : Coloration de Gram de S. aureus (WiIIiams ;1963).

IV-2-1-1-M or phologie des coloniesde S. aur eus

Le S aureus est une bactérie a croissance aéro-anaérobie facultative, et sa
croissance 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 caractére aéro-anagrobie
facultatif est confirmé. Aprés 24h d’incubation, il peut S aureus se développe sur

gél oses trypti case-soja suppl émentées ou non en sang.

—

N
N

——
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Les colonies observées sont aors lisses, opaques, convexes et rondes (a bord
net). Leur diameétre est compris entre 1 et 3 mm et elles peuvent étre pigmentées
(FigurelO).

Cette coloration a d’ailleurs donné le nom d’ « aureus » a S aureus car la

pigmentation est souvent de couleur or (jaune ajaune orangée).

Figure 10: Culture de S. aureus sur gélose au sang.( (Robert;2013)

IV-2-2-Habitat

IV-2-2-1-Dans I’environnement

Le S aureus est une bactérie qui est répandue sur la planete bleue de fagon
ubiquitaire.

Il posséde des capacités d’adaptation et de résistance au stress importantes et il
est capable de survivre dans un large éventail d’habitats environnementaux.

Ces capacités expliguent en partie la difficulté a éradiquer S aureus. La
bactérie peut étre isolée de facon sporadique dans le sol, I’eau douce, le sable de la
plage, I’eau de mer, la surface des plantes. Concretement, elle est largement présente
dans les poussiéres dispersées dans Iair et les surfaces (Dworkin.M et all ;2006).

Les difficultés d'éradication du micro-organismeposent un probléme en milieu
hospitalier car |es personnes hospitalisées peuvent étre infectées par des S. aureus qui
sont d’origine généralement humaine. Ces personnes se retrouvent contaminées par
contact direct, par des aérosols, ou bien a partir de surfaces contaminées.

Une étude a déterminé que durant une période de 18 mois, 64 % des
échantillons d’air préleves dans un bloc opératoire en activité (durant les opérations)
étaient contaminés par S. aureus (Edmiston Jr ;2005).

£
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V-2-2-2-Chez I’lhomme

S aureus est présent sur plusieurs sites corporels. On le repére sur la surface de
la peau et des muqueuses, mais il colonise principalement les fosses nasales, les
glandes de la peau, le cuir chevelu, les mains, labouche, les dents et |e périnée (Kloos
et all ; 1976) ([Williams; 1963) (Smith ; 2001).

La colonisation de ce micro-organisme, n’induit pas forcement une pathologie
puisqu’il existe des porteurs sains dans la population générale. La fréquence du
portage sain chez les humains est approximativement de 30 %, cette fréquence différe
selon plusieurs paramétres comme par exemple le site de la colonisation (23 a 46 %
au niveau du nez (Amir et all ;2006), 24 a 36 % au niveau de la bouche
(Smith ;2001) ou I’age (jusqu’a 64 % chez les enfants (Waston et all ;2006).

S aureus peut donc, a partir de ces réservoirs, infecter les Iésions cutanées, les
glandes mammaires et |es muqueuses intestinales ou génital es.

Certains facteurs de risque de portage de S. aureus ont été identifiés comme les
phototypes blancs , le sexe masculin, les diabétiques , les insuffisants hépatiques , les
personnes présentant des problemes cutanés , les sujets séropositifs pour le VIH
(Williams ;1963) (Nguyen et all ;1999) ou encore les personnes dialysees
(Williams ;1963) (Yu et all ;1986) sont plus a risque d’étre porteurs de la bactérie et
de développer uneinfection.

IV-3-Pouvoir pathogene de S .aureus
S. aureus provoque deux types de syndromes :

Les toxémies staphylococciques et les infections suppuratives. Les toxémies
sont dues a des toxines produites par la souche in vivo une fois installée chez I’hote
(TSST1 et exfoliatines) ou des toxines produites par la souche dans un environnement
autre que I’hdte puis ingérées par I’organisme (entérotoxines dans les aliments).

En effet, I’ingestion de toxine en dehors de toute cellule bactérienne suffit a
reproduire la maladie. Les infections suppuratives impliquent la prolifération
bactérienne, I’invasion, la destruction des tissus de I’h6te et la réponse inflammatoire
locale et systemique.

Saureus est responsable d’infections au niveau de la peau, des articulations, des

0s et des systemes vasculaire et respiratoire.
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Il est également responsable d’infections superficielles cutanées, sous-cutanées
et muqueuses telles que les furoncles, panaris impétigo, abces, cellulites ou
lymphangites.

Saureus est la principale cause d’ostéomyélites, de méningites, d’endocardites
infectieuses et d’arthrites septiques.

Saureus est un pathogene majeur impliqué dans les infections respiratoires
communautaires et nosocomiales. Il est décrit comme capable d’adhérer aux mucines
respiratoires (Boden et all ; 1989).

L’affinité et le niveau d’expression des andésines responsables des interactions
avec les mucines varient en fonction des souches de Saureus (Kawabata et all ;
1985).

Saureus est le premier pathogéne isolé dans le tractus respiratoire des
enfants atteints de mucoviscidose. Ulrich et a, ont montré que Saureus adhére en
priorité aux composés du mucus de I’épithélium respiratoire sans différence
significative de I’adhérence de Saureus sur I’épithélium respiratoire CF et nonCF
(Verdier et all ; 2012).

Schwab et a, ont montré, sur des lignées de cellules épithéliales bronchiques,
que I’adhérence des souches CF de Saureus est plus élevée que I’adhérence de
souches non-CF (M edstudenti et all ; 2012).

IV-4-S. aureusrésistant ala meticilline SARM ou MRSA
Larésistance de S aureus aux antimicrobiens est apparue rapidement dans I’histoire
des antibiotiques.

C’est ainsi que dans I’année qui a suivi I’introduction de la pénicilline en 1949,
ont été rapportés en milieu hospitalier, ou la pression antimicrobienne est la plus
importante, les premiers cas de S aureus résistant de la méme fagon, 2 ans apres
I’apparition de la méticilline en 1959, le premier agent anti staphylococcique, les
premiers S. aureus résistant a cet antibiotique ont éé observés (Infect Control ;
2004).

Les S aureus résistant a la méticilling(SARM) sont ceux ayant acquis une
résistance chromosomique par le gene mecA, qui code pour une protéine de liaison a
lapénicilline (PBP2a) ayant une affinité diminuée vis-a-vis des bétal actamines.

Le géne mecA fait partie d’un matériel génétique mobile appelé staphylococcal

cassette chromosome (SCC) mec, susceptible d’étre transmis horizontalement d’une
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bactérie a une autre au sein d’une méme espece, mais aussi d’une espece a une autre ,
Ains I’élément SCC mec proviendrait initialement d’une espéece staphylococcique
« coagulase négative » (Joussellin ; 2005, Dworkin, M .200)..

Les SARM ont une sensibilité tres faible a I’ensemble des bétalactamines et
sont fréquemment résistants a d’autres familles d’antibiotiques du fait de différents
meécani smes genétiques de résistance souvent associés (cf. « Antiobiothérapie par voie
générae »).

Les SARM initialement décrits en milieu hospitalier au début des années 1960
ont plus tard été identifiés en ville, en particulier a I’occasion d’infections
concernant des patients « a risque » de portage de SARM, comme ceux ayant été
hospitalisés récemment. Un certain nombre d’études ont permis d’identifier ces

facteurs de risgue dont les principaux sont résumeés plus loin (Joussellin ; 2005).

| V-4-1-Facteurs de risque d’infection a S. aureusrésistant ala

meéticilline (SARM)

* Hospitalisation dans les 2 ans précédents.

* Prise d’antibiotiques dans les 6 mois précédents.

* Diabete.

* Soins paramédicaux ambulatoires.

* Entourage travaillant dans une structure de soins.

* Immunodepression.

 Toxicomanie.

IV-4-2-Prévention desinfectionsa SARM au laboratoire

« La prévention des infection a SARM repose sur des mesures de précaution
uniformisées visant a prévenir la transmission des infection en milieu de soins. En
voici quelque exemples:

-lavage des mains: il faut se laver les mains immeédiatement apres avoir
enlevées les gants entre les contacts avec différents patients et entre les taches et
I’intervention ;

-lavage de gants: il faut porter des gants lorsqu’on manipule du sang, des
liquides organiques et des articles contaminés. Les mains doivent étre lavées
immédiatement apres avoir enlevé les gants et entre les contacts avec différents

patients.
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-port d’un masque et d’un masque et dune et d’une blouse: il faut porter un
masque, un écran facia et une blouse, lors de I’intervention qui risquent de causer des
éclaboussures ou la projection de gouttel ettes de sang ou de liquide organique.

-matériel servant aux soins des malades: il faut bien nettoyer, désinfecter et
stériliser le matériel servant soigner les malades, de maniéré a limiter la
contamination

-1l faut manipuler, transporter et laver lalingerie souillée de sang ou de liquides
organiques, de fagcon a éviter tout contact avec la peau, ainsi que la contamination des
vétements e la  transmisson de  microorganismes  aux  autres

patients ».(camille ;2006).
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L’objectif de ce travail est la mise en évidence de I’activité anti-SARM de I'extrait
d’huile essentielle de Alpinia officinarum Ce travail a été effectué au sein du laboratoire de

département de biologie (I’Université Amar Thelidji Laghouat).

Figurell : Démarche expérimentale suivie.

[1-1-Matériel végétal :

Le matériel ou I’organe végétal choisi dans la présente étude est représenté par les
rhizomes séches du «Alpinia oficinarum» Parmi les critéres de choix de ces rhizomes,
figurent leur utilisation dé§ja dans la médecine traditionnelle, d’une part et le manque de
travaux de recherche sur les propriétés biologiques en particulier le pouvoir antimicrobien de
leurs huiles essentielles.

Les rhizomes ont été achetés, sous forme séchée, chez un herboriste de wilaya de
Laghouat de la région de Wiam Elles ont été récupérées dans un sac propre pour servir
ultérieurement a I’extraction.

Nous avons acheté 1kg de rhizomes La matiére seche a été broyée avant I’utilisation pour

faciliter I’opération de I’extraction (Figurel2).

)
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Figurel2: Rhizome séche d'A. officinarum

Milieux de cultures

- Gélose nutritive (milieu de repiquage de souches)

- Gélose Mueller Hinton (milieu de I’activité antibactérienne, puits, disque et CM1).

- Bouillon nutritif (milieu liquide de CMI).

I1-2-L e pré-test des souches bactériennes par méthode de puits et de disque

On a effectué des pré-tests dans le but de sélectionner les souches sensibles a I'huile
essentielle de la plante étudiée.

Etalement de |a souche par écouvillonnage sur la gélose Mueller-Hinton

- A I'aide d'une pince stérile, imbiber un disque de papier Watman (6 mm de diamétre)
dans 10 ul de I'huile essentielle pure puis le déposer au milieu de la gélose ensemencée, les
boites sont incubé a 37C° durant 24 heures.

- L’ensemencement des 3 souches bactériennes se fait par écouvillonnage, Apres le
séchage des boites la gélose est perforée (3puits) a I’aide de la partie supérieure d’une pipette
Pasteur. Les cavités ainsi formées sont remplies par 50 uL d’HE pure par puits.

-Les boites sont mises a incubées dans une éuve a 37°C pendant 24h.

Les souches testées sont : ATCC 43300
ATCC 25212
ATCC23

)



Matériels et méthodes

Figurel3 : Souches microbiennes testées.

Tableau 2: les résultats de diametres de la zone d’inhibition obtenu méthode disque et puits
Souche bactérien Diamétre Diamétre d’inhibition
d’inhibition méthode, méthode des Disgue

desPUITS (3puits) (3disque)
~ ATCC25212 - - - : - -
ATCC43300 157 1856 2275 1270 1748 12.77
ATCC23 - - - - - -
Moyenne 19.33 14.31
Ecart type 3.53 2.74

Figurel4 : Exemple de I’effet d’inhibition de I’huile essentielle par la méthode des puits et/ou des disques

*A partir du trés bon résultat de pré-tests de diffusion sur gélose on a choisis la souche de
MRSA+ comme un théme de notre étude.

)
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[1-3-Origine dela souche bactérienne

La souche bactérienne choisie pour cette étude est une bactérie pathogene et
impliquées fréquemment dans la contamination et I’altération des denrées alimentaires et
leur résistance naturelle a divers types d'agents antimicrobiens. Bactéries a Gram positif
(Staphylococcus aureus MRSA+ATCC 43300)

Cette souche nous a été fournie par le service de laboratoire vétérinaire de lawilaya de

Laghouat.

Figure 15 : la souche bactérienne Staphylococcus aureus (MRSA+) ATCC 43300

[1-4-Extraction des huiles essentielles
L'extraction des huiles essentielles est réalisee par hydrodistillation en utilisant un

appareil detype Clevenger. Les rendements sont déterminés par rapport ala matiere séche.

[1-5-Description du dispositif d’extraction

L appareil utilisé pour I’hydrodistillation est de type Clevenger, il est constitué d’une
chauffe ballon qui permet la distribution homogéne de la chaleur dans le ballon. Celui-ci est
en général en verre pyrex dans lequel on place le matériel végétal séché et L’eau distillée,
une colonne de condensation de la vapeur (réfrigérant) qui vient de I’échauffement du ballon,

un collecteur qui recoit les produits de la distillation.

| 1-6-Méthode d’extraction de (HE) par hydrodistillation
Une hydrodistillation est assurée gréce a un appareil de type Clevenger, ou 300 g de
matiére végétal e sont introduites avec 1L 200 d’eau dans un ballon de 5 L. Apres installation

o)
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et fermeture du montage, la mise en marche de la chauffe ballon est effectuée avec un
réglage optimum du chauffage pour permettre une stabilité de I’extraction a une vitesse
constante et bien maitrisee.

La vapeur chargée d’huile essentielle arrive dans le condenseur. La durée totale de
I’extraction est estimée a 3 h (jusqu’a ce qu'on obtient plus d’HE). L’huile essentielle se
distingue de I’hydrolat (eau aromatique) par sa difféerence de densité et de couleur. Puis
récupérée et conservée dans un tube, hermétiquement fermés et stockés dans un endroit frais

(4°C) a I’abri de la lumiére.

Figurel6 : Montage de I’hydrodistillateur (Clevenger)

[1-7-Rendement en huile essentielle (RuEg).

Selon la norme AFNOR (1986), le rendement en huile essentielle (RHe), est défini
comme étant le rapport entre la masse de I’huile essentielle obtenue aprés extraction (M') et
lamasse de la matiére végétale utilisée (M).

Il est donné par la formule suivante :

RHE : rendement en huile essentielle desrhizomes de A. officinarum;
M' : masse de I’huile essentielle obtenue en gramme;
M : masse des rhizomes en gramme .

o)
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RHe = M’/M.100

|1-8-Déter mination de la sensibilité aux antibiotiques

L’étude de la sensibilit¢ aux antibiotiques a été réalisée par la méthode de
diffusion sur gélose Mudler-Hinton (MH) selon les recommandations du comité
Européen de I’antibiogramme (’EUCAST, 2017).

Le but de la réalisation d’un antibiogramme est de prédire la sensibilité d’un germe a
un ou plusieurs antibiotiques dans une optique essentiellement thérapeutique. 1l sert
également a:

- Lasurveillance épidémiologique de |a résistance bactérienne.

- L’identification bactérienne par la mise en évidence de résistances naturelles
[1-8-1-Technique d’Antibiogramme :

> A partir d’une culture bactérienne (MRSA+) pure et jeune (de 24 h sur milieu gélosé
nutritif nous avons réalisé une suspension en ensemencant Une colonie bien isolée dans 10
ml d’eau physiologique a 0,9%, puis homogéneiser la suspension bactérienne au vortex, sa
densité optique doit étre de 0,08 a 0,1 a une longueur d’onde de 625nm équivalente a 0,5
Mac Farland.

»Ensemencer par écouvillonnage cette dilution par inondation sur les boites de pétri
contenant le milieu de Mller-Hinton rejeter le surplus et laisser sécher |es boites.

»>Application de série des disques d’antibiotique (CTX, TIM, CIP, SXT, NA, AMP,
IMI, CT, KZ, F, AK, FOS, CN FOX, AML.) a I’aide d’une pince stérile et deposes sur
gélose MH préal ablement ensemencée par écouvillonnage .

»>Laisser les boites 20 minutes a température ambiante pour permettre une pré-
diffusion de I’antibiotique, puis les incuber pendant 18-24 heures a 37°C.

[1-8-2-Lecture

»La lecture se fait en mesurant avec précision les différents diamétres des zones
d’inhibition. Comparer ces résultat aux valeurs critiques figurant dans I’Annexe et

classer les bactéries dans I’une des catégories: S(Sensible),I( Intermédiaire) et R( Résistante).
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Tableau 03 : Liste de quelque ATB testé pour la souche de MRSA+

Abréviation Antibiotique Charge Famille Diamétrecritique
(H9) (mm)
S R
FOX Cefoxitine 30 B-lactamine >22 <21
CIP Ciprofloxacine 5 Fluoroquinolones >21 <15
F Nitrofurantoine 300 Nitrofuranes =25 <31
CN gentamycine 104 aminoglycoside  >12 <18

I1-9-Evaluation de I’activité antibactérienne

Le test de susceptibilité des huiles essentielles et des extraits de rhizome séché est
effectué selon deux méthodes différentes. la méthode de diffusion sur disque et la méthode
des puits en milieu de Mueller-Hinton.

Une telle stratégie nous permet par la suite .d*apprécier le pouvoir antibactérien de
notre extrait vis-avis de la souche MRST tout en déterminant également |a concentration
inhibitrice minimale (CMI) a partir d’une gamme de concentrations dans des milieux de
culture convenables.

[1-9-1-Préparation des dilutions d’huile essentielle

Afin d’obtenir différentes concentrations de I’huile essentielle des rhizomes d” Alpinia
oficinarum , nous avons diluée I’huile essentielle pure dans le DMSO(figurel?) ;un solvant
moyennement polaire et ne présentant aucun pouvoir antibactérien puissant. Une telle
déduction est en accord avec les travaux d’Alavi et al. (2005) Mohammedi(2006) et

Ownagh et al. (2010).
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Figure 17 : Dilution de I'HE dans le Diméthylsulfoxyde (DM SO)

lml de HE

DMSO:
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[1-9-2-M éthode des disques

L'aromatogramme est une méthode inspirée de I'antibiogramme, il permet de
déterminer l'activité inhibitrice de I’huile essentielle par mesure du diameétre d'inhibition,
autour d'un disgue imprégné de celui-ci, ou d’un produit a base d’huile essentielle (Vincent,
1991).

Nous avons appliqué la technique par contact direct de I’aromatogramme pour évaluer
I’activité antimicrobienne de I’huile essentielle.

Cetest est effectué par dép6t d'un disque stérile de 6 mm de diamétre (Whatman N°1),
(3disques/boite) imprégné d’une quantité d’HE (10 pL) pure et diluée (figurel7) sur un
milieu gélos&(MH) I’ensemencement s’est fait par écouvillonnage en présence de la culture
microbienne de MRSA+.

Apres incubation, I’interprétation des des résultats se fait par mesure des diameétres

des zones d’inhibition en millimétres en utilisant un pied a coulisse (figure 18)

Ensemencement de I baoite de pétn
gélose en nappe par m
Finoculum t . Geose mueler

dépot aseptique d"un
disque imbité de I'huille L
essentielle HE
- =
&>
Figurel8 : lllustration de la méthode d'aromatogramme (ZAIK |, 1988).
[1-9-3-M éthode de puits

C’est la technique de base utilisée pour étudier la capacité d’une substance a exercer un

6

L:ironne d'imhibition

croissance microbienne

effet anti microbien, elle est aussi appelée : la technique de dilution en gélose pour la
détermination des extraits actifs.

Des boites de Pétri contenant du milieu Mueller Hinton agar sont ensemencées
aseptiquement par une suspension de 0.5 MC Farland lue a 625nm qui provient d’une
culture jeune de bactérie. L’ensemencement se fait par écouvillonnage, Apres le séchage des
boites, la gélose est perforée au centre a I’aide de la partie supérieure d’une pipette Pasteur.
Les cavités ainsi formeées sont remplies par I’HE pure et diluée (50 pL par puits). Les boites
sont mises aincubées dans une étuve a 37°C pendant 24h.

L’action inhibitrice se manifeste par la formation d’une auréole autour des puits, Et lecture

des résultats s’effectue par mesure des diameétres des zones d’inhibitions.
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Un produit est considéré actif, si le diamétre de la zone d’inhibition est supérieur a 8 mm
(ELA et coll.,1996).

Perforation au centre 2 Récupération de
l'gidt d? la partie supénewre  Jexie de gélose par
:}_ dune pipette Pasteur. Pﬂ:‘tﬁf pasteur

| —
p——

Figurel9 : Méthode de puits

[1-9-4-Conservation des souches

Le repiquage se fait sur la pente d’une gélose inclinée en tube hermétiquement clos, on
ensemence le tube avec une colonie bien isolée de la souche purifiée en utilisant une anse de
platine préalablement flambée et en faisant des stries sur la surface inclinée, puis le tube est
incubé a 37°C pendant 18-24 heures. Aprés récupération, le tube est conservé a une
température de 4 a6°C. Le repiquage doit se renouveler en continu chague mois.
[1-10-Méthode de détermination des concentrations minimales inhibitrices
(CMI) sur milieu liquide:

Cette méthode permet la détermination de la CMI a partir d'une gamme de
concentrations de |a substance antimicrobienne en milieu liquide bouillon nutritif.
Le Bouillon cceur cervelle est le milieu denrichissement pour toutes les souches
bactériennes (Benkeblia, 2004).

Les essais de détermination de la CMI sont effectués selon la méthode de dilution
standard sur milieu liquide bouillon nutritif des séries de dilutions de solution mére
(250u1.200 pl.150 pl.100 pl. 75 pl.50 pl.25 pl.10pl. 5 pl.) Sont réalisees avec le DM SO ,9ml
de bouillon nutritif plus une concentration de (0.5%de tween 80) et de200ul de I’inoculum a
chague tube .Le mélange est immédiatement agité par vortex.

La CMI de I’extrait est définie a partir de premier tube de la gamme dépourvue de
croissance microbienne (NCCL S, 1999) de méme, une incubation sur un milieu MH  pour

24 heures a 37°C a été de plus effectuée pour confirmer les observations visuelles.



Matériels et méthodes

200 150 100 ?5

e csscnncﬂr: : -
pure +DMSO
par ul

_q

0 150 175 240 245 Témon
200wl de I'nocubum
1.T;.! 1 T T
L]
r — ¥ | T
|
Temom

Tous les mbes 2 essai contiennent %ml de bowllon mutritif + 0.5% de tween 80

Ty

24 heures d'imcubation a |'étuve a 37°C

Figure 20 : Méthode de la détermination de CMI en milieu liquide
Pour vérifier notre résultat de CMI obtenu en milieu liquide on ale déterminé on milieu

solide de MH (Muller — Hinton) ensemencées par 20 pl de chaque tube des dilutions de CMI.

o)
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Figure21 : Méthode de la détermination de CMI en milieu solide
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[11-Expression desrésultats
[11-1-Propriétés or ganoleptiques de I’extrait

Les rhizomes sont soumises a une hydrodistillation pendant 3h, les extraits obtenus
sont des substances hautement volatiles, d’une odeur aromatique, douce, et de couleur jaune
pale en accord avec les normes AFNOR(1998)

Figure22 :L’huile essentielle pure aprés extraction.

[11-2-Rendement
D’apres les résultats obtenus, les rendements moyens en huile essentielle ont été
calculés par rapport a la plante séchée d’Alpinia oficinarum a donner un rendement primaire
de 0.61% et la 2eme extraction de 0.46% et pour la 3eme 0.47 % (tableau04).

)
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Tableau04: Rendement en huile essentielle de Alpinia oficinarum .

Quantitédela biomasse(g) 300 400 300
Volumede HE (ml) 1.83 19 14
Temps d’extraction(h) 3 3 3
Rendement (%) 0.61 0.46 0.47

L’huile totale a donné un faible rendement, et on a une différence entre les 3 extractions
Ceci montre que certains facteurs tels que : la nature du sol, le climat, la qualité de la matiére
végétale utilisée peuvent influencer la sécrétion d’huiles essentielles chez une plante.
[11-3-Antibiogramme

L antibiogramme a été réalisé pour la souche de MRSA + vis-avis de 15 antibiotiques
de différentes familles.

La mesure de diamétre de la zone d’inhibition de la souche pour chacun des

antibiotiques testés permet de caractériser la souche comme étant sensible ou résistante dont
nous avons considéré que le diamétre de 10 mm est la limite entre résistance et sensibilité.

Les résultats ainsi obtenus sont regroupés sous forme de photos (figure 24) et/ou récapitul és
dansletableau 5.

ATB (AK, CT)

ATB(FOX,KZ) ATB(CIP,NA)

E



ATB (FOS)

ATB (f,AML)
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ATB (AMLf)

ATB (CIP,AML)

Figures 23 : Résultats obtenu des différant antibiotiques testée (d’antibiogramme)
Tableau 05 : Diamétre d’inhibition de la souche de MRSA+ vis a vis 15 antibiotique.

ATB Diamétre (mm) moyenne
CTX 11,48 11,68 11,58
TIM R R R
CIP 29,55 30,2 29,875
SXT 31,07 30,79 30,93
NA R R R
AMP R R R
IMI R R R
CT R R R
KZ 22,08 235 22,79
F 36,32 35,53 35,925
AK 18,77 19,11 18,94
FOS 25,96 28,63 27,295
CN 23,75 24,62 24,185
FOX 9,99 91 9,545
AML R R R

E
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Un tel test considéré comme étant témoin positif nous a conduits aux déductions
suivantes :

-1% cas: Culture au contact du disque: pas de zone d’inhibition visible rendant la
souche «résistante» c’est le cas de plus de 6 antibiotique (AML, CT, TIM, NA, AMP, IMI).

-2°™ cas: Une zone plus grande est visible autour du disque de Nitrofurantoine (F)

avec un diametre de 35.92 ce qui lui rend le plus puissant ATB testé. En revanche une
efficacité plus ou moins faible a éé trouvé dans I’ordre décroissant suivant: SXT, CIP,
FOS, CN KZ, AK CTX , FOX.
- D’apres le comité de I’antibiogramme de la société francaise de microbiologie La
sensibilité des staphylocoques qui n‘ont pas de concentration critique ne doit pas étre utilisée
pour le traitement des infections staphylococciques, Et La CMI doit étre réalisée pour
déterminer la sensibilité.

La résistance bactérienne aux antibiotiques se développe rapidement dans le
monde et devient un probleme crucia non seulement pour la médecine humaine, mais
aussi pour la médecine vétérinaire. L’émergence de cette résistance chez les animaux
et leurs produits a mis en lumiére I’intérét considérable du transfert potentiel de
résistance ala population humaine viala chaine alimentaire (Vasquez et al., 2017).

La souche MRST présente entre autres une résistance et/o une sensibilité moyenne
vis-a-vis d’une large gamme des antibiotiques. L’accroissement des infections bactériennes,
notamment celles qui sont duesau  développement des souches résistantes au médicament
utilisé soulignent lanécessitédela découverte de nouveaux agents antibactériens
(Gloedani et Kaloustian, 2006).

[11-4-Aromatogramme

L’activité antibactérienne se traduit par I’apparition d’une zone d’inhibition autour du
disque de papier imprégné d’extrait brut étudie. Le diametre de la zone d’inhibition differe
d’une bactérie & une autre et d’un extrait a un autre.

La variation de I’activité antimicrobienne des extraits expliquent les variations de leurs
compositions chimiques. Comme cela a été rapporté dans la littérature, nous avons considéré
qu’un extrait a une activité antibactérienne si son diametre d’inhibition est supérieur a
10mm. (Ponce et al., 2003).(tableau 6)

D’une maniére genérale, leur action se déroule en trois phases :
|. Attaque de la paroi bactérienne par I’huile essentielle, provoguant une augmentation

de la perméabilité puis la perte des constituants cellulaires.
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II. Acidification de I’intérieur de la cellule, bloguant la production de I’énergie

cellulaire et la synthése des composants de structure.
[11. Destruction du matériel génétique, conduisant alamort de la bactérie.

Tableau 06 : L’effet de I’extrait sur MRSA+ (méthode des disques).

Délitions Diamétre d’inhibition (mm)
SM 16.85 18.00 17.00
1 11.26 11.59 10.09
2 9.58 9.57 9.53
3 8.16 8.82 9.60
4 - - -

Pour une bonne comparaison des résultats, nous avons tracé de méme I’histogramme suivant :

25 _

v 1
23,13

E 21.03
= 20.51
8 20 19.39
'E 18.06
5 16.27 16.28

15 |
w - 14.66
c 11.17 11.20
o
N0

7.86
5 J
ﬂ 1 .
M 1 2 3 4

Maéthode de puits (3puits/hoite)

Figure24 : Diagramme de I’effet de I’extrait sur MRSA+ (méthode des puits).
D’apreés le tableau et la figure, notre CMI c’est la 3eme colonne et la serie N°3 des puits, La

plus grande surface d’inhibition est enregistrée par la solution mére (SM) de plus de 21.93 de
diamétre, en utilisant la méthode de puits, par contre On a remarqué un disque fermée au

série de dilution N°4

ZZI
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Figure 26: L effet de I’extrait sur la souche de MRSA+ (méthode des disques).

Les résultats obtenus (figure 26,27) montrent que notre espéce bactérienne étudiée
(MRSA+) présentent des degrés de sensibilité différente vis-avis I’extraits étudiée de
Alpinia officinarum.

L’extrait a réagi positivement avec notre souche microbienne testée dans les 2
méthodes ce qui confirme que la plante de Alpinia officinarum est douée de propriété
antibactérienne trés appréciable. L’efficacité optimale d’un extrait peut ne pas étre due a un
congtituant actif principal, mais a I’action combinée (synergie) de différents composée de
I’origine de cet extrait. Une é&ude complémentaire visant I’identification de la composition
de notre extrait semble étre recommandée.

D’apres les résultats présentés,on remargque que la méthode des puits et la méthode des

disques donnent presque des résultats similaire de I’activité antibactérienne anti MRSA, les

E
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résultats montres que la méthode des puits a données des diameétres d’inhibition supérieure
de celle trouvée dans |la méthode des disques grace aux différents volumes utilisés dans|a
méthode des puits est supérieure de celle de la méthode des disques.

Selon les résultats des deux méthodes (puits et disque), I’extrait de notre plante agisse
fortement sur les bactéries Gram+ d’espece MRSA.

L’activité antibactérienne de plante est due aux différents agents chimiques
présent dans ces extraits, y compris les huiles essentilles, les flavonoides, les tannins et les
triterpénoides ainsi que d’autre composés de nature phénolique ou groupes hydroxyle libre,
qui sont classifiés comme composés antibiotiques tres actifs (Essawi et Srour, 2000).

Les polyphénols notamment les flavonoides et les tanins sont reconnus par leur toxicité
vis-avis des microorganismes. Le mécanisme de toxicité peut étre lié a I’inhibition des
enzymes.

Nos résultats sont en accord avec lestravaux de Huang et al (2008) qui ont rapporté
gue I’extrait de rhizome de la plante d’Alpinia officinarum inhibe efficacement
Saphylococcus aureus, alpha-Hemolytique streptococcus, beta-Hemolytique streptococcus
et Sreptococcus pneumoniae en inhibant I’enzyme béta-ketoacyl-ACP réductase, une
enzyme clé dans la synthese des acides gras chez les bactéries et catalyse aussi laréduction
de béta-ketoacyl-ACP.

De méme, Zhang et al (2010) ont examiné I’activité antibactérienne de I’huile
essentielle d’Alpinia officinarum vis-avis Helicobactor pylori et ont pu méme identifier les
composes actifs ayant un tel effet dont ils ont mentionné qu’il s’agissait de trois
diarylheptanoids (4 ",5 "-dihydroxy-3 "-methoxyphenyl)-1-phenyl -4-heptene-3-one (1), 1,
7-diphenyl-5-heptene- 3-one (2) and 4-phenethyl-1, 7-diphen yl -1-heptene-3, 5-dione (3).
Sun et al (2016) aleur tour ont rédigé récemment une revue détaillée en récapitulant les
activités biologiques et la biosynthese de Diarylheptanoids a partir de la plante Alpinia

officinarum

[11-5-Concentration minimale inhibitrice CMI :
L’obtention d’une trouble blanchatre indique une multiplication bactérienne. La

persistance de la couleur jaune initiale d’HE signifie I’absence de croissance du germe.
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La CMI est égale alors a la plus petite concentration qui n’a pas montré un
changement de couleur (Peskin et Winterbourn, 2000, Sharma et al, 2012).
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Figure 27: résultat de CMI sur milieu liquide.
L’interprétation des résultats est effectuée en fonction de I’absence ou de la présence
de turbidité dans chaque cupule. La CMI est donc la plus petite concentration ou le fluide a
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Figure28 : LaCMI de la souche testée est de 50 pl (premier tube dans lequel aucune croissance n'est visible a
I'eeil nu).

Aprés comparaison visuelle avec un témoin équivalent, I’analyse des résultats montrent
gue les extraits d’Alpinia officinarum présente une activité antibactérienne acceptable. En
effet, pour la souche étudiée de MRSA, notre CMI semble étre e tube n°3 de concentration
50ul notre CMI=5mg/ml.

Pour d’autres auteurs si les valeurs de CMB sont équivalentes aux valeurs de CMI cela
implique que I’effet est bactéricide, et s les valeurs de CMB sont plus éevées aux valeurs
de CMI cela signifie que I’effet est bactériostatique (Cosentino et Tuberoso, 1999
;Randrianarivelo, 2010).

Ainsi, les bactéries n’ont montré aucune croissance en présence des solutions meres
desextraits. Cette concentration est donc inhibitrice pour notre souche.

Zaika (1988), et Ali Shtayeh et al., (1988) ont affirmé que les bactéries & Gram+ sont
plus résistantes aux extraits végétaux que les bactéries a Gram-.

E
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Ces affirmation n’ont cependant pas eté confirmées par d’autre travaux, la
susceptibilité des bactéries est en effet indépendante du Gram (Dor man et Deans, 2000), on
dépend des extraits utilistes (Dean et Ritchie, 1987). Ceci explique le changement de
['activité antibactérienne en modifiant |a concentration de I'huile essentielle.

(Ouibrahim.A.,2015) arédisé un travail intitulé Evaluation de I’effet antimicrobien
et antioxydant de trois plantes aromatiques (Laurus nobilis L., Ocimum basilicum L. et
Rosmarinus officinalis L.) de I’EstAlgérien.

D’apres le tableau suivant en constate que la souche bactérienne testée (MRSA) a une
sensibilité modérée vis- a-visles quatre extraits.

Les Concentrations minimale inhibitrice (CM1) des Quatre extraits de plantes ont é&té
évaluées contre S. aureus résistant alaméthicilline (MRSA) in vitro, montrant |'activité
antimicrobienne suivante :

-L’HE Laurus nobilis L montre une activité faible par rapport notre extrait.

-Ladeuxieme espece de O. basilicum, a montré une CMI1=9.5 supérieur a notre
concentration de 5mg/ml.

- On a noté que I’HE Rosmarinus officinalis L a une activité proche a notre
concentration minimale inhibitrice.

Tous lestrois extrait ont montré une sensibilité modéré a une puissante activité
antibactérienne contre Saureus résistante alameticilline (MRSA).

Ce qui nous ameéne a dire que I’extrait d’ Alpinia officinarum capable d’inhiber la
croissance de (MRSA).

Tableau 7: Concentration minimale inhibitrice (CMI) de quatre extraits végétaux contre Staphylococcus aureus
et résistant alaméthicilline. S. aureus (SARM).

Souche bactérienne CMI mg/ml
Laurus | Ocimum | Rosmarinus |  Alpinia Réfféranses
nobilis | basilicum | officinalis —
L L . officinarum
S.aureusrésistante | 2.72 9.5 6.1 5

R P (Ouibrahim ;2015).
alamiticilline -

(MRSA)
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I11-6-Résultatsde CM| sur milieu solide

'fll ﬂnhM’Ht“inhﬁ.
Gur v Wem  Bolide .

Figure 30 : résultat finale de CMI corresponde ala concentration de 50 pl (milieu liquide et solide)

LaCMI au milieu solide montrent les mémes résultats au CMI sur milieu liquide et toujoursla
CMI c’est la dilution 50l (figure30), Plus la concentration est élevé la charge bactérienne diminuée
comme montrant la (figure29).
L’activité antimicrobienne de I’extrait de plante est due aux différents agents chimiques présents
dans cet extrait.
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Annexe: Milieux de culture.

Milieu de culture Constituant Quantité

Bouillon nutritif Extrait de viande 05g
Peptone 10g
Chlorure de sodium 05g

Muller Hinton Extrait de viandes 03g
Hydrolisation acide de 17,59
caseine 169
Agar

Gélose nutritive Extrait de viande 059
Peptone 10g
Chlorure de sodium 05g

Agar 15¢g
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