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 ملخص

KLebseilla pneumoniae ھي واحدة من الأسباب الرئیسیة للعدوى المكتسبة  من المجتمع و المستشفیات .ھذه الجرثومة  ھي المسؤولة  عن
الالتھابات الحادة و المزمنة  و معظمھا بسبب  قدرتھا على التمسك و الالتصاق على الأجھزة الطبیة المزروعة و قدرتھا على تشكیل الشریط 

 .الحیوي
 .تشكیل الشریط الحیوي ھو عملیة حیویة متعددة المراحل من الالتصاق الأول للبكتیریة إلى غایة نضج التراكمات

   على تثبیط تشكیل الشریط الحیويLavandula officinalisھذا العمل ھو لاختبار المركبات الفینولیة  و الزیت العطري ل 
  المعزولة من التھابات المسالك البولیة.   K. pneumoniae ل 

  من المرضى الذین یعانون من ا لتھاب المسالك البولیة في قسم الطوارئ بمستشفى   K. pneumoniae سلالات من 6خلال شھرین تم عزل 
الثنیة ومعظمھا كان على مستوى عالي من المقاومة للمضادات الحیویة المستعملة في المستشفى. 

 المعزولة من ا لتھاب المسالك البولیة   اثبت أنھا الخلایا الأكثر تشكیلا للشریط الحیوي. (K. pneumoniae) معظم سلالات (MTوفقا للتقنیة (
 على فئات العوالق  و الفئات Lavandula officinalisالسلالات المعزولة أظھرت حساسیة ضعیفة اتجاه الزیت العطري و المركبات الفینولیة  ل

 .المشكلة للشریط الحیوي حیث كان الفرق مرتفع  مرتین 
 

  الشریط الحیوي. التھابات المسالك  البولیة. الخزامة.  الكلمات المفتاحیة
 
Résumé  
Klebsiella pneumoniae est l’une des causes majeures des infections communautaires et nosocomiales. Ce germe 
est responsable des infections aiguës et chroniques dont la plupart sont dues à sa capacité de former un biofilm. 
Le développement de biofilm est un processus dynamique à plusieurs étapes, de l’adhésion initiale des bactéries 
au support à la maturation des agrégats. Ce travail consiste à tester l’effet de l’huile essentielle et des composés 
phénoliques de lavandula officinalis sur l’inhibition de la formation de biofilms deK. pneumoniae isolée  des 
infections urinaires. Sur une période de 2 mois, 6 souches de K. pneumoniae ont été isolées des  patients atteints 
une infection urinaire au service des Urgences à l’Hôpital de Thenia, dont la plupart présentaient un haut niveau 
de résistance vis-à-vis les antibiotiques utilisés à l’hôpital.Selon la méthode tube (MT), les souches de 
K.pneumoniae isolées des infections  urinaires se sont montrées de très bonnes formatrices du biofilm. Les 
souches isolées présentaient une faible  sensibilité à l’huile essentielle et les composés phénoliques de Lavandula 
officinalis  entre les populations planctoniques et populations en biofilm ou elles étaient beaucoup plus élevée. 
 
Mots clés  
Biofilm ; Klebsiella pneumoniae ; lavandula officinalis; infection urinaire  
 
Abstract  
Klebsiella pneumoniae is a major cause of community-acquired and nosocomial 
infections.Thisgermisresponsible for acute and chronic infections, most of which are due to itsability to form a 
biofilm.Biofilmdevelopmentis a dynamic multi-stepprocess, from the initial adhesion of bacteria to support the 
maturation of aggregates.This work is to test the effect of essential oil and phenolic compounds of Lavandula 
officinalis on the inhibition Klebsiella pneumoniae biofilm formationisolated from urinary tract infections.Over a 
period of 2 months,6 K. pneumoniae strains were isolated from patients with urinary tract infection in the 
Emergency Department at the Hospital of Thenia,, where most of which showed a high level resistance to 
antibiotics used in the hospital.According to the tube method (TM), K. pneumoniae strains isolated from urinary 
infections have proved very good forming of the biofilm.The isolated strains showed low sensitivity to the 
Lavandula officinalis essential oil and phenolic compounds between planktonic populationsand populations in 
biofilmtheywere much higher. 
 
Keywords 
Biofilm, Klebsiella pneumoniae,lavandulaofficinalis,essentialoil,phenoliccompound. 
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Introduction  

Un bon nombre de bactéries sont organisées en communautés structurées susceptibles de 

coloniser des surfaces solides. Cette structure représente le mode de vie normal d’une 

bactérie. C’est ce mode de comportement qui est prédominant des organismes unicellulaires et 

non le mode de flottaison libre de type dit planctonique. Après attachement à un support, les 

bactéries vont mettre en place et développer  une communauté organisée à laquelle Costerton 

a donné le nom de « biofilm » (Filloux et Vallet,2003). 

Les biofilms colonisent des surfaces très variées et sont particulièrement connus pour leurs 

effets néfastes dans le domaine de la santé publique et de l’industrie. Parmi leurs impacts 

négatifs les plus connus : les infections urinaires et les contaminations des produits 

alimentaires. 

Les klebsielles sont les souches les plus fréquemment isolées des infections urinaires. Parmi 

elles, Klebsiella pneumoniae,naturellement présentes à faible concentration dans 

l’environnement, peut favoriser la formation de biofilm. Ce type de bactérie se diffuse dans 

l’environnement  hospitalier via des objectifs souillés. Elles sont souvent classée pour agent à 

l’origine d’infection urinaires nosocomiales (Balestrino, 2006). 

 

L’éradication des biofilms pose de réels problèmes dans le domaine médical. En effet, si les 

traitements antibiotiques classiques sont efficaces sur les bactéries planctoniques, ils révèlent 

le plus souvent une efficacité quasiment nulle sur les biofilms (silverstein et Donatucci, 

2003). 

 

Ainsi, pour toutes ces raisons, les recherches s’orientent aujourd’hui vers de nouvelles 

alternatives thérapeutiques entraînant moins d’effets secondaires et de résistances 

bactériennes, et présentant moins de danger pour la santé. Des produits d’origine naturelle, 

issus de plantes médicinales, tels que: les huiles essentielles et les composés phénoliques, 

utilisées en médecine traditionnelle, peuvent être considérées comme une bonne alternative 

thérapeutique. 

Selon des statistiques de 2003 de l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), 80% de la 

population mondiale a recours à la médecine traditionnelle pour satisfaire les soins de santé 

primaire. 

L’utilisation des plantes aromatiques dans la thérapeutique ne datent pas d’aujourd’hui. Les 

Algériens en particulier et les arabes en général ont utilisé depuis les temps les plus anciens 

les plantes comme source majeure de médicaments. 
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Introduction  

Leurs propriétés médicinales et biologiques sont prometteuses, certaines ont été mises en 

évidence à travers plusieurs publications internationales et d’autres font encore l’objet  des 

études de recherche à travers le monde. Aujourd’hui, la recherche de l’activitéantimicrobienne 

des huiles essentielles et les composés phénoliques continue, en les testant sur davantage de 

microorganismes à l’origine de plusieurs maladies. 

Notre travail va s’intéresser principalement à tester l’effet de l’huile essentielle et des 

composés phénoliques de lavandula officinalisSur l’inhibition de la formation de biofilms 

formés par K. pneumoniae isolée  des infections urinaires.  

Ce travail est réparti en trois parties principales, à savoir : 

Une synthèse bibliographique ; 

Le matériel et méthodes utilisés ; 

Les résultats obtenu ainsi qu’une discussion et en fin une conclusion.  
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Chapitre I : 
 
Synthèse 
bibliographique  



Synthèse bibliographique 

I. Les biofilms bactériens  
Dans certaines situations (températures, humidité), Klebsiella pneumoniae peut constituer des 

agrégats de biofilms notamment sur des surfaces inertes (sondes cathéters). 

 
Figure 1 : Observation de bactéries au sein d’un biofilm à Klebsiella pneumoniae. Mi-

croscopie Electronique à Balayage (MEB) 

1. Historique  

La découverte des biofilms est attribuée à l’inventeur du microscope Antoni Van Leeuwen-

hoek (1632-1723), qui observa vers 1683 avec cet appareil des communautés de micro-

organismes au niveau de ses dents (Donlan et al, 2002). 

En 1932 ; Henerici observa des communautés bactériennes fixées sur des lames lors d’une 

expérience visant à observer la croissance des algues sur des lames de verre placées dans un 

aquarium. Il émit alors une hypothèse que la plupart des bactéries vivant dans des milieux 

aqueux ne sont pas sous forme planctonique, mais plutôt organisée sous forme de communau-

té sessile fixe à une surface (Henerici, 1932),(trautner et al,2009). 

Le terme « biofilm » a été proposé pour la première fois par (Costerton,1978)et son équipe, 

en suggérant que ce serait le mode de vie naturel adopté par la plupart des micro-organismes. 

Depuis, un nombre croissant d’études ont été consacrées au biofilms, aussi bien dans le do-

maine industriel et environnemental que dans le domaine médical. Le nombre de publications 

scientifiques annuelles consacrées aux biofilms est passé d’une dizaine en 1996 à plus de 

1200 en 2002 (Donlan et al, 2002). 
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Synthèse bibliographique 

 

2. Définition  

Un biofilm est un ensemble de microorganismes, soit de la même espèce, soit d’espèce  diffé-

rentes, qui vivent en symbiose et forment une communauté. Il constitue un ensemble de cel-

lules isolées et de micro colonies de cellules filles, associés entre elles et/ou au surfaces 

(Alain Branger et al, 2012). 

Les biofilms sont des communautés microbiennes complexes capables de synthétiser et de 

sécréter une matrice protectrice en se liant fortement à un support (e.g : un tissu) (Phillips PL 

et al.,2010). 

 

3. Les étapes de formation d’un biofilm 

Les bactéries semblent initier la formation d’un  biofilm en réponse à une pression environ-

nementale, telle que le manque d’oxygène ou de nutriments ou la présence d’un traitement. 

Les biofilms peuvent se développer sur une grande variété de surface ; incluant les tissus vi-

vants, les dispositifs médicaux, ou sur tout support retrouvé dans le sol ou les milieux aqua-

tiques. Il existe généralement cinq étapes de formation des biofilms : 

 

3.1 Adhésion réversible 

En milieu liquide ou exposé à l’humidité, les bactéries planctoniques s’approchent d’une sur-

face solide par sédimentation ou par mobilité active (Phillips PL et al., 2010). 

Elles s’y attachent de manière réversible par des interactions  non spécifiques, électrostatiques 

et électrodynamiques. Cette étape est influencée par des conditions environnementales impli-

quant le pH, la température, la concentration en oxygène et en nutriments (Beloin et al., 

2008). Les bactéries adhèrent plus facilement sur une surface rugueuse, hydrophobe et non 

polaire. 

 

3.2 Adhésion irréversible  

La fixation à la surface solide devient irréversible en raison de la production 

d’exopolysaccharides par les bactéries et surtout grâce à des structures d’adhérence variables 

selon les espèces bactériennes, par exemple les fimbriae et les curli pour E. coli, qui interagis-

sent avec des récepteurs spécifiques présents sur la surface (Beloin et al,.2008 ;Van Houdt et 

Michiels,2005). 
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Synthèse bibliographique 

 

 

3.3 Formation de microcolonies 

Les bactéries se multiplient lentement et continuent de produire des exopolysaccharides. Elles 

s’agrègent entres elles et forment des microcolonies, qui sont protégées par la matrice exopo-

lysaccharidiques.  

 

3.4 Maturation du biofilm  

L’architecture complexe du biofilm se met en place avec la formation de canaux aqueux et de 

pores entre les microcolonies, permettant l’acheminement d’oxygène et de nutriments néces-

saires à la croissance des micro-organismes, ainsi que l’élimination des déchets (Myriam-

Auger, 2012). La production et la sécrétion d’enzymes ou de toxines provoque la dégradation 

des tissus environnants de l’hôte et permet ainsi la libération de nutriments (Jacobsen et al, 

2008). Un biofilm est approximativement constitué de 85% de matrice extracellulaire et de 

15% de micro-organismes (Behlau et Gilmore, 2008). La matrice extracellulaire est principa-

lement constituée d’eau (97%) et inclue également des polymères d’exopolysaccharides, des 

protéines, des acides nucléiques, des phospholipides, des nutriments et des métabolites (Be-

loin et al, 2008). Cette matrice a un rôle protecteur et un rôle structural. 

Les bactéries acquièrent un mode de croissance, une physiologie et un  métabolisme différent 

des bactéries planctoniques. Ces changements phénotypiques résultent d’une évolution du 

profil d’expression de leurs gènes. 

Les biofilms matures possèdent une structure tridimensionnelle avec plusieurs microenviron-

nements différents qui évoluent selon l’osmolarité, pH et la densité cellulaire. Du fait de cette 

hétérogénéité, l’état métabolique d’une bactérie diffère selon sa localisation :il existe une va-

riété de phénotypes bactériens au sein d’un biofilm. 

Les contacts rapprochés entre les micro-organismes favorisent le transfert horizontal de maté-

riel génétique. Ce phénomène pourrait notamment faciliter la propagation des gènes de résis-

tance aux antibiotiques (Trautner et Darouiche, 2004). 

 

3.5 Dispersion du biofilm 

La densité bactérienne sur une surface peut atteindre 107 cellules/cm3 (Hall-Stoodley et al., 

2004). Des bactéries se détachent du biofilm et se dispersent dans le milieu environnant après 

un retour à l’état planctonique. Traditionnellement, le détachement de bactéries est considéré 
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comme un phénomène passif, dépendant notamment des forces du flux du milieu dans lequel 

le biofilm se trouve. Ce pendant,le détachement de bactéries peut aussi être une stratégie ac-

tive, initiée par les bactéries elles-mêmes, leur permettant de coloniser de nouvelles surfaces 

et de survivre lorsque l’espace et les nutriments deviennent limités. Les bactéries peuvent se 

détacher seules ou par petits ou gros amas selon les mécanismes impliqués (Kaplan, 2010). 

Comme pour les autres étapes, le détachement de bactéries est un processus complexe qui 

implique des signaux environnementaux et une communication entre les bactéries. 

Ainsi un biofilm établi constitue un réservoir de bactéries viables, capables d’aller coloniser 

d’autres surfaces. 

 

 
Figure 2 : représentation schématique des différentes étapes de formation d’un biofilm 

(Phillips PL et al.2010). 

 

4. Les facteurs influençant la formation du biofilm 

La formation d’un biofilm est un phénomène complexe, sous l’influence de nombreux fac-

teurs : caractéristiques du substrat sur lequel les bactéries vont se fixer, forces s’exerçant dans 

le milieu aqueux (hydrodynamique du fluide), caractéristiques du milieu et propriétés de la 

surface des cellules (Donlan et al, 2002). 

4.1 La surface  

N’importe quel matériau en contact avec un fluide contenant des bactéries est un support po-

tentiel pour la formation d’un biofilm. La rugosité, les propriétés chimiques d’une surface et 
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la présence préalable de films protéiques influent sur l’attachement des bactéries à cette sur-

face et à la formation d’un biofilm (De Chalvet De Rochemonteix, 2009). 

 

4.2 Les caractéristiques du milieu 

La formation et la dispersion d’un biofilm nécessitent des équipements enzymatiques précis et 

des entités structurales particulières, dont l’activation dépend de facteurs environnementaux 

(Donlan et al, 2002) 

 

• La température est importante non seulement parce qu'elle affecte l’activité métabo-

lique et enzymatique des bactéries, mais aussi parce qu'elle influence certains para-

mètres physicochimiques (pH, activité ionique, agitation thermique et solubilité des 

gaz) ainsi que les propriétés de surface des microorganismes. La température de crois-

sance peut avoir un effet significatif sur la mobilité électrophorétique cellulaire et la 

production de flagelles et, ainsi sur l’adhésion (bellifa Samia,2014), 

• le pH du milieu environnant modifie la charge de surface des microorganismes ainsi 

que celle des supports solides suite au déplacement des équilibres d’ionisation (proto-

nation/déprotonation) des groupements fonctionnels exposés selon leur pKa (bellifa 

samia,2014).ce qui peut avoir comme conséquence une réduction ou une augmenta-

tion des interactions électrostatiques répulsives défavorables à l’adhésion (Boutaleb, 

2007), 

• concentration en oxygène, concentration en fer, osmolarité, présence d’ions spéci-

fiques,  

• sources de carbone disponibles : elles ont une influence sur la formation d’un biofilm 

et sur sa maturation (Martinez, 2007), 

• concentrations en nutriments : dans un milieu statique, la concentration en nutriments 

doit être élevée pour qu’il puisse y avoir formation d’un biofilm ; ce n’est pas le cas 

pour un milieu hydrodynamique (Spormann, 2008). 

 

4.3 Propriété des cellules  

L’hydrophobicité de la surface de la cellule, la présence de fimbriae et de flagelles, et la pro-

duction d’exopolysaccharides influencent l’attachement des bactéries sur une surface. 

L’hydrophobicité d’une surface est importante dans l’adhésion des micro-organismes à cette 
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dernière. Moins les matériaux sont polarisés, plus les liaisons hydrophobes deviennent impor-

tantes. 

La plupart des bactéries sont chargées négativement et présentent à leur surface des zones 

hydrophobes. Plusieurs éléments structuraux des bactéries interviennent dans leur attachement 

à une surface : flagelles, fimbriae, polysaccharides. Il peut y voir des compétitions ou des 

coopérations entre cellules lorsque plusieurs espèces de bactéries sont concernées. Les poly-

mères apolaires situés à la surface des cellules comme les fimbriae, certaines protéines, et les 

acides mycoliques (composants de certaines bactéries Gram positives) semblent s’attacher de 

façon prédominante à des surfaces hydrophobes. 

Les exoploysacchardies et les lipopolysaccharides sont plus importants dans les mécanismes 

d’attachement à des surfaces hydrophiles (Donlan et al, 2002). 

La synthèse de fimbriae de type I par des bactéries est un processus complexe gouverné par 

les statuts nutritionnels des cellules (stimulation de la synthèse si déficit carboné ou en acides 

aminés chez les souches uropathogènes d’Escherichia coli) et par les conditions environne-

mentales (pas de synthèse si pH bas ou température basse).  

L’expression des curli est sous le contrôle de cascades de phosphorylation. Les conditions 

environnementales répriment ou stimulent l’expression de gènes codant pour des caractères de 

motilité. La synthèse de curli est stimulée dans les conditions environnementales suivantes : 

faible osmolarité, basse température, faible disponibilité du milieu en azote, phosphate, fer et 

croissance ralentie (Goller, 2008). 

 

5. Régulation de la formation des biofilms : le quorum sensing 

5.1 Définition et mécanismes 

La formation d’un biofilm est contrôlée par des mécanismes de quorum sensing.  

Le Quorum Sensing est un mécanisme régulateur très répandu parmi les bactéries à Gram 

négatif. Il contrôle la sécrétion de facteurs de pathogénicité, la formation de biofilm, le méca-

nisme de conjugaison et la bioluminescence (Miller et Bassler, 2001). 

Il s’agit de mécanismes de contrôle des processus ayant lieu au sein des cellules, matérialisés 

par des signaux de cellules à cellules, et dépendant de la quantité de cellules présentes : on 

parle de mécanismes de perception du quota. Ces mécanismes sont basés sur le principe de 

masse critique (Costerton et al., 1999).Une fois que les signaux atteignent une valeur seuil 

(valeur critique), des régulateurs transcriptionnels sont activés et exercent un contrôle sur des 

gènes spécifiques (Costerton, 1999).La nature et la fonction des molécules signalant les 
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échanges de cellule-à-cellule changent à partir d'une concentration donnée des bactéries (Cos-

terton, 1999). 

 

6. Bactéries formatrices de biofilm : Klebsiella pneumoniae 

6.1 taxonomie  

Le genre Klebsiella appartient à la famille des Enterobacteriaceae, l’ordre Enterobacteriales, 

le phylum proteobacteria, et le domaine des Bacteria (Yang et al., 2011). 

Le genre Klebsiella  appelée également bactérie de Friedländer. Sa nomenclature est au-

jourd’hui encore provisoire, car de nouvelles espèces ont été incluses dans ce genre, sur des 

arguments phénotypiques, mais sans réévaluation globale de sa position taxonomique au sein 

des entérobactéries, ni entre les différentes espèces. 

A l’origine, l’importance médicale du genre Klebsiella le conduisit à être subdivisé en quatre 

espèces correspondantes aux maladies engendrées : K. pneumoniae, K. Ozaenae, K. rhinos-

cleromatis, K. oxytoca (Jean. L. Avril et al., 2000). 

 

6.2 caractères biochimiques  

Les Klebsiella sont généralement identifiées en fonction de leurs réactions biochimique. Le 

genre est défini comme : non mobile, bactéries Gram négatif encapsulées généralement en 

forme de tige faisant partie de la famille des Enterobacteriaceae (Peter M. Hawkey et al., 

2006).  

K. pneumoniae possède les caractères suivants : oxydase négative, catalase positive, fermenta-

tion du D-glucose et réduction des nitrates en nitrites 

Les caractères biochimiques utile au diagnostic de l’espèce sont les suivants :β-galactosidase 

positive, uréase positive, VP positive (réaction de Vosges-Proskauer : production d’acétoïne), 

lysine-décarboxylase (LDC) positive, ornithine-décarboxylase (ODC) négative, arginine di-

hydrolase (ADH) négative, indole négative, gélatinase négative, une absence de production 

d’H2S et fermentation de nombreux sucres dont le saccharose, le rhamnose et le mélibiose. 

(Jean. L. Avril et al., 2000). 
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6.3 structure de la surface de Klebsiella pneumoniae 

 

 
Figure 3 : Représentation schématique des facteurs de pathogénicité de 

Klebsiella sp. (Podschun et Ullmann, 1998). 

 

 

6.3.1 la capsule  

La plupart des souches de Klebsiella pneumoniae produisent une capsule polysaccharidique, 

de structure fibrillaire, recouvrant la totalité de la paroi bactérienne et apparaissant à la colora-

tion de Gram sous la forme d’un halo clair. Les sous-unités de cette capsule sont composées 

par quatre ou six sucres, avec une prédominance d’acide glucuronique conférant une charge 

négative à la capsule. 

6.3.2 les fimbriae (pili) 

Dans une première étape dans le  processus infectieux critique, les microorganismes doivent 

se rapprocher autant que possible des surfaces muqueuses et maintenir cette proximité en se 

fixant à la cellule hôte (d’adhérence). 

Les propriétés adhésives des entérobactéries sont généralement médiées par différents types 

de pili. Pili (autrement connu comme fimbriae)    sont non flagellaires, filamenteux, projec-

tions sur la surface bactérienne. 

Ces structures sont de 10µm de long et ont un diamètre de 1 à 11 nm (Ofek et Doyle, 1994), 

ils sont constitués de sous-unités protéiques globulaires de polymères (piline) (Jones et 
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Isaacson, 1983). Les deux types de fimbriae les plus rencontrés chez K. pneumoniae sont le 

type 1 et le type 3. 

 

 Pili de type I 

Le pili de type 1 sont les mieux connus et sont présents chez la majorité des entérobactéries. 

Ils sont des fimbriae de structure rigide de 5 à 7 nm de diamètre et de longueur variable (0.2 à 

2 µm), disposés se façon péritriche à la surface des bactéries. 

La base du pilus est ancrée dans la membrane externe de la bactérie, et se prolonge par une 

section hélicoïdale flexible, qui porte l’adhésine FimH à son extrémité (Ofek et al., 1978). 

 Les pili de type 1 sont essentiels à l’attachement initial stable de plusieurs souches de Kleb-

siella pneumoniae sur des surfaces inertes que soit en milieu riche dans des conditions sta-

tiques ou en milieu minimum dans des conditions dynamiques. Chez K.pneumoniae, ces fim-

briae sont également impliqués dans la formation des biofilms (Podshun.R et U.Ullmann, 

1998). 

 

 Pili de type III 

Les pili de type 3 sont très largement répandus parmi les souches de Klebsiella, d’origine cli-

nique ou environnementale. 

Leur rôle a été mis en évidence dans l’adhésion des bactéries aux cellules endothéliales et aux 

cellules épithéliales de l’arbre respiratoire (Würker et al.,1990). 

Cette espèce n’est pas une cause commune des infections urinaires chez les personnes à court 

terme, cathétérisées ou non cathétérissées, mais à une prévalence beaucoup plus élevée dans 

l’urine des patients cathétérisés à long terme. 

 

6.4 Epidémiologie  

K. pneumoniae est fréquemment isolée des eaux, du sol et des végétaux. Elle est présente dans 

la flore fécale de l’homme et est souvent commensale de la peau, des muqueuses et des voies 

respiratoires (Jean L. Avril et al., 2000). 

K. pneumoniae peut être isolée lors de pathologie communautaires ou nosocomiales. 

Au cours des infections liées aux soins, les principaux réservoirs de transmission sont le tube 

digestif des patients ainsi que les mains du personnel soignant. K. pneumoniae est alors ca-

pable de diffuser rapidement ce qui lui permet d’être à l’origine d’épidémies nosocomiales. 
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II. Les antibiotiques  
 

1. Définition  

Les antibiotiques sont des substances élaborées par des micro-organismes, ou des substances 

synthétiques, qui sont bactériostatiques ou bactéricides à dose faible.  

Leurs cibles d’activité sont des structures moléculaires spécifiquement bactériennes. Elles ont 

donc une toxicité sélective pour les cellules procaryotes et une toxicité faible pour les cellules 

eucaryotes (Jean .L. Avril et J.L. Fauchere, 2002). 

2. Types d’antibiotiques 

Les antibiotiques sont regroupés en familles dans lesquelles les différents produits ont une 

communauté de structure chimique et un mécanisme d’action identique (ces deux propriétés 

sont souvent liées). Les antibiotiques actuellement utilisés en médecine sont regroupés en 10 

familles (Jean .L. Avril et J.L. Fauchere, 2002). 

 

2.1. Les β-lactamines 

Il s’agit de la famille la plus vaste et la plus complexe. Elle est caractérisée par le noyau β-

lactame. Ces antibiotiques ont un mécanisme  d’action identique : l’inhibition de la synthèse 

du peptidoglycane de la paroi. 

Dans cette famille, on distingue deux groupes principaux : les pénicillines, les céphalospo-

rines et des groupes de produits plus récents apparentés aux β-lactamines (Jean .L. Avril et 

J.L. Fauchere, 2002). 

2.2. Les aminosides  

La streptomycine a été extraite de streptomyces griseus en 1944. De nombreux produits ont 

ensuite été synthétisés en modifiant les substituants de la molécule de base : la streptamine 

(Jean .L. Avril et J.L. Fauchere, 2002). 

Les aminosides ont un spectre large englobant les Gram positif et les Gram négatif. 

Trois groupes sont individualisés au sein des aminosides : 

• le groupe de la streptomycine 

• le groupe de la néomycine  

• le groupe de la kanamycine  
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• les produits les plus utiles actuellement sont ceux du groupe kanamycine (gen-

tamycine, tobramycine, nétilmicine). 

2.3. Les phénicols 

Ce sont des antibiotiques bactériostatiques à large spectre qui couvrent une grande variété de 

germes à Gram négatif et à Gram positif. On distingue dans ce groupe le Chloramphénicol et 

le Thiamphénicol. 

 

2.4. Les quinolones 

Ce sont des antibiotiques bactéricides à large spectre, possédant une structure de base com-

portant un cycle accolé à un hétérocycle pipérazine en position 7 et un atome de fluor en posi-

tion 6 (Jean .L. Avril et J.L. Fauchere, 2002).On distingue : 

. Les quinolones anciennes : Acides nalidixiques  

. Les quinolones de deuxième génération ou fluoroquinolones : Norfloxacine, Pefloxacine, 

Ciprofloxacine. 

Leur spectre d’activité concerne les entérobactéries, les staphylocoques et les Pseudomonas. 

2.5. Les monobactames  

Le seul représentant de ce genre est l’Aztréonam dont le spectre d’activité concerne : 

. Bacilles à Gram négatif sécrétrices de β-Lactamines  

. Les streptocoques  

. Les staphylocoques 

 

3. Résistances aux ATB 

L'efficacité de l’antibiotique dépend d'au moins trois facteurs : la quantité d'antibiotique au 

contact de la cible, l'affinité de l'antibiotique pour la cible et la production d’enzymes inacti-

vant l'antibiotique. Ces facteurs sont responsables soit d'une résistance naturelle, et donc pré-

sents chez toutes les souches de l'espèce, soit d'une résistance acquise par certaines souches, 

suite à l'apparition de mutations chromosomiques ou à l'acquisition de matériel génétique tels 

que des plasmides, des transposons ou des intégrons. D’après le Comité de l’antibiogramme 

de la société Française de Microbiologie : « les souches catégorisées résistantes sont celles 

pour lesquelles il existe une probabilité d’échec thérapeutique, quels que soient les traitements 

et la dose d’antibiotique » (Comité de l'antibiogramme de la société Française de Micro-

biologie). 
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3.1. Résistance naturelle  

K. pneumoniae possède naturellement un gène codant pour une pénicillinase chromosomique 

qui lui confère une résistance à bas niveau aux pénicillines. Cette pénicillinase est sensible à 

l'action des inhibiteurs (acide clavulanique, tazobactam).Ainsi, le phénotype sauvage de K. 

pneumoniae est sensible aux associations amoxicilline (ou ticarcilline) + acide clavulanique et 

pipéracilline + tazobactam ainsi qu'à l'ensemble des céphaloporines. Elle est également sen-

sible aux céfamycines, à l'aztréonam et aux carbapénèmes (Courvalin et al.,2006) 

Concernant les autres antibiotiques, K. pneumoniae est sensible aux aminosides, aux fluoro-

quinolones, à la fosfomycine et au cotrimoxazole. 

 

3.2. Résistance acquise  

K. pneumoniae a toujours joué un rôle majeur dans l'apparition et la dissémination des méca-

nismes de résistance, en particulier vis-à-vis des β-lactamines. Ainsi, dans les années 1970, 

ces bactéries ont été pionnières pour les résistances aux aminosides(Christensen et  Korner, 

1972).A partir des années 1980, K. pneumoniae a largement contribué à la dissémination hos-

pitalière des β-lactamases à spectre étendu (BLSE) qui leur confèrent une résistance aux cé-

phalosporines de 3eme génération (C3G) (Paterson et Bonomo 2005 ;Sirot1995),plus ré-

cemment, cette espèce occupe une position importante dans l'émergence et la dissémination 

de certaines enzymes conférant la résistance aux carbapénèmes.  

Lorsque l'on fait un bilan des nouvelles β-lactamases décrites depuis 1983, K.pneumoniae est 

dans 80% des cas l'hôte chez qui ont été découvertes ces nouvelles enzymes (de type TEM, 

SHV ou de la classe C)(Paterson et Bonomo, 2005).Lorsqu'elle n'est pas le premier hôte, on 

retrouve très fréquemment cette espèce comme responsable de la diffusion épidémique de 

nouvelles enzymes comme les métallo-enzymes de type VIM et NDM-1 (Kassis-Chikhani et 

al.,2006 ; Woodford et al.,2004). 
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III. Les huiles essentielles et les composés phénoliques  
1. La plante étudiée : Lavandula officinalis 

La lavande est une plante très rustique, que l'on retrouve dans les régions tempérées chaudes; 

comme par exemple l'Ouest de la méditerranée. Elle pousse sur des sols rocailleux ou ro-

cheux, garrigue. D'ailleurs, toutes les parties de la plante témoignent d'une excellente adapta-

tion à un milieu sec et aride. Les racines notamment, sont nombreuses et s'enfoncent profon-

dément dans le sol, à la recherche d'un maximum de fraîcheur durant l'été (Maud BEL-

MONT, 2013). 

 

1.1. Taxonomie  

La lavande officinale appelée encore lavande vraie, lavande femelle, lavande fine, ou en latin: 

Lavandula officinalis. A Rome, les femmes s'en servaient pour adoucir le linge: c'est pour 

cette raison que le mot lavande vient du verbe latin lavare (qui sert à laver), qui a donné dans 

un premier temps lavanda en italien.  

 

Règne : Plantae 

Division : Magnoliophyta 

Classe : Magnoliopsida 

Ordre : Lamiales  

Famille : Lamiaceae  

Genre : Lavandula 

Espèce : Lavandula officinalis = Lavandula angustifolia 

 

2. Généralités sur les extraits étudiés 

2.1. Les huiles essentielles 

 

Il s’agit d’un extrait pur et naturel provenant de plantes aromatiques et médicinales (Roulier 

G, 1990). Elle concentre l’essence de la plante, autrement dit son parfum. Il s’agit de subs-

tances odorantes, volatiles, de consistance huileuse, très concentrées, offrant une forte concen-

tration en principes actifs (Lardry J-M, Haberkorn V, 2007). Il faut ainsi une très grande 
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quantité de plantes fraîches pour obtenir quelques millilitres d’huiles essentielles.Ces produits 

odorants sont extraits par entraînement à la vapeur d’eau ou par pression. 

 

Les huiles essentielles sont liquides à température ambiante mais aussi volatiles, ce qui les 

différencie des huiles dites fixes. Elles sont liposolubles et solubles dans les solvants orga-

niques usuels ainsi que dans l’alcool, entraînables à la vapeur d’eau mais très peu solubles 

dans l’eau (Thénrad, 1836). 

Leur conservation nécessite de l’obscurité et de l’humidité. De ce fait, l’utilisation de flacons 

en verre opaque est conseillée (Dupin et al ., 2012). 

 

2.2. Les polyphénols 

Les polyphénols, dénommés aussi composés phénoliques, sont des molécules spécifiques du 
règne végétal et qui appartiennent à leur métabolisme secondaire. 

 

3. Données sur l’huile essentielle de Lavandula officinalis 

3.1. Composition chimique  

La composition chimique et la quantité d'huile essentielle de lavande officinale varient en 

fonction des conditions de culture, de la saison, de la variété culturale et même de la tech-

nique d'extraction. 

Les principaux constituants de la Lavande officinale sont le linalol et l’acétate de linalyle. Son 

odeur et sa saveur sont spécifiques, légères et d’une grande finesse grâce à la teneur élevée en 

linalol par rapport au camphre (Maud BELMONT, 2013). 

 

3.2. Propriétés physico chimiques  

Les huiles essentielles sont liquides à température ambiante mais aussi volatiles, ce qui les 

différencie des huiles dites fixes. Elles sont liposolubles et solubles dans les solvants orga-

niques usuels ainsi que dans l’alcool, entraînables à la vapeur d’eau mais très peu solubles 

dans l’eau (AFSSAPS, 2008). Il faut donc impérativement un tensioactif pour permettre leur 

mise en suspension dans l’eau.  

Elles présentent une densité en général inférieure à celle de l’eau et un indice de réfraction 

élevé. 
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 Elles sont pour la plupart colorées : ex : rougeâtre pour les huiles de cannelle et une variété 

de thym, jaune pâle pour les huiles de sauge sclarée et de romarin officinal. Elles sont alté-

rables et sensibles à l’oxydation (Couic-Marinier F., Lobstein A, 2013). 

Elles sont constituées de molécules à squelette carboné, le nombre d’atomes de carbone étant 

compris entre 5 et 22 (le plus souvent 10 ou 15) (AFSSAPS, 2008). 

 

3.3. Domaines d’utilisation  

3.3.1. Parfumerie et cosmétiques 

L’utilisation des huiles essentielles dans les crèmes et les gels permet de préserver ces cosmé-

tiques grâce à leur activité antiseptique et antioxydante, tout en leur assurant leur odeur 

agréable. 

 L’huile essentielle de Lavandula officinalis est utiliser pour : 

• Apaiser la peau irritée, le cuir chevelu  

• Tonifier et adoucir la peau, soigner les boutons. 

Elle convient à toutes les peaux : grasses, sèche ou mixte, elle rétablit l’équilibre (Catherine 

Dupin et Danièle Festy ,2012). 

 

3.3.2. Phytothérapie  

Les huiles essentielles sont largement utilisées pour traiter certaines maladies internes et ex-

ternes (infections d’origine bactérienne ou virale, troubles humoraux ou nerveux). En méde-

cine dentaire, plusieurs huiles essentielles ont donné des résultats cliniques très satisfaisants 

dans la désinfection de la pulpe dentaire, ainsi que dans le traitement et la prévention des ca-

ries. 

 La listerine qui est une solution constituée des huiles essentielles de thymol et d’eucalyptol 

possède une grande activité bactéricide sur les microorganismes de la salive et de la plaque 

dentaire. 

 

3.3.2.1. Pouvoir antimicrobien des huiles essentielles 

L’activité des huiles essentielles est souvent réduite à l’activité de ses composés majoritaires, 

ou ceux susceptibles d’être actifs. Toutefois, les composés minoritaires pourraient agir de 

manière synergique  

De nombreuses études ont mis en évidence une activité antimicrobienne qualitativement simi-

laire entre les huiles essentielles et leurs composés chimiques testés isolément. Cependant il 
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existe des différences quantitatives. En effet, il a été prouvé que l’effet antimicrobien des 

huiles essentielles est supérieur à celui de ses composés majoritaires testés séparément. 

L’association des principaux composés actifs agirait de façon synergique en potentialisant 

l’action antimicrobienne de l’huile essentielle (Lambert et al., 2013). 

Les composés chimiques connus pour leur efficacité antimicrobienne et leur large spectre sont 

les phénols (thymol, carvacrol et eugénol), les alcools, (α-terpineol, terpinen-4-ol, linalol), les 

aldéhydes, les cétones et plus rarement les carbures (Cosentino S.et al, 1999), (Dorman H. J. 

D. et Deans S. G, 2000). 

 

4. Données sur les composés phénoliques  

Une des originalités majeures des végétaux réside dans leur capacité à produire des substances 

naturelles très diversifiées. En effet, à côté des métabolites primaires classiques (glucides, 

protides, lipides, acides nucléiques), ils accumulent fréquemment  des métabolites dits « se-

condaires » dont la fonction physiologique n’est pas toujours évidente mais qui représentent 

une source importante de molécules utilisables par l’Homme dans des domaines aussi  diffé-

rents que la pharmacologie ou l’agroalimentaire (Macheix et al., 2005). 

Les composés phénoliques produits principalement à partir des acides aminés : phénylalanine 

et tyrosine, sont un groupe de nombreux composés carbonés cycliques dont la structure ne 

contient pas d’azote (Nabors, 2004;Macheix et al., 2005).  

Dans la plupart des cas, les composés phénoliques renforcent les plantes ou les protègent de 

différents dangers (Nabors, 2004).  

Généralement, ils sont devenus suffisamment importants pour que la plante en produise de 

grandes quantités. Environ 40 % du carbone circulant dans la biosphère se présente sous de 

composés phénoliques que l’on trouve dans les parois cellulaires et dans les vacuoles des cel-

lules qui les produisent. Les types principaux de composés phénoliques sont les lignines, les 

flavonoïdes et les composés allélopathiques (Nabors, 2004). 

Il existe plusieurs classes de polyphenols dont les principaux sont: les tannins, les flavonoïdes, 

les alcaloïdes, les mucilages, les coumarines… 

 

4.1. Composition chimique  

Les composés phénoliques forment un très vaste ensemble de substances. L’élément structurel 

fondamental qui les caractérise est la présence d’au moins un noyau benzénique auquel est 
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directement lié au moins un groupe hydroxyle, libre ou engagé dans une autre fonction : éther, 

ester ou hétéroside (Bruneton, 1993). 

Les formes phénoliques identifiées chez le genre lavandula présentent des structures chi-

miques allant du simple phénol en C6 aux flavonoïdes en C15  et à des molécules très proches. 

Sauf exception, ces substances sont présentes sous forme soluble dans la vacuole (Macheix et 

al, 2005). 

Dans le genre lavandula, les flavonoïdes se répartissent en deux groupes, principalement dans 

le feuillage où ils constituent les flavonoïdes glycosides, et dans les fleurs formant les antho-

cyanidines.  

4.2. Domaines d’utilisation 

4.2.1. Utilisation thérapeutique 

Les propriétés biologiques des flavonoïdes y compris les proanthocyanidines ont été extensi-

vement réexaminées. En plus de leur pouvoir antioxydant, les proanthocyanidines possèdent 

un effet antibactérien, antiviral, anticancérogène, anti-inflammatoire, antiallergique et vasodi-

latateur (Bagchi et al, 1998) 

Les flavonoïdes sont susceptibles d’assurer la protection des tissus contre les effets nocifs du 

rayonnement UV. 

Les polyphénols sont connus pour leur propriété antioxydante vis-à-vis des lipoprotéines à 

basse densité (LDL). Ils pourraient ainsi jouer un rôle protecteur contre les maladies cardio-

vasculaires (Frankel et al, 1991). 
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Ce travail a été réalisé au niveau du laboratoire de Biotechnologie microbienne de 

l’Université de M’Hamed Bouguerra et le laboratoire de bactériologie à l’Hôpital de Thenia 

dans le cadre de l’obtention d’un diplôme de Master en Biologie.  

 

 

1. Extractions 

La plante Lavandula officinalis provient de la région de Bouira. Elle a été identifiée par un 

botaniste de l’université de Boumerdès. La récolte est effectuée  manuellement durant le mois 

d’Avril  2016. Une partie est conservée à l’abri de la lumière et à la température ambiante 

pour l’extraction des huiles essentielles, l’autre partie est séchée, réduite en poudre fine dans 

un moulin à café de marque Seb puis mise dans un flacon en verre fermé hermétiquement 

jusqu’à l’extraction des polyphénols. (Anthony Ojeil et al, 2010). 

Seule la partie aérienne est utilisée pour l’obtention des huiles essentielles et les composés 

phénoliques. 

 
1.1. Extraction des huiles essentielles  

Les huiles essentielles de lavandula officinalis étudiée ont été extraites par hydrodistillation 

grâce à un appareil de type Clevenger. (Simard. S et al ,1988). Cette technique est basée sur 

l’ébullition d’un mélange de l’échantillon solide et l’eau. La vapeur saturée d’huiles 

essentielles traverse un serpentin ou elle se condense pour donner deux produits: l’eau florale 

et l’huile essentielle (N. Chahboun et al, 2015), (S. Ram Verma et al ; 2010). 

 

1.2. Procédé d’extraction 

Quatre cents grammes (400g) de Lavandula officinalis sont mises dans un ballon en verre, 

additionnées de 4000 ml d’eau distillée. L’ensemble est porté à ébullition, après l’apparition 

de la première goutte de distillat à la sortie du tube de condensation de la vapeur, l’huile 

essentielle est alors entrainée par la vapeur d’eau. Elle est ensuite condensée en passant par un 

condensateur, fixé par un support approprié en position verticale pour faciliter 1'écoulement 

du distillat. Le temps de cette extraction est d’environ trois heures. (S. Ram Verma et al ; 

2010), ( Mohammedi Zohra et al ; 2013). 

Le distillat obtenu est récupéré dans une ampoule à décanter. Le mélange est laissé au repos 

quelques minutes, ce qui résulte l'apparition de deux phases, l'une est organique (huile 

essentielle) et l'autre est aqueuse. En fin, le distillat est recueilli dans un tube à essai et l’huile 
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essentielle de Lavandula officinalis sera par la suite récupérée dans un flacon approprie. (N. 

Chahboun et al, 2015). 

 

1.3. Conservation de l’huile essentielle obtenue 

La conservation de l’huile essentielle exige certaines précautions indispensables. (Burt, 

2004). C'est pour cela nous avons conservé l’huile essentielle de Lavandula officinalis à une 

température voisine de 4°C, dans un flacon en verre stérile fermé hermétiquement pour la 

préserver de l'air et de la lumière (en utilisant le papier d’aluminium). 

 

1.4. Détermination du rendement d’extraction 

Selon la norme AFNOR(1986), le rendement en huile essentielle (Rd), est défini comme étant 

le rapport entre la masse de l’huile essentielle obtenue après extraction (M') et la masse de la 

matière végétale utilisée (M). Il est donné par la formule suivante : 

Rd= M’/M.100 

 

Rd: Rendement en huile essentielle exprimée en pourcentage (%) ; 

M': Masse de l’huile essentielle obtenue en gramme (g); 

M: Masse de la matière végétale sèche utilisée en gramme (g)  

 

1.5. Extraction des polyphénols 

Dans un flacon en verre, recouvert de papier aluminium et bien fermé, 30g de poudre est 

mélangé avec 100 ml de méthanol 85%. Le flacon est mis au réfrigérateur pendant 72h 

(Anthony Ojeil et al, 2010). 

 

 

Après 72h, l’extrait est filtré à la mousseline puis au papier filtre ensuite évaporé à 45°C à 

l’aide d’un Retavapor.  
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Figure 4 : évaporation de l’extrait de Lavandula officinalis dans un Rotavapor 

(Originale) 

 

 

 

1.6. Dosage 

Le dosage des composes phénoliques est fait selon le protocole de  Folin-Ciocalteau : 1,58 ml 

d’eau distillé est mélangé avec 10 µl de la dilution ¼ de notre extrait, 100µl de réactif Folin-

Ciocalteau ont été ajoutés au mélange. Le mélange obtenu a été laissé 5 minutes à température 

ambiante puis 300µl de la solution saturée en Na2 Co3 ont été ajoutés le tout est incubé à 20°C 

pendant 2 heures. L’absorbance a été lue à 765 nm. 

 

2. Activités antimicrobienne des extraits de Lavandula officinalis 

Le criblage préliminaire de l’activité antimicrobienne des huiles essentielles a été réalisé par 

la technique modifiée de Kirby–Bauer (Carson et Riley, 1995). 

Des boites de pétris (9 cm de diamètre) remplies par de gélose Muller Hinton sont 

ensemencées par écouvillonnage à partir des suspensions standardisées (108 ufc/mL).  

Ensuite, des disques en papier Whatman (No. 3) (6mm) imprégnés par 10 μL d’huile 

essentielle ou d’extrait phénolique sont déposés sur la surface de la gélose pré ensemencée.  
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Puis, les boites sont incubées à 37 °C pendant 24h. Après incubation, les diamètres 

d’inhibition sont mesurés en millimètres, disques inclus, à l’aide d’un pied à coulisse. Les 

expériences ont été réalisées en deux fois.  

La lecture des résultats se fait par la mesure du diamètre (Ø) de la zone d’inhibition en mm 

selon la fourchette proposée par Ponce et al. (2003) comme suit : 6 mm ≤ Ø ≤ 8 mm : non 

sensible 9mm ≤ Ø ≤ 14 mm : sensible 15 mm ≤ Ø ≤ 19 mm : très sensible Ø ≥20 mm: 

extrêmement sensible.  

3. Concentration minimales inhibitrices 

 

Les CMI (Concentrations Minimales Inhibitrices) ont été déterminées par microplaques selon 

les indications du Comité de l'Antibiogramme de la Société Française de Microbiologie 

(CASFM, 2010). 100μL de milieu de culture liquide sont déposés dans les 96 puits d’une 

microplaque stérile à fond rond. 100μL de la solution-mère de chaque produit à tester sont 

déposés dans le premier puits de 2 lignes (essais en double). 

 

Après homogénéisation, des dilutions de raison 2 sont réalisées de la colonne 1 à la colonne 

10 incluse. L’inoculation a été réalisée par dépôt de 100μL de la suspension mère du 

microorganisme test ajustée à environ 108 bactéries/ml ou à différentes concentrations, dans 

chaque puits d’une seconde microplaque (Dépôt de 1 à 3 μL/puits : concentration finale 106 

bactéries/mL pour un inoculum initial à 108/mL). Les colonnes 11 et 12 servent 

respectivement de témoin de stérilité du milieu (sans produit et sans microorganisme) et de 

témoin croissance du microorganisme (sans produit et avec microorganisme). Après 24 heures 

d’incubation à 37°C, les CMI sont déterminées comme les plus petites concentrations avec 

absence de croissance visible. 

4. Prélèvements 

Les bactéries ont été prélevées chez les patients atteints d’infections urinaires hospitalisés au 

niveau des urgences à l’hôpital de Thenia, sur une période allant du 15/03/2016 au 

30/04/2016. 

4.1. Isolement et purification   

Après incubation des milieux ensemencés, on procède à la purification des colonies 

bactériennes par ré-isolement sur le même milieu afin d’obtenir des souches pures à identifier. 

4.2. Identification  

L’identification des souches est réalisée, après vérification de leur pureté par : 

L’étude des caractères macroscopiques.  
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L’étude des caractères microscopiques (coloration de Gram). 

L’étude des caractères biochimiques (galerie classique). 

4.2.1. Caractères macroscopiques 

Les caractères visibles à l’œil nu sont: formes, taille, odeur, couleurs et aspect. 

4.2.2. Caractères microscopiques (Gram) 

La morphologie, l’arrangement des cellules, les types pariétaux des isolats sont déterminés sur 

des cultures jeunes par la technique de coloration de Gram après observation par microscope 

optique. 

4.2.3. Identification par galerie classique  

La galerie est faite selon le protocole de l’hôpital de Thenia. Quatre tests ont été réalisés sur 

les six souches de Klebsiella pneumoniae. 

4.2.3.1. Milieu TSI  

Le milieu TSI est un milieu glucosé saccharose, contenant du citrate de fer ammoniacal. Ilest 

très utilisé dans l'indentification des Enterobacteriaceae.  

Ensemencer une colonie bactérienne par piqûre centrale et stries sur la pente de la gélose. 

Laisser les bouchons légèrement dévissés. Incuber 24 heures à 37°C. 

La fermentation du glucose provoque un virage au jaune du culot, celle du lactose ou du 

saccharose, un virage au jaune de la pente. La production d’H2S provoque un noircissement 

entre la pente et le culot. Enfin la production de gaz provoque des bulles dans le culot. 

 

4.2.3.2. Milieu citrate de Simmons  

Ce milieu permet de mettre en évidence l'utilisation du citrate comme seule source de carbone 

et d'énergie.  

Dans ce dernier, ensemencer une colonie bactérienne par stries sur la pente à l’aide d’une 

pipette Pasteur fermée. Incuber 24 heures à 37°C, bouchon dévissé. La lecture des résultats se 

fait par visualisation d’un changement de couleur et la présence d’une culture bactérienne. 

4.2.3.3. Milieu de clarck et lubs  

A l’aide d’une pipette pasteur ensemencer une colonie bactérienne dans le milieu Clarck et 

lubs. Incuber à 37°C pendant 24h. 

4.2.3.3.1. Réaction de Vosges-Proskauer(VP)  

Après incubation, transvaser 1 ml du milieu dans un autre tube et ajouter 0,5 ml d’une 

solution d’α-naphtol à 6% dans l’alcool à 90° et 0,5 ml d’une solution aqueuse de soude à 
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16%. Agiter fortement et attendre 15 minutes. L’apparition d’une coloration rouge, indiquant 

la production d’acetylméthylcarbinol, est considérée comme positive. 

4.2.3.3.2. Réaction ou rouge de méthyle (RM)  

Après incubation, transvaser 2 ml du milieu dans un autre tube et ajouter 1 à 2 gouttes d’une 

solution à 0,5% de rouge de méthyle dans l’alcool à 60°. Une coloration rouge du milieu, 

correspondant à un pH inférieur à 4,2, est considérée comme positive. Une coloration jaune 

du milieu, correspondant à un pH supérieur à 6,3, est considérée comme négative. 

4.2.3.4. Mannitol  

Ce milieu de culture caractérisé par l'utilisation de mannitol permet la mise en évidence (ou 

non) de la mobilité bactérienne. 

Ensemencer une colonie bactérienne avec un fil de platine ou d'une pipette Pasteur, par piqûre 

centrale, jusqu’au fond du tube de gélose. Incuber 18 à 24 heures à 37°C. 

La lecture des résultats se fait  par une visualisation du virage de couleur. 

5. Détection de la capsule  

La capsule est mise en évidence par microscope optique sur un état frais à l'encre de chine, 

qui est une suspension de particules noires de carbone. Les particules noires ne pénètrent pas 

dans la capsule entourant la bactérie : elle apparaîtra alors comme un halo clair autour des 

bactéries (El Fertas-Aissani et al., 2012). 

 

5.1. Technique  

• Déposer une goutte de suspension bactérienne sur une lame;  

• Déposer à côté de la suspension une petite goutte d'encre de Chine;  

• Déposer la lamelle: on réalise ainsi le mélange des deux gouttes;  

• Observer au microscope optique à l'objectif 100.  
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6. Antibiogramme  

 

6.1. Principe  

La technique consiste à utiliser des disques d'antibiotiques déposés à la surface d'une gélose 

ensemencée avec la bactérie à étudier. Chaque antibiotique diffuse à partir du disque au sein 

de la gélose et y détermine un gradient de concentration. Les bactéries croissent sur toute la 

surface de la gélose, sauf là où elles rencontrent une concentration d'antibiotique suffisante 

qui inhibe leur croissance (CA-SFM, 2013). 

 

6.2. Technique  
Préparer un inoculum bactérien en ensemençant 5 ml d'eau physiologique à partir d'une 

colonie de la souche à tester isolée sur milieu non sélectif;  

 

• Ajuster la densité par spectrophotomètre afin d'obtenir une culture bactérienne de 0,08 

à 0,1 à une longueur d'onde de 625 nm équivalent à 0,5 Mc Ferland. Ceci correspond à 

une suspension bactérienne de 108 UFC/ml;  

• A partir de cette culture, réaliser une dilution au 1/100 dans l'eau physiologique;  

• A l'aide d'un écouvillon stérile, introduit dans la suspension bactérienne et essoré 

contre la paroi interne du tube, réaliser des stries serrées à la surface d'une boite de 

Pétri préalablement coulée avec 20 ml de gélose Mueller-Hinton. Répéter l'opération 

deux fois en tournant la boite 60° et tournant l'écouvillon sur lui-même;  

• Déposer les disques d'antibiotiques à tester à l'aide d'un distributeur ou d'une pince 

stérile.  

• Incuber pendant 18 à 24h à 37°C;  

• Après 24 heures d'incubation à 37°C, on mesure les diamètres des zones d'inhibition et 

on détermine le caractère Sensible, Résistante ou Intermédiaire de la souche à étudier 

en se référant aux valeurs critiques publiées par le (CA-SFM, 2013). 

 

Les antibiotiques utilisés sont les suivants: Amoxicilline (AMC), Ofloxacine (OFX), 

Pénicilline G (P), Oxacilline (OX), Tétracycline (TE), Imipenème (IMI), Vancomycine (VA), 

Cefazolin (KZ), Ampicilline (AMP), Ciprofloxacine (CIP). 
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Figure 5 : Antibiogramme (Originale) 

 

7. Evaluation de la formation de biofilm in vitro 

7.1. La méthode tube (TM) 

C’est une technique qui permet une évaluation qualitative de la formation du biofilm décrite 

par Christensen et al., 1982. 

 

7.2. Technique 

A partir d’une boite de culture 18-24 heures, ensemencer une colonie dans 10 mL de BHIB 

supplémenté de 2% de saccharose puis incube à 37°C pendant 24 h. Les tubes ont été lavés 

avec du PBS (pH=7,3) puis séchés. Chaque tube a été ensuite coloré par le cristal violet 

(0,1%) pendant 15 minutes. L’excès de colorant a été enlevé et les tubes ont été lavés avec de 

l’eau distillée, puis séchés en position renversée (Mathur et al, 2006). 

7.3. Lecture  

La formation du biofilm est considérée comme positive quand un film visible double et 

recouvre le mur et le bas du tube. La formation d’un anneau à l’interface liquide n’est pas 

indicative de la formation du biofilm. La formation de biofilms est notée comme de 0 pour 

absent, + pour modéré et +++ pour fort (Stepanovic et al, 2000). 

 

8. Détermination des Concentrations Minimales Inhibitrices Des Biofilms  

A partir d’une boite de culture de 24h, une colonie est ensemencée dans 10 ml de bouillon 

BHIB puis incubée à 37°C pendant 18 à 24h. 
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On remplit les puits d’une microplaque de 96 puits avec 100 µl de bouillon de culture. 100 µl 

de la solution mère de chaque produit à tester sont déposés dans le premier puits  qui servira 

de témoin stérile. 

Après 24h d’incubation ces derniers sont rincés trois fois avec du PBS avant l’ajout de 10 µl 

de l’extrait phénolique de lavandula officinalis aux concentrations prédéfinies. Les 

microplaques scellées ont été incubées à 37° C pendant 24 h. Après incubation, les puits ont 

été lavés trois fois avec PBS stérile (pH 7,2). Le biofilm traité est gratté et transféré vers une 

autre microplaque stérile.  

Après incubation 24h à 37 ° C, les puits ont été soigneusement rincés, séchés et colorés au 

cristal violet suivant la technique standard. La densité optique est mesurée à 590 nm par le 

lecteur ELISA. 

La DO initiale après incubation avec différentes concentrations des agents antimicrobiens est 

comparée à celle du témoin sans antibiotique. 

L’élimination de la formation du biofilm par les agents antimicrobiens se traduit par une 

densité optique inférieure à celle de la DO initiale. 

 

  

Figure 6 : microplaque de 96 puits (Originale) 
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                                                                                                                Résultats et discussion  

1. Extraction des huiles essentielles 

Nous avons obtenu une huile de couleur jaune pâle avec une odeur âcre. La plante a donné un 

bon rendement en huile essentielle qui est de 1.02±0.01 %. 
 

La variation de teneur dépend de plusieurs facteurs biotiques et abiotiques comme le degré de 

maturité de Lavandula officinalis, l’interaction avec l’environnement (type de climat, sol), le 

moment de la récolte et la méthode d’extraction….(Besombes, 2008 ; Silano et Delbò, 

2008; Marzoukia et al., 2009; Olle et Bender, 2010). 

Les plantes de cette famille sont assez riches en huiles essentielles, d’après mohammedi 

Zohra et  al en 2011, une extraction faite de la plante Lavandula stoechas L a donné un 

rendement de 2.01g ± 0.02. 

 

2. Extraction des polyphénols                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                   

L’extraction des polyphénols a donné un extrait marron légèrement gélatineux. Le rendement 

est de 45%. Un autre travail a montré une teneur de 19.29% de polyphénols chez Lavandula 

stoechas récoltée de la même région  (Menaceur F et al, 2012). 

 

La réaction de Folin-Ciocalteau est utilisée pour le dosage des composés phénoliques totaux. 

L'ensemble de ces composés est oxydé par le réactif de Folin-Ciocalteau. Ce dernier, de 

couleur orange, est constitué par un mélange d'acide phosphotungstique et d'acide 

phosphomolybdique qui sont réduits lors de l'oxydation des phénols en mélange d'oxydes 

bleus de tungstène et de molybdène. La coloration bleue produite est proportionnelle au taux 

de composés phénoliques et possède une absorption maximale aux environs de 750 nm 

(Waterhouse, 2001). 

Le dosage de l’extrait obtenu a donné une concentration 30mg d’équivalent en acide gallique. 

 

3. Isolement et identification des souches de Klebsiella pneumoniae 

 

3.1 Aspect macroscopique  

Toutes les souches de K. pneumoniae présentent les caractères généraux des entérobactéries. 

C’est une bactérie aéro-anaérobie facultative, qui se cultive sur milieux usuels non-enrichis.  

Après 24 heures à 37°C, elle forme des colonies arrondies, muqueuses, généralement 

bombées et brillantes sur Milieu BCP. (Figure 07) 
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Elles présentent des également des colonies muqueuses, lactose positif, épaisses, opaques, 

bombées, de consistance visqueuse et confluente. 

 

 

Figure 7: morphotypes de Klebsiella pneumoniae sur le milieu BCP (originale) 

 

3.2. Aspect microscopique 

Toutes les souches isolées sont des bacilles à Gram négatif (Figure 08), toujours immobile, 

donnant un aspect muqueux, assez typique. 

 

Figure 8: examen microscopique après coloration de Gram (originale) 

 

3.3. Caractères biochimiques 

L’identification par la galerie classique a permis de caractériser 6 souches de Klebsiella 

pneumoniae. 
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Figure 9: résultats des quatre tests de la galerie classique (originale)  

Le tableau suivant résume les caractères biochimiques des souches de K. pneumoniae. 

Tableau 01: résumé des résultats de la galerie classiques des souches de Klebsiella 

pneumoniae 

 

 Résultats Interprétation des résultats  

Milieu TSI Virage de la couleur vers le jaune 

Présence des bulles  de gaz  

Fermentation de lactose                     Lac + 

Production  de gaz                             Gaz++ 

Milieu Citrate de 

Simmons  

Changement de la couleur du 

milieu vers le bleu  

L’utilisation de citrate  

comme une seule source 

 de carbone                                      Citrate + 

Milieu Clark et 

lubs  

Après 24h d’incubation le milieu 

devient trouble  

Deux tests d’après le tube de 24h 

*Voges Proskauer                                VP+ 

*Rouge de Méthyle                             RM- 

Milieu Mannitol  Virage de la couleur vers l’orange                                                      Mobilité - 

 

 

Dans la période d’isolement, six souches de K. pneumoniae ont été isolées des infections 

urinaires et identifiées par les techniques citées ci-dessus. 
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4. Détection de la présence de la capsule des souches de Klebsiella pneumoniae 

Après lecture au microscope, la capsule était visible comme un halo clair entourant chacune 

des 6 souches identifiées (Figure 10). En effet, presque toutes les souches de la famille des 

Enterobacteriaceae sont capables de produire une capsule. Ce résultat se concorde avec celui 

obtenu par Bellifa S.et al.,(2013), l’auteur a trouvé que dans toutes les souches identifiées de 

K. pneumoniae(115), il y a présence de la capsule. Cette capsule est un moyen de défense de 

ces germes contre les différents antibiotiques. 

 

 

Figure 10:détection de la capsule par l’encre de chine ; (1) : Capsule ; (2) : La bactérie 

(originale) 

 

5. Résistances  aux antibiotiques 

L’évaluation de la sensibilité des antibiotiques à l’hôpital est une phase primordiale, elle 

oriente le choix des traitements. Klebsiella pneumoniae est naturellement résistante aux 

pénicillines (Amoxicilline, Ticarcilline) par production d’une β-lactamase 

Certains antibiotiques n’exercent aucun effet sur les souches de K. pneumoniae, ceci est dû à 

la résistance de ces souches à ces traitement (Courvalin et al.,2006). 

 

Un antibiogramme a été réalisé sur la totalité des souches. Leurs phénotypes de résistance vis-

à-vis chaque antibiotique sont représentées dans la figure ci-dessous. 
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Figure 11: évaluation de la résistance des souches Klebsiella pneumoniae vis-à-vis les 

antibiotiques 

 

Les six souches révèlent des taux de résistance très élevés pour amoxicilline, pénicilline, 

oxacilline, imipenème, vancomycine, cefazoline et ampicilline. 

• Trois souches sont résistantes à l’Ofloxacine (OFX). 

• Cinq souches sont résistantes à la tétracycline (TE).  

• Les six souches sont très sensibles à ciprofloxacine (CIP). 

 

La résistance des bactéries gram négatif dont K. pneumoniae aux antibiotique est un 

phénomène récurrent, une étude menée en 2009 sur une totalité de 560 souches dont 

178 étaient productrices de BLSE ou 31,8 % contre 405 souches en 2005 dont 96 productrices 

de BLSE ou 23,7 %. L’auteur avait noté aussi une diminution de la sensibilité des souches 

hospitalières à la piperacilline-tazobactam (TZP), cefotaxime (CTX) et AZT entre 2006 et 

2009, et une augmentation sensible du taux de BLSE entre 2008 et 2009 (Hamouche et al., 

2012). 
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Figure 12: effet des disques d’antibiotiques sur Klebsiella pneumoniae (originale) 

 

6. Activité antimicrobienne des extraits de la lavande 

La méthode de diffusion sur gélose nous a permis de mettre en évidence le pouvoir 

antibactérien de l’huile essentielle et des polyphénols de lavandula officinalis vis-à-vis des 

bactéries testées. Selon la classification de Ponce et al. (2003), toutes les souches sont peu 

sensibles à l’huile essentielle de lavandula officinalis. 
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Pour les deux extraits utilisés, l’activité antimicrobienne contre K ; Pneumoniae était faible. 

Le tableau suivant montre les zones d’inhibition obtenues. 

 

 H.E. (Diamètre mm) Polyphénols (Diamètre mm) 
KP1 9 7 
Kp2 7 8 
Kp3 11 9 
Kp4 9 10 
Kp5 8 9 
Kp6 12 11 

 

Tableau 02: les diamètres des zones d’inhibition obtenues par les extraits de Lavandula 
officinalis sur les souches de Klebsiella pneumoniae 

 

 

 

Figure 13: l’effet des disques imbibé de l’huile essentielle sur K. pneumoniae (originale) 

 

D’autres travaux comme N. Chahboun et al. ; 2015 ont montré que l’huile essentielle de 

lavandula officinalis a un faible effet sur Klebsiella pneumoniae (zone d’inhibition de 12mm). 

Il est clair alors que l’huile essentielle de la lavande peut ne pas être très efficace contre des 

germes résistants aux antibiotiques de synthèse. 

 

7. Evaluation de la formation du biofilm in vitro par la méthode tube (TM) 

Les six souches de Klebsiella pneumoniae isolées durant notre étude ont été testées pour leurs 

capacités à former des biofilms par la méthode tube (TM). (Figure 14) 
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La technique utilisée a montré les résultats suivants : 

Trois souches sont fortement formatrices de biofilm, deux souches sont  modérément 

formatrices de biofilm et une seule souche non  formatrice de biofilm. 

 

 

Figure 14 : évaluation de la formation de biofilm par la méthode tube (MT) (originale) 

 

D’autres travaux ont montré que plusieurs souches de K. pneumoniae sont formatrices de 

biofilm à un taux élevé, Bellifa et al. (2013) a trouvé que sur 115 souches de Klebsiella 

pneumoniae, 30sont fortement formatrices du biofilm, 65  modérément formatrices de biofilm 

et 25 souches sont non formatrices de biofilm. 

De même que pour E. coli (Enterobacteriaceae), Myriam AUGER,2012 a trouvée sur 10 

souches de Escherichia coli, trois souches sont  fortement formatrices du biofilm, 3 

modérément et 4 sont non formatrices du biofilm.  

 

8. Etude de l’effet des extraits de Lavandula officinalis sur la forme planctonique et 

biofilm des souches de Klebsiella pneumoniae 

Toutes les souches(6) de K. pneumoniae isolées des infections urinaires ont été retenues pour 

cette partie, le choix a été fait selon leurs grandes capacités de former le biofilm et la présence 

d’une capsule. 
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De nombreux problèmes associés au développement des biofilms en milieu médical, ont pour 

origine leur résistance extrêmement élevée aux agents antibactériens (antibiotiques et 

désinfectants). 

Cette résistance accrue est multifactorielle, est liée aux conditions de vie dans le biofilm 

(hétérogénéité, accès aux nutriments, oxygène etc.). Elles modifient les propriétés 

physiologiques des micro-organismes et induisent des mécanismes de résistance spécifiques 

qui s’ajoutent aux mécanismes de résistance connus (Lewis, 2008). 

Afin de comparer l’effet de l’huile essentielles de Lavandula officinalis sur les deux formes 

de bactéries, une détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) et des 

concentrations minimales inhibitrices du biofilm vis-à-vis l’huile essentielle et les extraits 

phénoliques  a été recherché (tableau 03). 

 

Tableau 03: l’effet d’huile essentielle de la lavande sur les souches de K. pneumoniae 

 CMI (mg/ml) CMI de biofilm (mg/ml) 
KP1 0.128 0.256 
KP2 0.128 0.256 
KP3 0.05 0.1 
KP4 0.04 0.08 
KP5 1.024 2.048 
KP6 1.024 2.048 
 

 
 
 
 

 
 
CMI (mg/ml) 
 

 
 

CMI de biofilm (mg/ml) 

KP1 0.08 0.16 
KP2 0.07 0.14 
KP3 0.04 0.08 
KP4 0.02 0.04 
KP5 0.9 1.8 
KP6 1.02 2.04 
 

Tableau 04 :l’effet des extraits phénoliques de la lavande sur les souches de K. 

pneumoniae 

 

 

De façon générale, nos résultats montrent que les concentrations minimales inhibitrices de la 

forme biofilm (âgé de 24heures) de toutes les souches étaient plus importantes que les CMI de 

la forme planctonique. 
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De même Singla et al, (2012) ont montré que K. pneumoniae en mode de croissance biofilm 

était plus résistantes à des antibiotiques qu’en mode planctonique, les valeurs CMI de biofilm 

étaient identiques ou huit fois plus élevée que leurs correspondants CMI. 

Les concentrations antimicrobiennes nécessaires pour inhiber les biofilms bactériens peuvent 

être 10-1000 fois plus élevées que celles qui sont nécessaires pour inhiber les mêmes bactéries 

sous forme planctonique (Simoes, 2011). 

 

Les résultats obtenus montrent que notre huile essentielle a un effet antibactérien sur les 

souches de Klebsiella pneumoniae plus proche que celui des extraits phénoliques de 

Lavandula officinalis 
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Conclusion  

Les infections bactériennes sont la cause majeure de la morbidité et de la mortalité en milieu 

hospitalier dont la majorité peut être due à K. pneumoniae. L’importance médicale de cette 

espèce bactérienne est sa capacité à provoquer de nombreux types d’infections chez l’homme. 

Notre travail nous a permis de montrer que K.pneumoniae isolée chez des patients atteint des 

infections urinaires à l’hôpital de Thenia a une forte résistance aux antibiotiques utilisés à 

l’hôpital. 

Toutes ces souches sont entourées par des capsules, ce qui explique leurs capacités de former 

les biofilms. Par la méthode tube (MT) nous avons constaté que les souches de K. pneumoniae 

isolées des infections  urinaires étaient des bonnes formatrices du biofilm : parmi les six 

souches qui nous avons isolée cinq souches sont formatrice des biofilms. 

Comme nous l’avons repris à divers niveaux du présent travail, l’importance des biofilms 

tient entre autre à leurs fortes résistances (rôle de la matrice d’exopolysaccharides) et à la 

difficulté d’imprégnation par les antibiotiques. 

A côté des substances antimicrobiennes produites par les micro-organismes, différentes 

plantes médicinales synthétisent des molécules odorantes, qui constituent les huiles 

essentielles et les extraits phénoliques, capable d’exercer un effet équivalent à celui des 

antibiotiques, et ce grâce à la nature chimique de ces constituants. 

L’évaluation de l’activité antibactérienne, par la méthode de diffusion sur gélose  nous a 

permis de mettre en évidence le pouvoir antibactérien de l’huile essentielle et les polyphénols 

de Lavandula officinalis vis-à-vis de six bactéries de Klebsiella pneumoniae. Ce pouvoir est 

relativement faible, avec des zones d’inhibition variant entre 7 et12mm pour l’huile 

essentielle et 7 et 11mm pour les composés phénoliques. 

L’inhibition de la croissance de Klebsiella pneumoniae par l’utilisation des extraits de 

Lavandula officinalis révèle des CMI de biofilm plus élevées vis-à-vis les CMI obtenus à 

cause de la structure complexe du biofilm, qui nécessite des concentrations plus élevées pour 

l’attaquer. 

Enfin, nos résultats indiquent que l’huile essentielle et les extraits phénoliques  de Lavandula 

officinalis n’a pas une très grande activité antibactérienne sur Klebsiella pneumoniae isolées 

des infections urinaires. Selon la classification de toutes les souches sont sensibles à l’huile 

essentielle  de Lavandula officinalis. 

 Cette faible efficacité est due probablement aux pertes des composés volatils de l'huile 

essentielle durant le stockage et/ou l’extraction. Cette faible efficacité pourrait être aussi due 

au fait qu'au cours de la période d'incubation quelques composants volatils de l’huile peuvent 
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Conclusion  

s’évaporer des milieux de culture, ce qui diminuerait sa concentration, et par la suite son 

activité antibactérienne. 

 

A l’issue de la présente étude, il serait intéressant de mener une étude plus approfondie sur : 

• L’huile essentielle et les polyphénols de Lavandula officinalis afin d’isoler, de purifier 

et d’identifier les composés ayant une activité antibactérienne sur des souches 

cliniques comme Klebsiella pneumoniae ; 

• Tester l’effet de ces mêmes extraits sur l’inhibition de la formation de biofilms formés 

par d’autres bactéries telles que E.coli et Acinetobacter baumannii ; 

• Identifier le gène responsable de la formation de biofilm 
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ANNEXE 



Préparation du tampon  

Le tampon PBS (tampon Phosphate Salin) à 0,1M, pH= 7,2± 2 

KH2PO……………………………………………………………………………4 0, 29 g  

K2HPO   …………………………………............................................................. 4 1, 19 g  

NaCl……………………………………………………………………………… 4, 93 g  

Dans un litre d’eau distillée. Eau distillée (qsp) 1 L 

 

Préparation des milieux de culture  

 

Gélose nutritive : 

Extrait de viande ………………………………….……………………………….1g 

Extrait de levure…………………………………………………………………... 2g 

Peptone trypsique………………………………………………………………….5g 

NaCl ou KCl……………………………………………………………………….5g 

Agar-Agar    ……………………………………………………………………15à 20g 

Eau ……………………………………………………………………………. 1 dm3 

pH= 7.4 

Pour la préparation de 1L on prend 23g de gélose nutritive en poudre 

 

Muller Hinton 

Infusion de viande de bœuf…………………………………………………….          300ml 

Peptone de caséine  …………………………………………………………….17.5g 

Amidon de maïs    ……………………………………………………………..  1.5g 

Agar                     ……………………………………………………………… 17g 

pH= 7.4 

 

Pour la préparation de 1L on prend 38g de Muller Hinton en poudre  

Une fois les géloses préparer, elles sont versées dans des flacons puis stériliser à 121°C 

pendant 15 minutes ; avant d’être coulées dans des boites de pétri. 

Milieu de culture liquide  



Bouillon cœur-cervelle (BHIB) 

Protéose-peptone   ………………………………………………………………          10g 

Infusion de cervelle de veau …………………………………………………….12.5g 

Infusion de cœur de bœuf ………………………………………………………..5g 

Glucose …………………………………………………………………………..2g 

Chlorure de sodium……………………………………………………………….  5g 

Hydrogénophosphate de sodium…………………………………………………..2.5g 

pH=7.4 
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