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INTRODUCTION

Les huiles essentielles contenues dans les plantes aromatiques sont des composés volatiles

renfermant des principes actifs utilisées en aromathérapie depuis 1 antiquité.

Ces composés font I'objet actuellement d’un intérét croissant pour une large gamme
d’activités industrielles surtout dans les disciplines agro-alimentaires, pharmacologiques et

cosmétiques.

Les huiles essentielles de Thymus vulgaris sont connues pour leur propriété

antibacténienne liée a "activité surtout de deux substances que sont le thymol et le carvacrol.

C’est dans ce cadre que s’inscrit notre travail et qui se divise en deux parties :

-Une synthése bibliographique qui porte sur I’ étude théorique des huiles essentielles y compris
celles de Thymus vilgaris ainsi qu’une étude microbiologique des Salmonelles et leur mmportance

en pathologie

-Une partie expérimentale qui but sur I’isolement et I’identification de 10 souches de Salmonella
et le test de la sensibilité de ces derniéres vis a vis de 5 types d’'HE de T vulgaris avec
détermination de la CMI.



Premiere
partie
Données bibliographiques



Chapitre I
Les huiles essentielles
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I. Les huiles essentielles.
I-1. Historique.

Les huiles essentielles sont connues et utilisées depuis la nuit des temps. Il y a 4000 ans a

Babylone, pour lutter contre les épidémies on briilait du cypres.

Les Egyptiens (environ 1500 ans avant J.C) faisaient également usage de ces précieuses
substances. Elles étaient utilisées en médecine et dans de nombreux rituels sacrés tels que

I’embaumement. [4]

Les Romains et les Grecs en faisaient largement usage aussi. De nombreux écrits attestent
de 1’utilisation fréquente de ces substances au titre d’argents thérapeutique, pour 1’aromatisation
des bains, dans les parfums et dans les vins aromatique. [19]

Les H E furent découvertes par le chimiste M Gattefossé en 1928. Celui-ci plongea, par
réflexion, sa main brilée lors d’une explosion dans son laboratoire dans le premier liquide 2
proximité, et fut stupéfait de constater qu’aucune lésion n’apparure. 11 s’intéressa alors aux
propriétés de ce liquide qui est I’huile essentielle de lavande. L'étude des propriétés des huiles

essentielles commenga alors. [4]

I-2. Définition.
La norme AFNOR NF T 75-006 a donné la défimition suivante d’une H E : « Prodwt

obtenu & partir d’une matiére premiére végétale, soit par enfrainement & la vapeur, soit par des
procédés mécaniques a partir de I’épicarpe des Citrus, soit par distillation a sec. L'H E est ensuite
séparée de la phase aqueuse par des procédés physiques » [15]

Les H E sont des composés aromatiques, volatiles (contrairement aux autres I’huiles fixes)
produite par de nombreux végétaux supérieurs sous la forme de minuscules gouttelettes
synthétisées dans des glande situées sous le cuticule. [7]

Ces H E sont stockées dans des organes végétaux tel que les fleurs (bergamotier, tubéreux
...etc) et les feuilles (citronnelle, eucalyptus ...etc.).Elles sont moins habituelles dans les

écorces, le bois, les racines, les grains et dans la peau des fruits.
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Ces organes peuvent renfermer des H E de compositions différentes méme s’ils

appartiennent a la méme espéce. [15]

Une H E doit étre «chémotypée », ¢’est & dire que les plantes utilisées doivent correspondre

a une espeéce botanique et & un type chimique bien précis, confirmés par la chromatographie. [36]
Bien entendu, le rendement en H E dépend de plusieurs facteurs :

Le procédé d’obtention, influence des facteurs de l'environnement, influence du cvcle

végétatif.. .. etc. [15]

1-3 constituants majeurs des H.E.
1-3-a. les terpeénes.

Ils constituent entre autre le principe odoriférant des végétaux. Ces terpenes sont
biosynthétisés a la suite du couplage de 2 au moins entités a 5 carbones dont la structure est celle

de I'isopréne ou 2-méthylbuta-1,3-diéne [5]

/7 N\

HaC CH:

Fig. 1 : Le squelette de base des terpénes (L’isopréne). [5]

[39)
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Tableau I : Classification des différents terpénes. [15,19]

Groupe de
substance Exemple Propriétés pharmacologiques
Monoterpenes | - Acyclique : -Stimulant du systéme immunitaire.
ociméne  (basibic),  myrcéne | -Action révulsive sur la peau, utile en cas
(laurer) de douleurs localisées: ils sont donc
-Monocyclique : Thymol Thym) antalgiques a action percutanée
- Bi et Tricyclique : pinane
-Réguliers : iso-camphane
Irrégulier : lavandulane
Sésquiterpénes | -B-cadinéne (cade) -Légerement hypotenseurs, calmant et
anti-inflamateires -Antibactériennes,
-Lactone sesquiterpinique surtout & I’encontre des Gram positif
-Antifongique et anti-parasitaires
Diterpenes Florsholine (Lamiaceae) -hypotenseur
Tritérpénes et -Contraceptifs , anabolisant ,
Stéroides anti-inflammatoires, analgésique.
Tétraterpénes Caroténoides : -L’activité vitaminique A

(B— caroténe )
Acide caroténoidique

(la crocétne )

-En pharmacie comme dens ['industrie
agro—alimentaire , ils peuvent étre utiliser
comme colorants naturels efficaces , non

toxiques

(W8]
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1-3-c. Métabolites secondaires azotés.

Les acides aminés sont des éléments constitutifs des protéines structurales et enzymatiques.

De plus 1l a été démontré qu’ils peuvent donmer naissance a une large vanété de métabolites

secondaires : amines, acides a courte chaine, glucosinolate, bétalaine, mais aussi alcaloides, tous

les composés phénylpropanique [15]

Tableau I : Principaux métabolites secondaires azotés [15]

Groupes de substances Exemples Propriétés pharmacologiques
Acides aminés non | -Acide  4-méthyl - | -A | état actuel des connaissances,
constitutifs des protéines glutarique s somt  dépourvus  d ‘intérét

-Acide azétidine-2-

carboxylique

pharmacologique
-Beaucoup se révélent toxiques a

I’encontre des prédateurs

Hétérosides de la moutarde | Sinigroside

(glucosinolates)

-Toxiques, mais 1ls pourraient avoir
un effet protecteur a2 [’encontre des
substances cancérogénes au niveau

du colon

I-4. Méthodes d ‘extraction des H.E :

Il'y a plusieurs méthodes d’extraction des H.E et on peut citer comme exemples :

» Extraction au CO,.

Dans cette technique, un courant de CO, a forte pression fait éclater les poches a essence,

et entraine les huiles que I’on récupere en 1’état. {3

Extraction aux solvants :

Elle consiste & dissoudre le composé recherché dans un solvant non miscible avec I'eau et

a séparer la phase organique contenant le composé a extraire de la phase aqueuse. {3]

w
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» Expression.

Est une technique «physique » surtout réservé aux agrumes et qui consiste & écraser les

zestes pour en extraire les essences. {3]
> Effleurage.

Les fleurs sont mélangées & des graisses puis les huiles sont récupérées par dissolution
dans I’alcool. [3]

> La macération.

Les plantes macérent dans des huiles et I’on récupére les composés liposolubles. [3]
X,

» La distillation a la vapeur d’eau .

Cette méthode fait intervenir quatre étapes :

1% étape : Entrainement 2 la vapeur d’eau

On fait boullir la plante (tige et feuilles ) dans P'ean. La vapeur entraine les HE contenus
dans le produit brut. En fin on condense ces vapeurs a 1’aide d’une spirale réfrigérante.
2°™ &tape: Le Relargage.

Le relargage consiste a rendre les H E moins solubles dans 1’eau en ajoutant du chlorure de
sodium. De cette facon il sera plus aisé de les récupérer.

3éme

étape : La Décantation.

Elle se réalise dans une ampoule & décanter dans la quelle le mélange précédent se
sépare en deux phases miscibles : une phase aqueuse, en général plus dense et une
phase organique de densité plus faible, contenant I'H E, se situe damns la partie
supérieure.

4éme

étape : Le Séchage et filtration.
Afin d’éliminer le peu d’eau susceptible d’avoir été retenue dans la phase orgamque,
on fait agir un déshydratant. C’est I’opération de séchage On filtre ensuite pour ne recueillir

que la phase organique exempte d’eau. [6]
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I1. Les huiles essentielles de Thymus vulgaris.
II-1. Généralités sur le Thymus vulgaris.

II-1-1. Données taxonomiques.
Embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotyledones
Sous classe : Gamopetals
Ordre : Lamiales
Famille : Lamiaceae
Genre : THYMUS
Especes | Thymus vulgaris. L
1I-1-2. Habitat : Europe, régions méditerranéenne, coteaux arides ; jusqu’a 1500 m [8]
11-1-3. Période de floraison : Eté [8]
11-1-4. Hauteur : 10 4 30 c¢m [8]
11-1-5. Odeur : Aromatique, intense et caractéristique, rappelant le Thymol. [36]
11-1-6. Saveur : Aromatique, légérement apre. [36]
1I-1-7. Type de plante :

Sous-arbrisseau a tiges ligneuses dressés et possédant de petite feuilles linéaires ou
elliptiques dont la face supérieure est verte ; la face inférieure est recouverte d’un duvet gris et
porte de nombreux poils sécréteurs dans des dépressions. Les faux verticillés des fleurs violet

claire, dorsiventrales, formant un épi terminal ou un capitule. [36]

11-2. Constituants ’H E de T. vulgaris .
L'HE (1 a25% dH E doit contenir la drogue officinale), renfermant surtout des

isoméres monoterpénique : thymol : méthyl-5-isopropyl-2-phénol (25-50%) et carvacrol :
méthyl-6-isopropyl-3-phénol (3-10 % ) , une faible part de phénols est également présente
dans la drogue sous forme d’ hétérosides , notamment de galactosides , autres monoterpenes :
B —cymeéne | y-terpinéne , linalol , camphre et limonéne . Cependant, cette composition peut

fortement varier en fonction de I’origine et la période de récolte de la drogue. [36]
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Les H E ne sont d’ailleurs pas «antibiotique», mais «eubiotique» (qui favorise la vie),
car elles sont capables de s’attaquer aux germes pathogénes, tout en respectant les germes

saprophytes. [37]

II-3-b. Effet spasmolytique.
Elle est le plus souvent attribuée aux phénols. En effet, Lemli et Van Dem Broucke, 1993
ont montre que si les phénols s”opposent effectivement aux contractions provoquées par

’histamine et I’acétylcholine sur I’ilion et la trachée du cobaye, leur concentration dans les

préparations aqueuse de la drogue est insuffisante pour justifier leur activité.

Ces auteurs ont montré aussi que I’activité spasmolytique de ces préparations est lide &
des polymétoxyflavones. Par ailleurs, ces molécules sont en partie responsables des propriétés

anti-oxydantes de la drogue. [15]

1I-3-¢. Les effets sur ’organisme.

Les médicaments «officiels » ont le plus souvent une action spécifique alors que la
plupart des HE sont capables d’exercer une action globale et positive sur tout I’organisme. En

méme temps elles désintoxiquent, régularisent et stimulent chague organe.

L’aromathérapie est une médecine équilibrante et préventive de premier ordre. Les HE
ont une action spécifique sur les divers organes et fonctions du corps, et quand il s agit
d’obtenir une action plus directe et plus rapide sur un organe ou sur une fonction en

particulier. Les H E peuvent aider et scuvent avec beaucoup d’efficacité. [2]

1I-4. Emplois des H E de T vulgaris.

I1-4-a. Usages traditionnels.
Par voie orale : traditionnellement utilisé, dans le fraitement symptomatique des
troubles digestifs et de la toux.

Par voie locale: pour le traitement des petites plaies, en cas de rhume, comme

antalgique dans les affections de la cavité buccale et pour I’hygiéne buccale. [15]

10
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I1-4-b. En industrie pharmaceutique.

Les extraits du thym entrent dans la formation de diverses spécialités : pommades
antiseptiques et cicatrisantes, sirops pour traitement des affections des voies respiratoires,

préparations par inhalation. [15]

II-4-c. En industrie agro-alimentaire.

Les HE et leurs composants, actuellement employées comme ardmes alimentaires sont
également connus par leurs activités antimicrobiennes et pourraient donc servir comme
conservateurs alimentaires. De plus elles sont pour la plupart classées « généralement comme
saines » et approuvées comme additifs alimentaires par la Food and Drug Administration
(FDA, USA). [2]

Elles n’ont, par conséquent pas besoin d’autorisation d’emploi dans les aliments, mais

des études préalables sont nécessaires pour mieux cerner leur activité antimicrobienne. [34]

II-4-d. En cosmétique.

Elles sont utilisées par fumigation (bain de vapeur pour le visage ). Le thym frais ou
séché nettoie la peau du visage, agit contre les inflammations et les impuretés cutanées,

purifié les pores et régularise les fonctions des glandes sébacées. {2}

En parfumerie : L’essence de 7T vulgaris entre dans la composition de nombreux

parfums, tant pour hommes que pour femmes. [2]

II-4-e. Dans la lute biologique.

Parmis les HE qui ont une activité insecticide ceux du 7 vulgaris. Cette activité est due

4 la présence de monoterpénes phénoliques ( thymol, carvacrol). [26]

11
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IiE-1. Les Entérobactéries.
II1-1-1. Définition :

La famille des Enterobacteriaceae est la plus grande famille de la section 5 du Bergey’s

manuel. [29)

Elle est constituée de genres bactériens qui sont rassemblés en raison de leurs caracteres

bactériologiques communs

»  Ce sont des bacilles a Gram négatif.

> Cultivent bien sur milieux ordinaires a p H neutre et 8 T°=37°C.

>  Cultivent en aérobiose et en anaérobiose.

%> Utihisent le glucose par métabolisme fermentatif avec ou sans production de gaz.
»  Réduisent les nitrates en nitrites.

»  Mobiles par une ciliature péritriche (sauf pour Tafumella) ou immobiles.

»  Ont une réaction oxydase négative, catalase positive (sauf Shigella dysenteriae

sérotype 1) [10, 24, 29]

II1-1-2. Systématique.
La famille des Entérobactériaceae se subdivise en cing tribus :
1-Escherichiae : Escherichia, Shigella.
2- Klebsiellae : Kiebsiella, Enterobacter, Hafnia et Serratia.
3- Salmonellae : Salmonella, Citrobacter, Erwinia .
4- Proteae : Proteus, Providencia, Morganella .

5- Yersiniae : Yersinia, Edwardsiella. [29]

12
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III- 2. Tribu des Salmonelles.
- 2-1. Définition.

Les bactéries du genre Salmonella appartiennent a la famille des Entérobacteriaceae.
Ce sont des bacilles de 0,7-1,5 pm x 2-5 um a Gram négatif anaérobies facultatifs, habituellement
mobiles grdce a une ciliature péntriche, mals des mutants immobiles peuvent exister et
(Salmonella gallinarum —pullorum ) est toyjours immobiles. [14]

Les salmonelles cultivent bien sur les milieux ordinaires et donnent des colonies de 2-3 mm

de diamétre en 18-20 heures, sauf pour certains serotypes (Salmonella abortusovis. Salmonella

abortursequi, Salmonella typhisuis) qui donnent toujours des colonies naines [34, 12,14]

111-2-2, Habitat et épidémiologie.
Les Salmonelles sont des germes cosmopolites. De nombreux animaux a sang chaud et a

sang froid sont susceptibles dhéberger de multiplier et de disséminer ces bactéries.

La trés grande majorité des salmonelles présentes dans l'environnement (eaux d'égout en
particulier) ou dans les aliments destinés a l'homme proviennent d'une contamination fécale.

Actuellement on dénombre plus de 2213 serotypeses de Salmonella, néanmoins on parle
souvent de serotypes majeurs comme Salnionella typhi et Salmonella paranphi A, B, C. elles
sont responsables respectivement des fiévres typhoides et paratyphoidiques. En effet, on rapporte
que 17 millions de cas dans le monde et quelque 600000 déces chaque années sont causées par
ces bactéries. [13]

En France, 779 foyers de salmonelloses (appelées mineures) responsables dintoxication
alimentaire ou d'mfection septicémique de type opportuniste) ont été identifiés en 1999. Alors

quau Etats-Unis, plus de 40000 cas sont répertoriés chaque année et 80 personnes en sont mortes

entre 1985 et 1995 [13]

13
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HI- 2-3. Caractéres bactériologiques.
III -2-3-a. Caracteres culturaunx.

Les salmonelies cultivent bien sur milieux ordinaries en 24 heures a 37°C et a PH=7
[28, 23,34).

»  sur gélose.
Les colonies du genre Salmonella sont lactose négatif avec au sans centre noir. Elles sont
lisses de type smooth (s) & bord réguliers, mesurant de 2 & 3 mm aprés 24 heures d'incubation a
37°c. 11 est beaucoup plus rare d'observer des colonies naines (Salmonella abortusovis,

Salmonella typhisuis) des colonies rugueuses (R) ou encore des colonies muqueuses ressemblant
a celles de Klebsiella [12].

i

>  En bouillon. Le trouble est homogene. [34]

111-2-3-b. Caractéres biochimiques.

Les salmonelles présentent les caractéres de la famille des Enterobacteriaceae (décrnites plus
haut).

Les principaux caractéres qui permettent l'identification biochimique du genre Salmonella

sont:

- L'absence d'uréase et de tryptophane désaminase.

- L'absence de production d'indole et d'acétoine (test vp).

- L'absence de fermentation du lactose.

- La production d'H2S a partir du thiosulfate (présence d'une thiosulfate réductase).

- La pousse fréquente sur le milieu au citrate de simmons. [40].

ITi-2-3-c. Caractéres antigéniques.

Comme toutes les Entérobactéries, les salmonelles peuvent posséder 3 types d'antigénes

présentant un intérét diagnostique. [40].
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» Les antigénes somatiques.
Se sont des antigénes O constitutif de la paroi bactérienne de nature lipopolysaccharidique
(L.P.S), ils représentent I'endotoxine des salmonelles. Ils sont thermo et alcoolostables.
Ils sent constitués de plusieurs éléments, le lipide A responsable des effets toxiques, le
"core" ou partie basale et le polysaccharide support de la spécificité antigénique [34, 14].
1l existe des vanations d'antigenes dont la plus importante est la variation S — R

(Smoot —p  Rough). Elle s'accompagne de la modification des caractéres morphologiques des
colonies et de la perte de l'aglutinabilité O [22,14].

» L'antigéne d'envelappe.
L'antigene Vi. est un polysaccharide capsulaire (antigene de wirulence). I masque
l'agglutination O, qui peut étre révélée apres chauffage de 10 min a 100°C ou d'l heure a 60°C.
Il est fréquent chez Salmonella typhi, rare chez Salmonella paratyphi C et exceptionnel

chez Salmonella dublin. [14].

» L'antigéne flagellaire.

L'antigene H est constitué d'une protéine, la flagelline qui présent une composition des
acides aminés constante pour un type antigénique donné, suivant les sérotypes. Cehu-ci est mono
ou diphasique (phasel et phase 2).

La majorité des salmonelles sont diphasiques, cependant un certain nombre se révele
monophasique, une des deux phases peut manquer. La phase 1 est indiquée par des lettres et la
phase 2 par des chiffres arabes [34,14).

Il n'existe pas chez (Salmonella gallinarum pullorum), résistant au formol 0,5% et

thermolabiles [10]
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IIX-2-4. Caractéres distinctifs.
I11-2-4-a. Les biotypes- les lysotypes.

A Tintérieur dun sérotype, on peut distinguer des biotypes par la présence des caractéres
biochimiques secondaires ne remettant pas en cause l'appartenance au genre Salmonella.

De méme la sensibilit¢ a des systémes de bactériophages spécifique caractérise l'existence
de lysotypes.

Ces éléments de l'information revétent une grande importance en €pidémiologie {10,22].

1{1-2-4-b. Profil plasmidique.

La présence plasmidique est un phéncméne évolufif (perte ou acquisition), il se révele
possible de recourir & l'étude des plasmides pour établir l'origme commume de certaines souches.
[35].

Les déterminants pasmidiques qui participant & la virulence aient été en grande partie
identifiés, ayjourdhui, on ne connait encore que trés peu de chose sur les mécanismes

physiologiques mmpliqués. [24].

II1-2-4-c. sensibilité aux antibiotiques.
Les salmonelles sont souvent sensibles aux antibiotiques in vitro. En France, S#yphi et

S paratyphi sont habituellement sensibles au chloramphénicol, a lampicilline et au triméthoprime

sulfaméthoxazole. Mais des souches résistantes sont parfois signalées [34, 6.12].

Les sérotypes résistants aux antibiotiques sont responsables d’épidémies de gastro-entérites
infantiles. {12,9]

I{1-2-4-d. Toxines.

Les salmonelles possédent des toxines (endotoxines) qui sont des substances de nature

complexe de PM de 2033 D. [16]

Ces toxines sont géneralement responsables des toxi-infections alimentaire. {11

16
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III-2-5. Le pouvoir pathogéne et pathogénie.

Les salmonelles font parties des bactéries entéropathogénes invasives a multiplication
intercellulaire. Aprés adhésion a la muqueuse intestinale et destruction de la bordure en brosse

des anthérocytes, les bactéries pénétrent dans la cellule par invagination de la membrane en

causant des 1ésions ulcératives.

Le pouvoir pathogéne des salmonelles est extrémement variable en fonction de omltiples

facteurs [17,3]

111-2-6. Mode de contamination par les salmonelles.

HIi-2-6-a. Contamination horizontale .

L'homme ou les animaux se contaminent principalement par voie orale: contact avec un
home ou un animal infecté, ingestion d'aliments contaminés.

La voie aérienne est également efficace, en particulier dans I’ élevages intensifs confinés.

L'ingestion des salmonelles ayant proliféré dans un aliment (dans le cas de 'homme) ou
présente a la suite des contamination fécales des auges ou de l'eau de boisson en élevage (cas des
animaux), peut entrainer une pathologie variable selon les souches et la sensibilité des individus
[40]

11i-2-6-b. Contaminaticn verticale .
I a été signalé les possibilité disoler les salmonelles a partir des ceufs d'oiseaux

contaminés. Alors, la transmission des germes par voie transplacentaire est possible [34].

La relative complexité du schéma présenté (fig N° 4) permet de mesurer la densité des

modes de contamination et de dissémination des salmonelles.

17
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Partie expérimentale . Matériel et méthodes

1. Matériel et méthodes :

Notre travail a été réalisé dans le laboratoire de microbiologie de I’institut des sciences

de la nature de I'université de Jijel.

I-1. Matériel :
I-1-1. Matériel bactériclogique :

Les souches utilisées proviennent des laboratoires d’analyse vétérinaire de Mostaganem.

I-1-2. Matériel végétal :
Les différents types d’HE utilisées ont été préparés par hydrodistillation, au niveau de
I’université de Tlemcen, a partir de la plante de T.vulgaris (feuilles et tiges)

Les plantes ont pour origine la région de Bachaar et elles étaient récoltés a partir de cing

places différentes.

I-1-3. Les milieux de culture :
Les milieux de culture utilisés (leurs composition : voir annexe) sont les suivants

¢ La gélose Héktoen : Pour I’isolement et la purification des souches de Sal/monella.
o La gélose Muller Hinton : Pour tester I’effet des HE du T.vulgaris sur les Salmonelles.
e Bouillon nutritif : Pour la revivification des souches.
e Eau physiologique : Pour la préparation de I’inoculum.
e Milieu TSL N
e Milieu mannitol mobilité.

e Milieu Clark et Lubs.

o Milieu Citrate de Simmons. Pour I’identification
e Milieu urée-indole. > biochimique des souches
e Milieu Moeller additionné de : - Argenine

- Ornitine

- Lysine .
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I-1-4. Les réactifs :

. C Y
Violet de gentiane

Lugol
Fushine

Huile de cédre

VP II

(

Pour la réalisation de la coloration de Gram.

VP1 } Pour mettre en évidence 1’acétoine.

Kovacs : Pour mettre en évidence la présence d’indole.

L’huile de vaseline sténile : Pour favoriser I’anaerobiose.

I-1-5. Autre matériel :

Parmi le matériel utilisé on note :

e [.’étuve de marque « Binder » pour I’incubation des cultures.

e Le microscope optique de marque « Olympus » pour I’observation de la coloration de

Gram

e Les micropipettes : - 1000 pul de marque « Nichipet EX » Pour "application des

II-

Meéthodes :

- 25 pl de marque « Fortuna »

dilutions d’HE dans les

puits

11-1. Méthode de I’étude bactérioclogique :

I1-1-1. Revivification des souches:

A partir de chaque tube prévenant des laboratoires d'analyse veterinaries (gélose de

conservation), on préléve une oése de culture, et on la dépose dans un tube contennant le

bouillon multritif,

On incube les tubes & 37°C pendant 24 heures.

I1-1-2. Isclement des colonies:

Liisolement des colonies de Salmonella s'effectue sur un milieu sélectif "gélose

Hektoéne".
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La méthode d'isolement consiste & tremper une anse dans la culture dans le B N et de la

décharger au bord de la boite de pétri.

L'isolement se fait par épuisement en quatre quartiers (fig N° 5)

II-1-3. Purification des souches:

On prend une colonie suspecte de Salmonella (Lactose négatif avec ou sans centre noir)

a partir du milieu d’isolement et on la dépose sur le bord de la boite de pétri contenant le

milieu Héktoen.

L’encemensement se fait par des stries perpendiculaires du haut en bas.

11-1-4. Identification des souches utilisées:

I1-1-4-1. Identification morphologique:

o Coloration de Gram.
» Technique :

- Préparer un frotis sur une lame
- Sécher et fixer a la chaleur
- Recouvrir le frotis avec la solution de violet de gentiane. Laisser agir 1minute.
- Recouvrir la lame avec la solution du lugol. Laisser agir 1 minute
- Rincer a I’eau.
- Décolorer le frottis par 1’alcool- acétone.
- Laver a I’eau.
-Recolorer par une solotion du Fushine. Laisser agir 30 secondes.
- Laver a I’eau.

- Sécher la préparation entre deux feuilles de papier filtre. Examiner a I’emmersion ( x 100 )

» Lecture :
Les bactéries & Gram positif : sont colorées en violet.

Les bactéries & Gram négatif : sont colorées en rose.
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I1-1-4-2. Identification biochimique :

Les tests biochimiques sont indispensables a 'identification d’une bactérie.

s reposent principalement sur la recherche d’enzymes responsables du métabolisme

bactérien.

Parmi les tests d’identification biochimique des Salmonelles, nous avons réalisé les tests

suivants :
I1-1-4-2-1. Métabolisme glucidique :
One- Attaque du mannitol:
> Principe :
Le mannitol est un produit de la réduction du D-mannose.

La dégradation du D-mannose conduit a la production des acides a chaine trés courtes,

comme actde acetique et acide formique.

Le milieu mannitol mobilité permet de rechercher simuitanément la fermentation du

mannitol, et la mobilité bactérienne.

»> Technique.

Le milieu est ensemence par piqire centrale avec une anse de platine & partir d’'une

culture pure agée de 24 heures puis incubé a 37°C pendant 24 heures.

> Lecture.

La dégradation du mannitol se traduit par virage du rouge phénol au jaune (milieu

acide).

La mobilité bactérienne se traduit dans ce milieu par l'apparition d'un développement

bactérien sous forme de nuage de la piqlre centrale.

9
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Two- La fermentation des sucres en milieu TSI (Lactose, Saccharose,
Glucose, H2S).

Principe :

Le milieu TSI et un milieux complexe qui permet la mise en évidence des enzymes qui

sont responsables de la dégradation du glucose, du lactose et des acides aminées soufrés

»  Technique.

La pente du milieu est ensemence par des stries et le culot par piqlire centrale puis

incubé a 37°C pendant 24 heures.

> Lecture.
- L'utilisation des sucres fait virer le milieu du rouge au jaune.
- Le sulfure d'hydrogene (H2S) est formé a partir des acides aminés soufrés.

- La preésence d'hyposulfite de sodium et du sulfate ferreux ammoniacal entraine la

formation de sulfure de fer, qui est un composé de couleur noir.
- Glucose fermenté: le culot est jaune, s'il ne I'est pas le culot reste rouge.
- Le lactose est fermenté, la pente est jaune, s'il ne ['est pas la pente est rouge.
- S'il ya formation de bulles de gaz le glucose est fermenté avec production de gaz.

- S'l ya production de H2S, la pente et le culot sont noires

11-1-4-2-2. Recherche des produts résultant de la fermentation du glucose :
a- Réaction du rouge de méthyle (RM) :
> Principe:

Cette réaction permet de mettre en évidence les bactéries protoproductrices d’acides

organiques a courtes chaines (acide acétique, acide fomarique , acide acétique).

Ces acides organiques maintiennent le pHde la culture a degré suffisamment bas pour

que le rouge de méthyle garde sa coloration rouge.
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» Tecnique:

Prélever 1 ml d’une culture pure agée de 24 heures sur milieu Clark et Lubs puis

ajouter 02 a 03 gouttes de rouge de méthyle

» Lecture.
La couleur reste rouge: pH <4,5 — RM (+)

La couleur devienne jaune: pH > 6 — RM (-)

b-Réaction de vogse-proskauer:
> Principe :

Elle permet la mise en évidence de la production d'acétyle méthyle carbinol ou acétoine

a partir de la déccarboxylation du pyruvate.

»  Technique :

Prélever 1 ml de culture sur milieu Clark et Lubs, le mettre dans un tube, ajouter 0,5 ml
de solution d'a. maphtol a 6% dans l'alcool (VPI), 0,5 ml d'une solution de potasse a 15%

d'eau distillée (VPII), on agite et on laisse agir 10 a 15 minutes

> Lecture:

La production de 'actéoine se traduit par l'apparition d'une coloration rouge

II-1-4-2-3. Etude du métabolisme des acides organiques :

e Utilisation du citrate de simmons :
» Principe:

Le principe est de tester la présence du citrate perméase dans les bactéries, qui permet

d'utiliser le citrate comme source de carbonne.

La libération des ions ammoniums (NH4+) qui proviennent de I'utilisation des sels
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d’ammoniums alcalinise le milieu et entraine ainsi le virage I’indicateur coloré ( bleu de

bromothymol).

» Technique:

Le milieu de simmons au citrate est ensemencé, a partir de la culture pure agée de 24

heures, en surface par stries longitudinales et incubé a 37°C pendant 24 heures.

» Lecture.

L’utilisation du citrate se traduit par un développement bactérien accompagné d’un

virage de I’indicateur color¢ du vert au bleu.

11-1-4-2-4. Métabolisme protéique:
a- Recherche d'une uréase :

L'hydrolyse de l'urée en dioxyde de carbone et d'ammoniac par l'uréase. est un €lément
important de diagnostic des germes qui utilisent l'urée comme source d'enrgie. L'ammoniac

produit sous forme NH40H soluble dans I'eau alcalinise le milieu de culture.

» Technique:

1 ml de milieu urée-indole est ensemencé, a partire de culture pure agée de 24 heures,

par l'anse et incubé a 37°C pendant 24 heures.

> Lecture.

La présence d’urease se traduit par le virage de I’indicateur au rouge.

b- Recherche d'indole:
»  Principe :

Certaines bactéries dégradent le tryptophane en indole acetique, seules les bacteries

indologénes permettent cette dégradation jusqu'a la formation d'indole.
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» Technique:

Un tube de 1 ml d'urée est ensemencé par le germe étudie et incubé a 37°C pendant 24

heures.

> Lecture:

La présence de l'indole se traduit par la formation d'un anneau rouge, en présence de

réactif de Kovacs-Ehrliche, a la surface de milieu.

11-1-4-2-5, Métabolisme des acides aminés:

e Recherche de la lysine décarboxylase (LDC ).
s Recherche de ’ornithine decarboxylase (ODC)
o Recherche de ’argénine déhydrolase (ADH).
» Principe :
Ces enzymes forment a partir des acides aminés des substances alcalines ( cadavérine,
putrecine) qui font virer I'indicateur de pH

Dans un premier temps les bactéries fermentent le clucose contenu dans le milieu de
Moeller qui devient acide (virage au jaune).

Les décarboxylases présentent une activité maximale a pH acide et lorsque les bactéries
possédent ces enzymes les métabolites aminés formés a partir de la décarboxylation de ces
acides aminées alcalinisent le milieu et font virer I’indicateur de pH

» Technique:

Ensemencer 1ml des milieux Moeller enrichi de la lysine, de ’argénine et de

I’ornithine par une culture pure du germe étudié puis recouvrir par 1" huile de vaseline.

Incuber & 37°C pendant 24 heures.

» Lecture:

L'apparition de la couleur violette témoigne l'existence de I’argénine déhydrolase,

ornithine décarboxylase et de la lysine décarboxylase.
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I1-1-4-3. Caractérisation antigénique.

e Agglutination avec les anti-sérums polyvalents (OMA, OMB).

L'anti-sérum polyvalent "OMA" posséde les anticorps correspendant aux groupes A, B,

D, E, et L, pour lesquels les facteurs O caractéristique de groupe sont respectivement: 02 ,04
09, 03, 021.

"OMB" agglutine les groupes: C, F, G, H.

» Technique.

Sur une lame propre, on met une goutte de sérum agglutinant anti-Salmonella (OMA,
OMB) puis on met directement en suspension dans cette goutte la culture prélevée de la

gélose ensemencée et on la delaye .

» Lecture.

Signe positif: agglutination de suspension.
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1I-2. Méthode de détermination de la CMI:

1I-2-1. Définition de la concentration minimale inhibitrice:

Le parameter le plus souvent utilisé pour évaluer I'effet d'une substance anti-
microbienne est sans doute la concentration minimale inhibitrice ou CMI.. Cette concentration
correspond a la concentration minimale de la substance anti-microbienne qui inhibe la
croissance visible du germe. Cette valeur correspond & une notion macroscopique, d'ou une
lecture' trés simple

a un germe particulier.

On ne saurait donc parler d'une seule CMI pour une substance antimicrobienne mais de
toute une série de CMI selon un panel de germes testés, choisis parmi les plus représentatifs.
La CMI est un paramétre de I'effet bacteriostatique de la substance antimicrobienne, puisque

I'effet analysé concerne la croissance.

Cet aspect n'est pas trop limitatif en biologie clinique puisque, & l'exception des cas
séveres, un effet bacteriostatique de la substance antimicrobienne suffit. Une substance

antimicrobienne est d'autant plus intéressante que sa CMI est basse. [18].

11-2-2. Technique de diffusion sur gélose :
11-2-2-1. Préparation du milieu de culture:

On coule la gélose Muller-Hinton en boites de pétri sur une €paisseur de 4 mm et cn

laisse refroidir.

Avant l'utilisation des géloses, on doit les sécher 15 min & 37°C (dans I'étuve).

11-2-2-2. Préparation de l'inoculum :

A partir d'une culture pure de Salmonella sur bouillon nutritif, on dilue a l'aide d'une

anse dans 10 ml d’eau physiologique stérile a 0,9%.

Bien homogéneiser la suspension bactérienne, son opacité doit étre équivalente a 0,5

MC Farland. Ou a une D.O de (0,08 2 0,10) a 625 nm.
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11-2-2-3. Ensemencement par inondation :

On inonde la surface de la gélose par la suspension bactérienne de fagon & recouvrir

cette derniere , des mouvements de rotation dans les deux axes par la main accélérent le

recouvrement.

A l'aide d'une pipette pasteur, on aspire la totalité du liquide.

Les boites ainsi ensemencées sont mises a sécher 15 minutes a 37°C.

11-2-2-4. Confection des puits :

On confectionne six puits dans chaque boite de pétri déja ensemencée puis on depose

une goutte de la gélose stérile au fond de chaque puits pour boucher la base de ces
derniers.(fig N° 6)

[1-2-2-5. Préparation des dilutions :

La préparation des dilutions de I’ HE de T vulgaris est réalisée dans I’huile de vaseline

[1] comme il est indiqué au tableau IV

Tableau IV : Préparation des dilutions de I’ HE de T vulgaris dans ’huile de vaseline

Cencentration | Volumedu | Volume de | Volume total | Concentration | Numération
diluant (ul) I" HE (ul) (uh) (ul/ mb) des puits

1/5 480 120 600 200 1
1/10 540 60 600 100 2
1/15 560 40 600 66 3
1/20 570 30 600 50 4
1/25 600 25 625 40 5
1/30 580 20 600 33,33 6

0 600 0 600 0 T
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11-2-2-6. Application des dilutions .

A partir de chaque dilution, on prend 25yl et on la dépose dans le puit correspondant
(fig N° 6) et on prépare un témoin qui ne contient que de I’huile de vaseline dans un puit
(FigN°7)

On laisse les boites, contenant Ihuile, a température ambiante pendant 2 heures, puis

on incube a 37°C Pendant 24 heures.
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I11. Résultats de I’étude microbienne :

-1-1. Isolement des souches :

_La culture des souches fournis sur le milieu Hektoen a donnée des colonies de petite

taille, de couleur bleu vert, par fois punctiformes.et lactose négatif (fig N° 8 )

[iI-1-2. Identification des souches :

Nous avons isolé 20 souches bactériennes. 1. ’identification a ét¢ faite par I’étude des

caractéres morphologiques et des profils biochimique et antigénique des souches.

111-1-2-1. Caractéristiques morphologiques :

o I.a coloration de Gram :

Les souches fournis ont toutes une morphologie coccobacilaire, Gram (-) isolées ou

associées en paire, rarement en chainette plus ou moins courtes ou amas.

I11-1-2-2. Profil biochimique :

La plus part des souches utilisées ont le méme profil biochimique, certaine d’entre elles

possedent un ou deux caracteres différents. (tab N°V) ( fig N°9 )

111-1-2-3. Profil antigénique :

L’agglutination par le sérum O « mélange » (OMA, OMB) a montrée qu’une partie des

souches est OMA+ et une autre partie OMB+ .

» Conclusion partielie :

L’étude bactériologique des différentes souches nous a permis d’isoler et d’identifier 10

souches de Salmonella spp
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Tableau V : Profils biochimiques et antigéniques des souches bactériennes isolées

181 Monitol mobilite Urée indol
Souches | ADH oDC LDC Ghu Lac Sac Gaz | H2S | Man Mob Cit Urée Ind RM | VP | OMA | OMB
S1 + + + + - - - + + + + - - + - -
S2 - + + + - - + + + - - - - + - +
S3 + + + + - - + + + - - - - + - -
S4 + + + + - - + + + - + - - + - +
S5 - - + + - - + + + + + - - + - +
S7 + + + + - - + + + + + - - + - +
S8 + + + + - - + + + + + - - + - +
S9 + + + + - - + + + - + - - + - +
S10 + + + + - - + + + - + - - + - +
S12 - - + + - - + + + - - - - + - +
(+) : réaction positive (-) : réaction négative
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III-2. L.a détermination de la CM1 :

Les résultats obtenus montrent que les dix souches de Salmonella sont sensibles vis & vis

des cinq extraits d'H E de T vulgaris. (fig N° 10)

Les diamétres des zones d’inhibition ( Tbl N°IX, X, XTI, XII , XIII) au tours des puits

sont proportionnelles aux différentes concentrations d’H E utilisées (voir annexe ).

Par convention nous avons choisi un diamétre supérieur ou égale a 12mm comme étant

un résultat positif.

Tableau VI: Le pourcentage des souches donnant des CMI a des

dilutionsdifférentes
Dilution | D1=1/5 D2=1/10 | D3=1/15 |D4=1/20 | Ds5=1/25 De=1/30

Huiles

H E1 0% 10 0 20 60 10
HE2 0 0 0 30 20 50
HE3 0 100 0 0 0 0
HE4 0 0 0 0 30 70
HES 0 0 0 0 70 30

Les résultats de la détermination de la CMI des cinq extraits d’HE de T vulgaris étudiés

ont révélé que cette derniére se situe généralement vers la cinquiéme dilution [D3=1/25] pour

la majorité des HE (Tbl N° VI, Fig N° 11 ).

Par ailleurs, pour I’'HE3 LA CMI de la totalité des souches est 4 la dilution D2=1/10 et pour
PHE4 elle se situe a D6=1/30.
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Tableau VII : Effet des 6 dilutions des 5 extraits sur les dix souches de

Salmonella

Diamétres des zones d’inhibition (mm )

dilutions 1/5 1/10 1/15 1/20 1725 1/30 SS
souches
S1 28 2 17,8 14,4 11,8 7,8 4.4
S2 26,2 15,2 12,6 10,6 5,4 3,8
S3 28,2 18 14,6 11,6 9 6,2
S4 28 15,4 12,2 10,8 9,2 6,4
S5 28,4 18 14,2 11,4 9,4 5,6 %k
S7 27,4 17 11,6 10,2 8,4 52
S8 28,5 19,6 16 11,6 9 6,4
S9 29,5 20,2 12,6 11,2 9,4 6,4
S10 27 16,2 12,4 10 8,6 7,6
S12 28,8 19,6 15 12 9,6 4
SS %%

*% . hautement significative
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I1I-3. Résultats de I’analyse statistique :
111-3-1. Effet souche :

L’étude statistique (analyse de la variance ) a montré qu’il ya une difference significative
(1%) de la sensibilité des souches de Salmonella vis a vis des 5 extraits d’HE étudiés. Cette

variabilité est probablement due a la variation des chimiotypes et des sérotypes [9, 29]

I11-3-2. Effet huile :

L’activité antibactérienne des différents HE de T vulgaris étudiés sur les 10 souches de

Salmonella a été démontrée pour I’ensemble des extraits. [15, 25, 27]

Neanmoins, cette activité est significativement (1%) différente d’un extrait d’un extrait
a un autre. Cette différence d’activité pourrait étre due a la composition chimique des HE et a

leurs concentration en principes actifs notamment le thymol et le carvacrol. [15]

Une étude approfondie s’avére nécessaire pour déterminer avec précision les effets
p

pharmacologiques de ces différents extraits .

I11-3-3. Effet dose :

L’étude statistique a montré qu’il y a une différence significative (1%) entre ’effet des

différentes dilutions d’HE de 7" vi/garis sur les 10 souches de Salmonella.

Cette variabilité des résultats est due a la difference de concentration en principes actifs
entre les 6 dilutions ainsi que le solvont utilisé (L huile de vaseline ) qui s’avere sans effet sur

I’activité des principes actifs de ces HE .
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II1-4. Discussion générale :

L’effet antimicrobien des extraits de T vulgaris a été rapporté par un bon nombre de

publications scientifiques . [25, 32, 37, 38]

Dans le but d’estimation de ’effet antimicrobien de 5 types d’HE obtenus par
hydrodistillation a partir des plantes de 7 vuigaris, récoltées a la fin du printemps de
différentes régions de Bechaar , nous nous somme limités dans une premiére étape 4 la

purification et I'identification de 10 souches de Salmonella .

Les résultats obtenus ont montrées I’existence, parmis les souches étudiées, des

chimiotypes et des sérotypes . [9, 28]

Dans une deuxieme €tape nous avons procédé a la détermination de la sensibilité des 10

souches de Salmonella aux 5 types ’HE de 7 vulgaris par la méthode de diffusion sur

gélose.

Les 10 souches ont montré une sensibilité variable vis-a-vis des 5 extraits. Cette
variabilité des résultats est probablement due a la variation des chimiotypes et des sérotypes

des souches. [37] et a la variabilité de ’activité antibactérienne des 5 extraits utilisés. [25]

La CMI trouvée pour les 5 extraits se situe généralement entre 1/25 et 1/30 (v/v ) et qui

reste inférieure a celle rapportée par SAGDICO. O., 2003 et qui sont estimés de (1/4 — 1/10)

Les valeurs de la CMI aussi retrouvées varient d’un extrait a un autre . Cette variabilité
des résultats pourrait étre due a la composition chimique des HE et a leurs concentrations en

principes actifs notamment le thymol et le carvacrol .

Ces résultats peuvent étre sujet de discussion dans la mesure ou les facteurs_qui
influencent d’une maniére significative la composition chimique des HE sont trés nombreux,
en effet HUDAIB. M et ces collaborateurs ont démontré que la variation de la composition

des HE de T vulgaris est influencée par le cycle végétatif et I’état physiologique de la plante.

De plus KALOUSTIAN et al ., 2003 et ISSAWT et al. , 2000 ont révélé que cette
composition varie en fonction de la période de récolte et la méthode d’extraction de ces HE et
de la méthode de séchage.

Pour contribuer a résoudre les problémes posés des travaux plus approfondies sur les

raisons de la variation de la CM], les effets pharmacologiques et toxicologiques de ces

extraits peuvent étre entrepris
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Annexes



Réalisation pratique.

Les milieux sont utilisés en gramme par litre d’eau distillée.

Eau phvsiolegique stérile 2 9 pour 1000

-NACL

-Eau distillée

Gélose Hektoén.

Protéose peptone
Extrait de levure
Chlorure de sodium
Sels biliaires

Citrate de fer ammoniacale
Salicine

Lactose

Saccharose

Fuchsine acide

Bleu de bromothymol
Agar

Ph=7.5

Milieu urée-indole.

@

L.Tryptophane

Phosphate monopotassique
Phosphate dipotassique
NaCL

Urée

Alcool a 95

Solution de rouge de phénol a 1%

1000ml

— (8]
ge uo  Ue

[\ w
o

uQ

10ml.
2.5ml



Milieu Mannitol Mobilité.

Peptone pancréatique
Mannitol

Nitrite de potassium
Rouge de phénol a 1%
Gélose

PH =7.2 autoclavez 15mn a 115 ¢

Gélgse T.S.1.

Extrait de viande de beeuf
Extrait de levure

Peptone pancréatique
NaCL

Lactose

Glucose

Saccharose

Sulfate ferreux ammonicale
Thiosulfate de sodium
Rouge de phénol

Gélose

Ph=7.4

Réaction de Kovacs.

[

Paradiméthyl aminobenzaldehyde
Alcool amilytique
Acide chlorhydrique pur

Milieu Clark et Lubs :

Peptone
Phosphate dipotassique
Glucose

Ph7

0.025¢
12 4 18g
12 a 18¢g



Geélose Citrate de Simmons :

. Sulfate de magnisium

. Phosphate monoammonique
. Phosphate dipotassique

. Citrate de sodium

.Chlorure de sodium

. Bleu de bromotimole

. Gélose

Bouillon nutritif :

Peptone
. Extrait de viande
. Chlorure de sodium

Ph72

Geélose Muller Hinton :

L]

Extraits de viandes
Hdrolysat acide de caséine
Amidon

Gélose

Ph 7.5

0,2¢g

w

—t
UQ

(]
uQ

wn

b UQ



Tableau IX : I’effet du type 1 d’HE de T vulgaris sur les 10 souches de

Salmonella

Diamétres des zones d’inhibition

D 1/5 1/10 /15 1/20 1/25 1/30 SS
S1 25 15 14 11 0 0
S2 25 11 9 7 6 0
S3 33 24 16 12 11 10
S4 27 21 13 11 10 0
S5 29 20 15 14 10 8
S7 30 22 14 12 11 10 o
S8 31 26 21 14 12 10
S9 29 28 27 14 11 9
S10 26 18 14 12 11 10
S12 33 29 21 17 9 8
SS ok

Tableau X: I.’effet du type 2 d’HE de T vulgarissur les 10 souches de Salmonella

Diameétres des zones d’inhibition

D 1/5 1/10 1/15 1720 1725 1/30 ANY

S1 36 28 20 15 14 0

S2 31 21 18 16 12 0

S3 35 27 25 17 12 10

S4 28 14 13 12 10 9

S5 30 20 19 14 13 0 #E
57 30 22 14 11 10 0

S8 24 17 13 10 9 0

S9 29 20 15 12 9 0

S10 26 17 14 10 9 7

512 26 20 18 16 15 0

SS




Tableau XI: I’effet du type 3 ’HE de T vulgaris sur les 10 souches de

Salmonella

Diametres des zones d’inhibition
D 1/5 1/10 1/15 1/20 1/25 1/30 SS

St 25 0 0 0 0 0

S2 21 0 0 0 0 0

S3 24 0 0 0 0 0

S4 27 0 0 0 0 0

S5 25 0 0 0 0 0 wx
S7 20 0 0 0 0 0

S8 24 0 0 0 0 0

59 25 0 0 0 0 0

S10 29 0 0 0 0 0

S12 24 0 0 0 0 0

SS %k




Tableau XII : L’effet du type 4 d HE de T vulgaris sur les 10 souches de

Salmonella
Diametres des zones d’inhibition
D 1/5 1/10 1/15 1/20 1/25 1/30 SS
S1 26 20 18 15 12 11
S2 27 20 17 15 9 10
S3 26 17 15 14 12 11
S4 33 21 19 17 15 12
S5 28 25 18 14 13 10 ke
S7 31 20 15 13 10 9
S8 36 30 26 16 13 11
S9 35 28 19 15 14 12
S1¢ 24 20 15 13 12 11
S12 31 25 16 12 10 0
SS *%

** hautement significatif




Tableau XTI : 1 ’effet du typeS d’HE de T vulgaris sur les 10 souches de

Salmonella
Diametres des zones d’inhibition
D 1/5 1/16 1/i5 1/20 1/25 1/30 SS
S1 29 26 20 18 13 11
S2 27 25 19 15 10 9
S3 26 22 17 15 10 0
S4 25 21 16 14 11 9
S5 30 25 19 15 11 10 '
S7 26 21 18 15 11 9 -
S8 28 25 20 18 11 10
S9 30 25 17 15 13 11
S10 30 26 19 15 11 10
S12 30 24 20 15 14 11
SS X

** Hautement significative










