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Résumé 

 

La présente étude a pour objectif la détermination de l’effet de l’hespéridine sur la 

formation de biofilm chez Klebsiella oxytoca (K. oxytoca). Cette capacité, de 04 souches 

obtenues à partir d’un milieu hospitalier, a été détectée par le test d’adhésion en 

microplaque par coloration au cristal violet. Huit concentrations d’hespéridine allant de 50 à 

6400 μg/ml ont été testées sous l’influence de deux températures (ambiante et 37°C).         

La formation de biofilm en mono-espèce et mixte (K. oxytoca KO – E. coli EC) a été évaluée. 

Les résultats obtenus montrent que l’action de l’hespéridine sur les souches de K. oxytoca 

est bactériostatique avec une CMI de 800 μg/ml et que ce flavonoïde n’a montré qu’un 

faible pouvoir anti-biofilm vis-à-vis de ces souches en mono- et en double-espèces. 

Globalement, ce pourvoir a été observé après des longues durées et avec différentes 

concentrations (AV1, p < 0,05). Les mono-souches ont marqué une forte production du 

biofilm dans les deux températures même après 21 jours. Des densités optiques importantes 

(0,7 ± 0,04 ; 0,8 ± 0,01) ont été enregistrés par les souches KO3 et KO4 vis-à-vis de ¼ CMI et 

de la CMI d’hespéridine. Pour les biofilms mixtes, l’hespéridine a un effet anti-biofilm 

important à une température ambiante sur le couple KO1-EC1 et KO2-EC2 (0,16 < DO < 0,3) 

(test T de student, p < 0,05). En revanche, les couples KO3-EC3 et KO4-EC4 ont montré une 

hyper formation de biofilm durant la majorité du temps de contact même avec les fortes 

concentrations d’hespéridine. La capacité de formation de biofilm par l’espèce k. oxytoca 

permet de conclure que l’hespéridine ne peut pas être considéré comme un meilleur agent 

anti-biofilm.  

Mots clés : Activité anti-biofilm, hespéridine, Klebsiella oxytoca, biofilm mono-espèce, 

biofilm mixte. 

 

 

 

 

 

 

 



 Abstract 

 

The aim of the present study was to determine the effect of hesperidin on the ability 

of klebsiella oxytoca (K. oxytoca) species to form a biofilm. The ability of 04 strains obtained 

from a hospital environment, was detected by the microplate adhesion test using crystal 

violet staining. Eight concentrations of hesperidin ranging from 50 to 6400 μg/ml were 

tested under the influence of two temperatures (ambient and 37°C). Single-species and 

mixed biofilm (K. oxytoca KO -E. coli EC) formation was evaluated. The results obtained show 

that the action of hesperidin on K. oxytoca strains is bacteriostatic with an MIC of 800 μg/ml 

and that this flavonoid showed only a weak anti-biofilm capacity towards these strains in 

mono- and double-species. Overall, this capacity was observed after long durations and with 

different concentrations (AV1, p < 0.05). Mono strains marked high biofilm production in 

both temperatures even after 21 days. Significant optical densities (0.7 ± 0.04; 0.8 ± 0.01) 

were recorded by KO3 and KO4 strains against ¼ MIC and hesperidin MIC. For mixed 

biofilms, hesperidin has a significant anti-biofilm effect at room temperature on the KO1-EC1 

and KO2-EC2 couple (0.16 < OD < 0.3) (Student's T-test, p < 0.05). In contrast, the KO3-EC3 

and KO4-EC4 couples showed hyper biofilm formation during the majority of the contact 

time even with the high concentrations of hesperidin. The capacity of biofilm formation by K. 

oxytoca species allows us to conclude that hesperidin cannot be considered as a better anti-

biofilm agent. 

Key words: Anti-biofilm activity, hesperidin, Klebsiella oxytoca, single-species biofilm,        

mixed biofilm. 

  



 ملخص

 

لى عklebsiella oxytoca (K. oxytoca )   الهدف من هذه الدراسة هو تحديد تأثير الهيسبيريدين على قدرة سلالة      

تصاق الصفائح لإختبار إعليها من بيئة المستشفى من خلال سلالات متحصل  04كتشاف قدرة إتكوين غشاء حيوي. تم 

ميكروغرام / مل. حيث 6400 لى  إ50 من  تراكيز تتراوحختبار ثمانية إستخدام التلوين بالبنفسج البلوري. تم الدقيقة بإ

تحت تأثير درجتي حرارة  (K. oxytoca KO -E. coli ECقمنا بتقييم تكوين الأغشية الحيوية أحادية النوع والمختلطة )

سلالات على تأثير مثبط  هيسبيريدينللظهرت النتائج التي تم الحصول عليها أن أمئوية(.  درجة 37و ةيوسط)

K.oxytoca للغشاء لا قدرة ضعيفة مضادة إلم يثبت ميكروغرام / مل وأن هذا الفلافونويد  800 قيمته ىندأ بتركيز

  ،  AV1)  كيز مختلفةابتر فترات طويلة وبعد  ا التأثيرهذ لوحظ عام،بشكل  لهذه السلالات. المزدوج و الحيوي الأحادي

p < 0,05) . يومًا. 21بعد  الحرارة حتى تيقوياً للأغشية الحيوية في كلتا درج إنتاجًاالأحادية أظهرت السلالات  ثحي  

  و CMI ¼  ىلإبالنسبة   KO4و KO3بواسطة سلالات  تم تسجيلها (0,8 ± 0,01 ;0,7 ± 0,04)معتبرة ضوئية كثافة 

.CMI  الزوجين  علىفي درجة حرارة الغرفة  المختلطة للهيسبيريدين تأثير مهم مضاد للأغشية الحيوية EC1-KO1   و

EC2-KO2  ( 0,16 و 0 3,ضوئية ما بين كثافة)   (p < 0,05، ختبارإT de Student  ) .  الزوجانظهر أ في المقابل 

 EC3-KO3و EC4-KO4عالية من الهيسبيريدين. اكيز مع تر حتى الحيوي خلال غالبية وقت التلامس مفرط للغشاء تكوين

 عاملعتبار الهيسبريدين أفضل إ  لايمكن أنه إلى يلخصالحيوية  تشكيل الاغشية على K. oxytocaسلالات قدرة  نإ

  .مضاد للغشاء الحيوي

حادي النوع، غشاء أغشاء حيوي  ،Klebsiella oxytoca هسبريدين، الحيوي،للغشاء  نشاط مضاد الكلمات المفتاحية:
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Les biofilms bactériens sont des amas structurés de cellules bactériennes enrobés 

d’une matrice polymérique et attachés aux surfaces biotiques ou abiotiques, ils protègent les 

bactéries et leur permettent de survivre dans des conditions environnementales hostiles 

(Tremblay et al., 2014). L'établissement et le développement de biofilms bactériens sont 

connus pour être des processus dynamiques et complexes régulés par des propriétés 

biologiques intrinsèques et également par de nombreux facteurs environnementaux (Cowle, 

et al., 2019). À ce jour, la formation de biofilm est une préoccupation majeure dans divers 

secteurs et cause de graves problèmes pour la santé publique, la médecine et l'industrie 

(Tasse, 2017). La capacité à former un biofilm est actuellement considérée comme une 

caractéristique de plusieurs micro-organismes parmi lesquels Klebsiella oxytoca qui est l’une 

des nombreuses bactéries qui peuvent produisent des biofilms par le biais de plusieurs types 

de structures adhésives, notamment la capsule et les fimbriae (Ghasemian et al., 2019). 

Pour prévenir ou inhiber le développement des micro-organismes pathogènes et éviter 

la formation des biofilms, plusieurs molécules naturelles ou chimiques sont utilisées. 

Pendant des siècles, les plantes médicinales présentent une source évidente de nouveaux 

composés antimicrobiens qui sont utilisés pour traiter les maladies infectieuses (Nisreen, 

2017; Sayari et al., 2016). De nombreuses études épidémiologiques et expérimentales 

récentes ont montré que les composés flavonoïques, très abondants dans les plantes, ont 

des capacités antibactériennes remarquables (Djahra et al., 2015). Parmi ces composés, 

l'hespéridine qui est présent en forte concentration dans les agrumes et plusieurs plantes 

médicinales. Son utilisation a été associée à un grand nombre d'avantages pour la santé, 

notamment des propriétés anti-inflammatoires, anti-hypertensives et antibactériennes 

(Pyrzynska, 2022). L'innocuité de l'hespéridine a été confirmée par la FASEB (Federation of 

American Societies of Experimental Biology) à la demande de la FDA (Food and Drug 

Administration) à cause de l’absence des effets secondaires indésirables après son ingestion 

orale. Récemment, l'hespéridine a été testée avec succès comme médicament pour la 

prévention et le traitement du COVID-19 (Cheng et al., 2021 ; Watson et al., 2014). 

       La résistance aux agents antibactériens est devenue un problème mondial sérieux. 

Klebsiella oxytoca constituent aussi avec d’autres microorganismes un défi mondial pour la 

santé publique non en raison de leur pathogénicité mais de leur multi-résistance aux agents 

antibactériens. Elle a développé une résistance à plusieurs antibactériens par plusieurs 
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mécanismes, notamment la dégradation enzymatique et l'élimination efficace par les 

pompes à efflux, à les quelles s’ajoute sa capacité à former des biofilms résistants 

responsables de diverses pathologies infectieuses nosocomiales (Neog et al., 2021). Avec 

cette résistance croissante des bactéries, il est toujours nécessaire de chercher des 

molécules pour surmonter ce problème et orienter la recherche pour l’identification de 

nouvelles biomolécules avec une large activité antibactérienne et antibiofilm (Jamal et al., 

2018).  

Dans la présente étude, nous avons évalué l'activité antibiofilm de l'hespéridine, un 

flavonoïde extrait d’une plante médicinale, en fonction de la température et de la durée vis-

à-vis de Klebsiella oxytoca isolée d’un milieu hospitalier. 

Par conséquent, nous nous sommes fixés trois objectifs majeurs :  

- Evaluation de la capacité de l’espèce à étudier à former un biofilm in vitro ; 

- Détermination de l’effet antibactérien d’un flavonoïde « l’hespéridine » vis-à-vis de 

l’espèce à étudier ; 

- Evaluation de la capacité anti-biofilm de l’hespéridine. 

 

Ce manuscrit s’organise autour de trois parties :  

- La première partie constitue un état de l’art de notre sujet d’étude. Elle présente une 

généralité sur les flavonoïdes ainsi que l’hespéridine et ses effets pharmacologiques, 

les caractéristiques structurales et fonctionnelles des biofilms bactériens et les 

caractères généraux et la capacité de formation de biofilm chez l’espèce bactérienne 

à étudier ;  

- La deuxième est entièrement consacrée à la description de la méthodologie utilisée ; 

- La troisième partie englobe les résultats expérimentaux obtenus, suivie d’une 

discussion engendrée par ces résultats. Enfin, cette étude est clôturée par une 

conclusion et des perspectives proposées. 

 



 

 

Partie I : 

Synthèse 

bibliographique 
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I. Flavonoïdes  

    I.1. Définition 

Les flavonoïdes, un groupe de substances naturelles à structure phénolique variable, 

sont des métabolites secondaires très répandus chez les végétaux et abondamment présents 

dans les fruits, les légumes, les céréales et le thé (Panche et al., 2016). Les flavonoïdes sont 

caractérisés par un squelette basique de flavone à 15 atomes de carbone, C6-C3-C6, avec 

deux cycles benzéniques (A et B) liés par un cycle pyranique à trois atomes de carbone (C) 

(Fig. 01) (D’Amelia et al., 2018).  

 

Figure 01 : Structure générale des flavonoïdes (Tzanova et al., 2020 ; Wang et al., 

2018). 

I.2. Classification des flavonoïdes 

Les flavonoïdes peuvent être classés en trois grandes catégories : les bioflavonoïdes, 

les iso-flavonoïdes (phytoestrogènes) et les néo-flavonoïdes (flavonoïdes blancs) et 

subdivisés en différents sous-groupes en fonction du carbone du cycle C sur lequel est fixé le 

cycle B et du degré d'insaturation et d'oxydation du cycle C, ces sous-groupes sont les 

suivants : flavones, flavonols, flavanones, flavanonols, flavanols ou catéchines, 

anthocyanines et chalcones (Fig. 02) (Ramesh et al., 2021 ; Panche et al., 2016).  

La double liaison C2-C3 du cycle C a disparu chez les flavanones. Les flavanols sont 

aussi appelés flavan-3-ols. Cette sous-famille comprend 4 formes de catéchines. La molécule 

possède deux atomes de carbone asymétriques, C2 et C3, donnant naissance à 4 

stéréoisomères. Les flavan-3-ols sont très présents dans le cacao, en revanche les 

isoflavones ne sont présentes que dans les végétaux (Emeraux, 2019). 
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Figure 02 : Structure de base de différents sous-groupes de flavonoïdes (Bertelli et al., 

2021).   

 

I.3. Biosynthèse et plantes médicinales riches en flavonoïdes   

Les flavonoïdes sont synthétisés via la voie des phénylpropanoïdes, qui convertit 

l’acide aminé phénylalanine en 4-coumaroyl-CoA qui entre dans la biosynthèse des 

flavonoïdes (Fig. 03) (Ferreyra et al., 2012). La formation de flavonoïdes est la condensation 

du malonyl-CoA, de la coenzyme A et de l'ester trimoléculaire de l'acide hydroxycinnamique. 

Le p-coumaroyl-CoA et les 3 malonyl-CoA se condensent en une seule étape enzymatique 

pour former une chalcone, la 4,2`,4`,6`-tétrahydroxychalcone (réaction catalysée par la 

chalcone synthétase).  La chalcone a tendance à s'isomériser en flavanones sous l'action de 

la chalcone isomérase, induisant ainsi une fermeture de cycle stéréospécifique, aboutissant 

à une seule Flavanones. Cette chalcone peut également être cyclisée en aurone. C'est le 

précurseur de tous les flavonoïdes (Glossman-Mitnik et al., 2004). 

Plusieurs plantes médicinales sont des bonnes sources de flavonoïdes qui sont 

largement utilisés dans l'industrie pharmaceutique, cosmétique et alimentaire (Efferth et 

Greten, 2012). La quantité et le type de flavonoïdes présents dans les plantes peuvent varier 

en fonction de plusieurs facteurs, tels que la variété de la plante, les conditions de culture, la 

saison, etc (Vogiatzoglou, 2015; Pérez-Jiménez, 2010).  
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Figure 03 : Principales étapes de biosynthèse des différentes classes des  flavonoïdes 

(Saffidine, 2015).   

Parmi les plantes riches en flavonoïdes, nous citons : les agrumes (oranges, citrons, 

pamplemousses, etc.), le thé vert, les baies (myrtilles, fraises, mûres, framboises, etc.), les 

légumes verts à feuilles (épinards, chou frisé, etc.), les légumineuses (haricots, lentilles, pois 

chiches, etc.), les oignons et l'ail, le cacao et les herbes aromatiques (thym, romarin, basilic, 

origan, etc.) (Erlund, 2004).  
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Les plantes médicinales les plus importantes qui contiennent des flavonoïdes sont des 

plantes appartient aux familles des Lamiaceae telle que Mentha piperita, des Asteraceae 

comme Artemisia campestris L., des Zygophylaceae (Zygphyllum album L.), des Fabaceae 

(Acacia nilotica L.), des Apiaceae (Deverra scoparia) et des Rutaceae (Citrus limon) (Bradai et 

al., 2020). 

 

I.4. Extraction et dosage des flavonoïdes  

Il existe plusieurs techniques d'extraction des flavonoïdes, les plus courantes sont les 

suivantes : 

I.4.1.Extraction par solvant  

 Cette méthode est la plus couramment utilisée pour extraire les flavonoïdes des 

plantes. Elle consiste à utiliser un solvant organique (comme l'éthanol, le méthanol ou 

l'acétone) pour extraire les composés phytochimiques de la matière végétale. La matière 

végétale est broyée et mélangée avec le solvant, puis le mélange est agité et filtré pour 

éliminer les impuretés. Enfin, le solvant est évaporé pour récupérer les flavonoïdes sous 

forme de poudre ou de liquide concentré. Cette méthode est simple et peu coûteuse, mais 

elle peut endommager les composés cibles en raison de l'utilisation d'un solvant (Mansur et 

al., 2019). 

I.4.2. Extraction par macération  

Cette méthode est également basée sur l'utilisation d'un solvant organique pour 

extraire les flavonoïdes de la matière végétale. La différence avec la méthode précédente est 

que la matière végétale est laissée en contact avec le solvant pendant une période 

prolongée (généralement plusieurs heures à plusieurs jours) pour permettre une extraction 

plus complète. Cette méthode est souvent utilisée pour extraire les flavonoïdes de plantes à 

haute teneur en huiles essentielles, car elle permet d'extraire les flavonoïdes sans 

endommager les huiles essentielles (Faye et al., 2022).  

I.4.3. Extraction par Soxhlet   

Cette méthode est souvent utilisée pour extraire des composés volatils et non volatils 
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des plantes. Elle utilise un appareil appelé Soxhlet, qui permet d'extraire les flavonoïdes à 

partir de la matière végétale en utilisant un solvant en continu. La matière végétale est 

placée dans une cartouche en cellulose, qui est placée dans le Soxhlet. Le solvant est chauffé 

et vaporisé, puis il se condense et retourne dans la cartouche en cellulose pour extraire les 

flavonoïdes. Cette méthode est plus coûteuse et plus lente que les méthodes d'extraction 

par solvant (Oluwaseun, 2018). 

I.4.4.Extraction assistée par ultrasons  

Cette méthode utilise des ondes ultrasonores pour briser les parois cellulaires de la 

matière végétale et faciliter l'extraction des flavonoïdes. Elle est souvent utilisée pour 

extraire les flavonoïdes de plantes à parois cellulaires dures ou épaisses. La matière végétale 

est mélangée avec un solvant organique, puis le mélange est soumis à des ondes 

ultrasonores pendant une période donnée. Cette méthode est plus rapide et plus efficace 

que les méthodes traditionnelles d'extraction par solvant, mais elle peut être coûteuse en 

raison de l'utilisation d'un équipement spécialisé (Wang, 2019). 

I.4.5. Extraction par CO2 supercritique  

Cette méthode utilise du dioxyde de carbone à l'état supercritique pour extraire les 

flavonoïdes de la matière végétale. C’est une méthode respectueuse de l'environnement, car 

elle n'utilise pas de solvants toxiques et elle est capable d'extraire des composés très purs  

(Putra et al., 2019). 

Pour le dosage des flavonoïdes, Il existe plusieurs techniques qui peuvent varier en 

fonction des spécificités des flavonoïdes à doser et des échantillons à analyser. Chaque 

méthode de dosage des flavonoïdes a ses avantages et ses limites, et le choix de la méthode 

dépendra des besoins spécifiques de l'étude (De Paepe et al., 2016). Ces techniques sont 

souvent spectrophotométriques basées sur une interaction chimiquement encore mal 

connue, et les recherches traitants ces types d’interactions se font de plus en plus rares. La 

technique de trichlorure d’aluminium est la plus utilisée, elle utilise généralement un 

standard, qui réagit avec le trichlorure d’aluminium (AlCl3), puis l’établissement d’une 

courbe d’étalonnage qui sert à projeter les absorbances des échantillons étudiés (Yildrim et 

al., 2017 ; Karimi et al., 2016). 
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I.5. Hespéridine et propriétés pharmacologiques 

L'hespéridine (C28H34O15) est un glycoside flavonoïde qui a été isolé pour la première 

fois en 1828 par le chimiste français Lebreton à partir d'écorces d’agrumes. L'hespéridine et 

d'autres bioflavonoïdes similaires, autrefois appelés "vitamine P", se trouvent en abondance 

dans les agrumes, notamment les citrons, les oranges, les citrons verts et les pamplemousses 

(Man et al., 2019 ; Xiong et al., 2019).  

Des études pharmacologiques modernes ont montré que l'hespéridine possède des 

propriétés anticancérigènes, antioxydantes, anti-inflammatoires, antitumorale, 

antibactérienne, antidépressive antihyperglycémiques, antiadipogènes, 

antihyperlipidémiques, antihypertensives et cardioprotectrices, protégeant le système 

cardiovasculaire et le système gastro-intestinal. Ce qui indique qu'elle offre un large éventail 

de bienfaits pour la santé en ce qui concerne les maladies chroniques (notamment le cancer 

et le diabète) (Cheng et Zhou, 2023). 

II. Biofilm 

II.1. Définition  

Le biofilm est un mode de vie en communautés qui permet à des microorganismes 

d’adopter un comportement de groupe. Les biofilms sont le plus souvent fixés à un support 

et ils sont ubiquitaires (Aumeran et al., 2020). Au sein d’un biofilm les microorganismes sont 

englobés dans une matrice constituée des substances polymériques extracellulaires « EPS » 

sécrétées par les cellules elles-mêmes, et vivent dans des microniches et profitent d’un 

milieu homéostatique, avec un accès important à l’oxygène et aux nutriments, favorisé par 

un système de circulation grâce à la présence de canaux élémentaires dans le biofilm. Ce 

mode de vie est donc une réponse adaptative des microorganismes qui favorise leur 

persistance dans l’environnement (El Khoury, 2021). 

II.2. Mécanisme de formation d’un biofilm bactérien  

La formation d'un biofilm peut être décrite en trois étapes : l’attachement, la maturation et 

la dispersion (Fig. 04) : 
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Figure 04 : Cycle de développement simplifié d’un biofilm (Nira et al., 2015). 

II.2.1. Attachement des bactéries : Dans un premier temps, les cellules bactériennes 

sous forme planctonique vont s'agréger sur des surfaces biotiques ou abiotiques par 

transport passif (sédimentation) ou transport actif, notamment en faisant intervenir 

des structures spécifiques de bactéries (comme les flagelles). Il le fait en deux 

étapes (EL Khoury, 2021 ; Goetz, 2018) :  

 Adhésion réversible ou l’amarrage : Correspond à un faible attachement des 

cellules bactériennes aux surfaces et implique des interactions faibles telles que les 

forces de Van Der Waals et les liaisons électrostatiques. Elle est régie par des 

variables physico-chimiques qui définissent l'interaction entre la bactérie et la 

surface cible. 

 Adhésion irréversible ou la phase d’ancrage : C’est la phase de consolidation 

de l’adhésion. Elle s’établit grâce à des éléments de surface de la bactérie (pilis, 

fimbriae, …), ou grâce à un contact direct entre la paroi bactérienne et le substrat 

ou grâce à la sécrétion de molécules qui assurent le lien entre la paroi bactérienne 

et le substrat. Les bactéries produisent en plus des exopolymères qui les englobent 

et les fixent à la surface. 

II.2.2. Maturation du biofilm : Dès que l’attachement au substrat devient irréversible, 

le biofilm entame des phases de croissance et de maturation, sa multiplication conduit 

à la formation de colonies qui vont recouvrir toute ou une partie de la surface selon les 

propriétés de surface des bactéries et des matériaux. Certaines caractéristiques, telles 

que la formation d'une matrice extracellulaire qui renferme des communautés 

microbiennes, contribuent à la formation de biofilm.  La formation d'une matrice 

extracellulaire qui enrobe des communautés microbiennes permet de distinguer les 
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biofilms matures des jeunes biofilms. Dans le passé, la matrice polymérique 

extracellulaire qui entoure les biofilms était également appelée « couche visqueuse ». 

Cette couche de matériau polymère extracellulaire (EPS) offre divers avantages à la 

communauté des biofilms, notamment en favorisant l'adhérence aux surfaces, en 

permettant le développement de biofilms multicouches et en permettant l'évolution 

de la communauté des biofilms pour s'adapter à l'environnement. Les biofilms 

multicouches se développent et agissent comme une barrière à l'afflux de 

médicaments et d'autres substances toxiques (Chaminda, 2017). 

II.2.3. Dispersion et détachement cellulaire : C’est la dernière étape du cycle de vie 

d’un biofilm mature. Il peut être considéré comme un phénomène intervenant de 

manière passive et donc être dû aux mouvements de fluides provoquant des 

phénomènes d’érosion (pertes de petites molécules) ou de « desquamation » (pertes 

de biomasses importantes). La dispersion du biofilm peut être le résultat de plusieurs 

indices, tels que les modifications de la disponibilité des nutriments, les fluctuations de 

l'oxygène, l'augmentation des produits toxiques ou d'autres conditions induisant un 

stress. Les bactéries se détacheraient alors de manière volontaire pour repasser dans 

un mode de vie planctonique afin de trouver de meilleures ressources en colonisant de 

nouvelles niches écologiques engendrant la formation d’autres biofilms. Les formes 

planctoniques ainsi libérées peuvent conserver des caractéristiques des bactéries du 

biofilm, comme l’antibiorésistance (Ansari et al., 2017 ; Laurie, 2017).  

 

II.3. Facteurs favorisant la formation de biofilm  

La formation de biofilm est liée à trois principaux facteurs : 

     II.3.1. Caractéristiques de la surface  

Les surfaces rugueuses sont préférentiellement colonisées en raison de forces 

répulsives plus faibles et d'une surface accrue pour la fixation. Cependant, certaines souches 

de bactéries sauvages colonisent également les surfaces lisses. Les propriétés physico-

chimiques de la surface peuvent exercer une influence sur le taux d’attachement et sur son 

ampleur : d'une part, le caractère hydrophobe des microorganismes leur permet de se fixer 

plus facilement sur des surfaces hydrophobes et non polarisées que sur des matériaux 
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hydrophiles. D‘autre part, la présence préalable d’un film protéique sur un biomatériau 

influence l’attachement de bactéries à sa surface, et favorise la formation de biofilms (Dolan 

et al., 2002 ; Donlan et al., 2002). 

     II.3.2. Caractéristiques du milieu  

La formation et la dispersion des biofilms nécessitent un équipement enzymatique 

précis et des entités structurales spécifiques dont l'activation dépend de facteurs 

environnementaux clés (température, pH -conditions optimales de formation de biofilms en 

situation de neutralité-, concentration en oxygène, concentration en fer, osmolarité, 

présence d’ions spécifiques, sources de carbone disponibles, etc) (Martinez et Casadevall 

,2007). 

     II.3.3. Propriétés des cellules  

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

production d’exopolysaccharides influencent l’attachement des bactéries sur une surface 

(Palmer et al., 2007). 

II.4. Klebsiella oxytoca et formation de biofilm 

II.4.1. Taxonomie et caractères généraux  

Klebsiella oxytoca (K. oxytoca) est une bactérie Gram-négative immobile, anaérobie, en 

forme de bâtonnet avec une capsule de polysaccharide proéminente qui résiste aux 

mécanismes de défense de l'hôte (Trivedi et al., 2015). Elle appartient à la famille des 

Enterobacteriaceae, ordre des Enterobacteriales, phylum Proteobacteria, Classe : Gamma 

proteobacteria, constituent la flore normale du tractus gastro-intestinal et peuvent être 

trouvées dans l'eau et le sol. Elle est présente dans les intestins de 2 à 10 % des personnes 

en bonne santé (Singh et al., 2016 ; Herzog et al., 2014). 

K. oxytoca est positive pour l'indole, le lactose, la lysine décarboxylase, le mannitol, 

l'ONPG et la réduction du nitrate en nitrite mais elle est négative pour l'ornithine 

décarboxylase (Jing et al., 2021). La culture de Klebsiella s’effectue sur les milieux sélectifs 

des entérobactéries (Drigalski, Hektoen, Mac Conkey…) ; l’espèce K. oxytoca forme souvent 

des colonies muqueuses avec un diamètre de 3 à 4 mm en 18-24 h à 37°C (Carip et al., 

2015 ; Prescott et al., 2003). 

https://journals.asm.org/doi/full/10.1128/CMR.00006-21#con1
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K. oxytoca est un agent pathogène opportuniste important qui joue un rôle 

important dans le développement d'une variété d'infections nosocomiales et 

communautaires. Cette bactérie est couramment isolée chez des patients atteints de 

septicémie, de bactériémie, d'arthrite septique, d'infections des tissus mous, de 

cholécystite, d'infections des voies urinaires et, plus récemment, de nourrissons souffrant 

de coliques (Darby et al., 2014). Elle est capable de provoquer diverses infections, en 

particulier la colite hémorragique associée aux antibiotiques après l'administration d'agents 

antimicrobiens et d'autres infections associées aux soins de santé chez les patients 

immunodéprimés (Jing et al., 2021). 

     II.4.2. Résistance aux agents antibactériens 

   Les Klebsiella spp. sont d'importants agents pathogènes infectieux qui possèdent une 

résistance aux agents antimicrobiens. Il a été démontré qu'elles partagent des gènes de 

résistance aux antimicrobiens et des gènes de facteurs de virulence par recombinaison 

(Moradigaravand et al., 2017). K. oxytoca a également développé sa résistance à un large 

éventail d'antibiotiques par le biais de divers mécanismes, notamment la dégradation 

enzymatique et l'élimination efficace par des pompes d’efflux (Nakul et al., 2021). Elle a la 

capacité de persister dans une variété de niches, y compris les environnements humides 

(Vergara-López et al., 2013 ; Lowe et al., 2012 ).  Le facteur de virulence le mieux caractérisé 

chez K. oxytoca antibiorésistante est le groupe de gènes biosynthétiques de la 

kleboxymycine qui code pour la cytotoxine kleboxymycine ou la tilivalline, toutes deux 

impliquées dans les changements pathologiques provoqués par la colite hémorragique 

associée aux antibiotiques (Yang et al., 2022). 

    II.4.3. Capacité de formation de biofilm par Klebsiella oxytoca 

K. oxytoca est capable de se développer et d'adhérer à de nombreuses surfaces, 

formant des biofilms qui le protège contre les antibiotiques, les phagocytes et les 

bactériophages et contribue ainsi à leur survie (Chen et al., 2013 ; Arampatzi et al., 2011). 

Les Klebsiella spp. produisent des biofilms par le biais de plusieurs types de structures 

adhésives que l'on retrouve à la fois chez Klebsiella pneumoniae et K. oxytoca, notamment la 

capsule et les fimbria de type 1 et 3 (Ghasemian et al., 2019). Le quorum sensing est aussi 

https://journals.asm.org/doi/full/10.1128/CMR.00006-21#con1
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un grand régulateur des fonctions bactériennes, il contrôle la formation de biofilms, la 

formation de facteurs de virulence et le processus d'infection (Chen et al., 2018).  

II.5. Stratégies anti-biofilm  

Différentes stratégies sont envisagées pour prévenir ou inhiber le développement du 

biofilm (Blackman et al., 2021 ; Flemming et al., 2016 ) : 

 La première stratégie anti-biofilm cible l'étape d'adhésion du développement du 

biofilm bactérien. Elle implique la modification des propriétés physiochimiques des 

surfaces pour créer des surfaces antiadhésives et/ou l'incorporation d'agents 

antimicrobiens sur les surfaces pour empêcher la colonisation bactérienne. Les 

surfaces microbiennes étant hydrophobes par nature, la prévention de l'adhésion 

bactérienne peut être obtenue par un revêtement de surface avec des polymères 

hydrophiles (Harding et al., 2014). À titre d’exemple, les biosurfactants entravent la 

formation de biofilms en modifiant la capacité d'adhésion des cellules par une 

diminution de l'hydrophobie de la surface cellulaire. La perturbation de la membrane 

et l'inhibition de la chaîne de transport d'électrons, limitant ainsi la demande 

d'énergie cellulaire (Satpute et al., 2016) ; 

 

 La deuxième stratégie anti-biofilm cible le quorum sensing (QS), qui est le mécanisme 

de régulation permettant aux cellules bactériennes de répondre aux besoins liés à la 

densité cellulaire, par l'expression de gènes spécifiques. L'utilisation de molécules 

capables d'interférer avec le QS est une stratégie prometteuse pour contrer 

l'adaptation bactérienne aux surfaces et empêcher le développement du biofilm 

(Hazan et al., 2016 ; Wu et al., 2015). À titre d’exemple, les substances 

phytochimiques inhibent le mécanisme de détection du quorum sensing 

principalement en bloquant les inducteurs du QS comme les autoinducteurs de type 

2 (Ciric et al., 2019) ; 

 

 La troisième stratégie anti-biofilm cible la matrice EPS. Elle implique l'utilisation de 

substances capables de détruire l'intégrité physique des biofilms. La perte 

subséquente de la matrice hautement protectrice du biofilm peut entraîner 
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l'exposition des cellules microbiennes sessiles aux agents antimicrobiens (Klare et al., 

2016). De nombreux produits naturels dérivés de plantes possèdent des fonctions 

antimicrobiennes et anti-biofilm in vitro parmi lesquels les flavonoïdes qui ont la 

capacité à inactiver les adhésines microbiennes, les enzymes et les protéines de 

transport cellulaire. En fait, les flavonoïdes sont synthétisés par les plantes en 

réponse à une infection microbienne et sont donc des substances antimicrobiennes 

très efficaces contre un large éventail de micro-organismes (Nisreen, 2017). Ils sont 

de puissants inhibiteurs de la topoisomérase comme l'ADN gyrase qui est nécessaire 

non seulement à la survie des bactéries dans le bioflm, mais aussi à leur propagation 

dans une nouvelle zone (Roy et al., 2018). 

 
 
 



 

 

Partie II :  

Matériel et  

Méthodes 

 

 

 



Matériel et Méthodes 

15 

 

Les travaux expérimentaux de la présente étude ont été réalisés au niveau du 

Laboratoire de Microbiologie de la Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie et Sciences 

de la Terre et de l’Univers, Université 8 Mai 1945 Guelma. 

I. Matériel biologique  

I.1. Choix et origine des souches bactériennes  

Quatre souches bactériennes choisies pour la présente étude appartenant à l’espèce 

Klebsiella oxytoca. Ces souches ont été isolées à partir d’un milieu hospitalier de la région de 

Guelma (Tableau 01). 

Le choix de cette espèce bactérienne est basé sur : 

 Son caractère ubiquitaire dans l’environnement hospitalier ; 

 Sa capacité de résistance vis-à-vis de différents agents chimiques ; 

 Sa capacité de formation de biofilm selon des études antérieures 

(Suttasattakrit et al., 2022).             

 

Tableau 01 : Origine des souches de Klebsiella oxytoca à étudier.  

 

Espèce 
bactérienne 

Code 
Date de 

prélèvement 
Point de 

prélèvement 

Matériaux 
du point de 

prélèvement 

Méthode de 
conservation 

Klebsiella 
oxytoca 

KO1 03/03/2019 
Poignée de porte 
d’une chambre de 

patient   
Inox 

GN inclinée en 

tube 

KO2 03/03/2019 Lavabo Céramique 
GN inclinée en 

tube 

KO3 12/04/2020 
Poignée de porte 
d’une chambre de 

patient   
Inox 

GN inclinée en 

tube 

KO4 12/04/2020 Lavabo Céramique 
GN inclinée en 

tube 
     GN : gélose nutritive. 

I.2. Vérification de la pureté des souches bactériennes  

 La purification est une étape très importante, elle conduira à la souche pure ce qui 

facilitera les études phénotypiques (Delarras, 2007). 
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Afin de vérifier la pureté des souches bactériennes étudiées, nous avons suivi les étapes 

suivantes : 

I.2.1. Revivification des souches bactériennes  

À partir de chaque bactérie conservée sur la gélose nutritive, des colonies ont été 

introduites dans des tubes contenant 5 ml du Bouillon Tryptone Soja (TSB) à l’aide d’une anse 

de platine stérile. Les tubes sont ensuite incubés à 37°C pendant 24 heures (Noyce et al., 

2006). 

I.2.2. Isolement et caractérisation phénotypique des souches bactériennes 

À partir du milieu TSB présentant une croissance bactérienne, nous avons ensemencé 

la gélose Hektoen qui est un milieu sélectif pour les entérobactéries pathogènes, il permet 

une première orientation quant à l’identification de l’espèce isolée sur la base de l’attaque 

de trois glucides : lactose, salicine et saccharose. Une différenciation supplémentaire 

(présence de thiosulfate et de citrate de fer dans le milieu) qui se traduit par des colonies à 

centre noir dû à la formation de sulfure de fer (Joffin et Leyral, 2014). 

Les souches bactériennes ont subi une caractérisation phénotypique à savoir                         

la caractérisation morphologique selon les méthodes classiques de microbiologie décrites 

par Guiraud (2003) et la caractérisation biochimique par utilisation du système miniaturisé 

API 20 E (Annexe). 

II. Étude de l’effet d’un flavonoïde naturel sur la capacité de formation de biofilm chez  

Klebsiella oxytoca 

Cette partie de l’expérimentation porte sur la détection de la capacité des souches 

bactériennes isolées des sites hospitaliers à former de biofilms sous l’effet d’un flavonoïde 

« l’hespéridine » extrait d’une plante médicinale. 

La technique utilisée est celle du « Test d’adhésion en microplaque par coloration au 

cristal violet » (Camps, 2011 ; Crémet et al., 2013). 

Cette méthode utilise la spectrophotométrie pour mesurer la capacité des souches 

bactériennes à adhérer à une surface et/ou à former un biofilm dans les puits des 

microplaques. Le cristal violet colore les bactéries et la matrice des biofilms (Pantanella et 

al., 2013). 
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II.1. Obtention de l’hespéridine 

L’hespéridine a été fournie par un laboratoire pharmacologique sous forme de poudre 

pure à 99 %. Elle a été extraite à partir des feuilles de la plante médicinale Mentha × piperita. 

Les feuilles ont été collectées et séchées à l'air libre à l'ombre pendant 7 jours à la 

température ambiante puis elles sont broyées en une poudre grossière. Cette dernière a été 

tamisée à l'aide d'un tamis à pores de 1 mm et stockée dans des récipients en plastique 

étanches.  

Différents extraits (aqueux, méthanolique, acétate éthylique) ont été préparé afin de 

chercher la présence des flavonoïdes. Après filtration sur papier Whatman et concentration 

sous vide des extraits, la présence de flavonoïdes a été confirmer par l’utilisation d’un ruban 

de magnésium et quelques gouttes d’HCl concentré dans de l'eau bouillante.  La formation 

d'une couleur rouge indique la présence de flavonoïdes (flavonones, flavanonols).                  

L’hespéridine a été isolée par chromatographie sur colonne et HPLC (chromatographie en 

phase liquide haute performance ou haute pression qui est une technique d'analyse 

séparative, basée sur une migration progressive des composés dans une colonne supportant 

les hautes pressions) (De et al., 2010). 

II.2. Préparation de la solution mère et les concentrations filles de l’hespéridine 

L’hespéridine a été initialement dissoute dans du DMSO à 2 % (Le diméthylsulfoxyde, 

un solvant polaire, qui dissout à la fois des composés polaires et non-polaires, et qui est 

miscible dans une large gamme de solvants organiques, ainsi que dans l'eau) à raison de 200 

mg/ml afin de préparer la solution mère et ensuite diluée dans du bouillon Muller-Hinton 

jusqu'à la concentration finale souhaitée. 

La détermination de la capacité de formation de biofilm chez les souches sélectionnées 

a été réalisée en absence de l’hespéridine et en présence de huit concentrations filles allant 

de 50 μg/ml (1/16 CMI) jusqu’à 6400 μg/ml (8 CMI). La CMI (Concentration Minimale 

Inhibitrice) a été déterminé à l’avance (§ II.3) (Dheilly et al., 2010).  
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II.3. Détermination de la concentration minimale inhibitrice CMI 

La CMI est la concentration la plus faible d’un agent antimicrobien (en mg/l) qui, dans 

des conditions in vitro définies, inhibe l’apparition d’une croissance visible d’un micro-

organisme au cours d’une période définie. 

La CMI est déterminée selon la méthode de micro-dilution en bouillon de  la norme   

EN ISO 20776-1 (2019) : 

- Sur une microplaque de 96 puits, mélanger 100 µl de la concentration désirée et    

100 µl d’inoculum bactérien (ajusté à 0,5 Mac Farland); 

- Incuber les microplaques empilées les unes sur les autres (Pour éviter le 

dessèchement) à 37°C pendant 18 heures ; 

- Examiner la croissance bactérienne dans chaque puits (se traduit par une turbidité). 

La CMI sera la plus petite concentration qui inhibe complètement la croissance 

visible. Il est important de vérifier le témoin de croissance positif auquel en 

comparant les autres cupules pour définir la CMI. Un témoin négatif peut être aussi 

utilisé  (DMSO à 2 %). 

II.4. Détermination de la concentration minimale bactéricide CMB 

À partir de tous les puits dans lesquels il n'y avait pas de croissance visible (selon la 

présence de turbidité), 10 µL ont été ensemencés sur la gélose Mueller-Hinton. Après 

incubation à 37°C pendant 24h, la concentration la plus faible, à laquelle la croissance 

cellulaire était complètement supprimée, a été considérée comme la CMB (la réalisation 

d’un témoin bactéricide est recommandée) (Florov et al., 2022).  

 

II.5. Préparation des cultures bactériennes  

La formation de biofilm en mono-espèce et mixte a été testée. Le biofilm mono-espèce 

est représenté par la souche bactérienne Klebsiella oxytoca. Le biofilm mixte est représenté 

par le couple : Klebsiella oxytoca (KO) – E. coli (EC). Cette dernière a été isolée du même 

milieu hospitalier (Bacille à Gram négatif appartenant aux entérobactéries). 

Les cultures bactériennes sont préparées comme suite : 
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- Préparer les monos- et les cultures bactériennes mixtes (ajustées à 0,5 Mac 

Farland) dans des tubes en verre contenant le bouillon TSB avec différentes 

concentrations de l’hespéridine ; 

- Incuber les tubes pendant 1, 4, 8, 16 et 21 jours à 25°C et à 37°C sans 

agitation (Florence, 2014). 

II.6. Activité anti-adhérence/ Essai d’adhésion 

L’activité anti-adhérence de l’hespéridine a été déterminée selon la technique décrite 

par Wang et al. (2017). Brièvement, 2 ml des cultures de 106 cellules/mL de Klebsiella 

oxytoca avec CMI et ¼ CMI de l’hespéridine ont été répartie en 6 puits d’une microplaque 

puis incubées à 37°C pendant 24h.  Les bactéries non adhérentes ont été décantées, et 

l'adhérence restante a été éliminée à l'aide de 0,5 M de l'hydroxyde de sodium, ensuite, les 

cellules ont été quantifiées à 600 nm.  

Pourcentage d'adhérence (%) = [DO des cellules adhérentes / (DO des cellules adhérentes + 

DO des cellules surnageantes)]. 

II.7. Essai de la formation de biofilm 

D’après la technique de Florov et al. (2022): 

- Répartir 200 μl de chaque suspension bactérienne dans les puits d’une 

microplaque de 96 puits à fond plat en polystyrène ; 

- Incuber la microplaque à 37°C pendant 24 heures ; 

- Après incubation, vider la microplaque délicatement et laver les puits 

pendant 2 min avec une solution de PBS (Phosphate-buffered saline) afin 

d’enlever les bactéries non adhérées au support ; 

- Sécher la microplaque à 50°C pendant 30 minutes afin de fixer les bactéries ; 

- Introduire dans chaque puits 200 μL d’une solution de cristal violet à 0,1 % 

pendant 15 minutes à la température ambiante ; 

- Éliminer la solution de cristal violet ensuite rincer trois fois avec la solution de 

PBS pour enlever le colorant en excès puis séchés 10 min à température 

ambiante ; 
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- Remettre en solution le cristal violet qui a pénétré dans les bactéries par 

l’ajout de 200 μL d’éthanol à 95 % dans chaque puits, ce qui permet 

d’améliorer la sensibilité de lecture avec le spectrophotomètre ; 

- Après 10 min d’attente, lire l’absorbance à 595 nm.  

La figure 05 illustre le protocole suivi afin d’étudier l’effet de l’hespéridine sur la 

capacité de formation de biofilm chez Klebsiella oxytoca. 

III. Analyse statistique 

Afin de visualiser et de comparer l’effet de différentes concentration de l’hespéridine 

et des deux températures testées sur la capacité de la formation de biofilm, les résultats 

sont soumis au test ANOVA à un critère (AV1) et au test T de Student, respectivement         

(La normalité des distributions a été évaluée préalablement par la valeur W de Shapiro-

Wilk’s, les distributions étant la plupart du temps symétriques). Les différences ont été 

considérées significatives à une probabilité p ≤ 0,05. L’étude statistique a été réalisée par le 

logiciel statistique SPSS 25.0.                        
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Revivification et identification des souches bactériennes 

                                                                                                      

                 K. oxytoca 1       K. oxytoca 2      K. oxytoca 3        K. oxytoca 4            E. coli  (1 à 4)        

                        Préparation de deux séries pour chaque souche 

  

                         

            Témoin   50     100    200   400   800   1600  3200  6400                               

                                      

                                     

Incubation à 25°C et à 37°C pendant 1, 4, 8, 16, 21 jours 

Inoculation des microplaques en polystyrène dans le temps            

 

Incubation à 37°C pendant 24 heures 

Préparation de la microplaque et coloration au cristal violet 

 

  Mesure de la densité optique à l’aide de spectrophotomètre à 595 nm 

Figure 05 : Étude de la capacité de formation de biofilm chez Klebsiella oxytoca soumise au  

stress de l’hespéridine. 
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I. Caractérisation phénotypique et vérification de la pureté des souches bactériennes  

La caractérisation phénotypique des souches bactériennes à étudier a confirmé la 

pureté de nos isolats (Tableau 02). 

 

Tableau 02 : Identification des souches bactériennes à étudier. 

Bactérie Code 
Aspect 

microscopique 
Enzymes 

respiratoires 
Type de 

l’API 
Code de 

l’API 

Degré de 
similitude 

(%) 

Klebsiella 
oxytoca 

KO1 

Bacilles à 
Gram (-) 

Cat (+) 
OX (-) 
NR (+) 

API 20E 

7274773 100 % 

KO2 5255771 99,9 % 

KO3 5055773 100 % 

KO4 5241773 100 % 
Cat : catalase, OX : oxydase, NR : nitrate réductase, (+) : positif, (-) : négatif. 

 

La figure 06 illustre les résultats de l’isolement et des différents tests d’identification 

de la souche KO1. 

 

                     

 

         

 

 

 

Figure 06 : (a) Aspect macroscopique, (b) enzymes respiratoires et (c) profil biochimique de 

Klebsiella oxytoca KO1. 

 

(a) (b) 

(c) 
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II. Détermination de la concentration minimale inhibitrice et la concentration minimale 

bactéricide de l’hespéridine vis-à-vis des souches de Klebsiella oxytoca 

La valeur de la CMI de l’hespéridine obtenue est de 800 μg/ml pour la totalité des 

souches de Klebsiella oxytoca étudiées. En milieu solide, les CMB de l’hespéridine 

enregistrées vont de 6400 μg/ml à plus de cette plus forte concentration utilisée dans la 

présente étude. La détermination du rapport CMB/CMI montre que l’action de ce flavonoïde 

sur les bactéries testées est bactériostatique (Tableau 03). 

 

Tableau 03 : Activité antibactérienne de l’hespéridine 

Code de la 
souche 

CMI (μg/ml) CMB (μg/ml) CMB/CMI Activité 
antibactérienne* 

KO1 800 6400 8 Bactériostatique 

KO2 800 6400 8 Bactériostatique 

KO3 800 >6400 >8 Bactériostatique 

KO4 800 >6400 >8 Bactériostatique 

*CMB/CMI<4 => activité bactéricide ; 4<CMB/CMI<32 => activité bactériostatique ; CMB/CMI>32 => 
Bactérie tolérante 

 

Les flavonoïdes omniprésents dans les herbes médicinales sont aujourd’hui utilisés 

dans plusieurs domaines d’intérêts pharmaceutiques, nutritionnels et agrochimiques. 

Plusieurs chercheurs ont découvert que les flavonoïdes sont des composés antibactériens de 

premier plan qui pourraient contribuer à remplir le pipeline de découverte de médicaments 

en réponse à la résistance croissante aux antibiotiques (Porras et al., 2021). Selon nos 

résultats, il apparaît nettement que l’hespéridine montre un effet inhibiteur sur la croissance 

des K. oxytoca. Ces résultats sont en accord avec les données de la littérature scientifique 

qui cite l’efficacité intrinsèque de l’hespéridine pour inhiber et/ou détruire rapidement 

plusieurs types de bactéries pathogènes dont Klebsiella oxytoca. Özçelik et al. (2008) ont 

évalué l’effet de six flavonoïdes sur Klebsiella ; leurs résultats ont montré que tous les 

flavonoïdes testés possèdent une activité antimicrobienne in vitro contre toutes les souches 

isolées de Klebsiella aux concentrations de 32 - 64 μg/ml. Les travaux de Yarmolinsky et al. 

(2023) ont confirmé aussi que l’hespéridine était significativement efficace contre toutes les 

souches multi-résistantes testées y compris Klebsiella. En revanche, Duda-Chodak (2012) qui 
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a évalué l'influence de différents flavonoïdes dont l’hespérétine et hespéridine sur la 

croissance de bactéries à Gram négatif, a montré que l’hespéridine n’a eu qu’un faible effet 

sur les bactéries mais l’hespéritine a inhibé la croissance de presque toutes les bactéries 

analysées avec une CMI égale à 250 μg/ml.  

 

Le mécanisme exact, par lequel l’hespéridine inhibe ou tue les bactéries, est 

aujourd’hui encore inconnues, cependant, plusieurs théories sont développées et étudiées. 

En outre, il a été montré que le mécanisme de toxicité des flavonoïdes vis-à-vis des micro-

organismes se fait par privation des ions métalliques tels que le fer. Par conséquent, les 

flavonoïdes connus par leur pouvoir antioxydant puissant, pourraient avoir potentiellement 

un effet dans la chélation de fer et empêcher ainsi la pénétration intracellulaire du cofacteur 

Ca2+ à la cellule bactérienne, ce qui provoque l’inhibition de leur activité (Basli et al., 2012). 

Farnesi et al. (2009) ont indiqué que l'effet antibactérien des flavonoïdes peut être dû à une 

perturbation métabolique dans les canaux ioniques en raison d'une altération des réactions 

de phosphorylation / déphosphorylation. Par ailleurs, Fathima et Rao (2016) ont rapporté 

que le mode d'action des flavonoïdes sur les bactéries s'est avéré être une explosion 

oxydative par la génération d'espèces réactives de l'oxygène qui provoquent une altération 

de la perméabilité membranaire et des dommages à la membrane. 

 

L’enregistrement de valeurs importantes de CMB pourrait s’expliquer par la résistance 

de nos souches à l’hespéridine. Selon Sharif et al. (2009) et Inouye et al. (2001), la 

résistance des bactéries à Gram négatif est liée à l’hydrophilie de leurs membranes ainsi que 

leur richesse en lipopolysaccharides qui empêchent la pénétration des molécules 

hydrophobes telles que les polyphénols.  De plus, Jubair et al. (2021) ont mentionné que les 

porines (protéines de la membrane externe bactérienne) contrôlent bien le passage de 

plusieurs matériaux y compris les flavonoïdes. Reiter et al. (2017) ont montré que le genre 

Klebsiella résiste aux flavonoïdes grâce aux pompes d’efflux qui sont des transporteurs 

protéiques situés dans la membrane cytoplasmique et qui jouent le rôle de régulateurs de 

l'environnement interne des bactéries. 
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III. Activité anti-adhérence de l’hespéridine 

L’activité anti-adhérence de l’hespéridine a été déterminée pour les mono-souches et 

pour les cultures mixtes (dont les souches EC sont des Escherichia coli). Les résultats obtenus 

montrent qu’après un jour, le taux d’adhésion de la majorité des souches était plus faible en 

présence de 800 μg/ml (CMI) d’hespéridine. Le pouvoir d’adhésion le plus faible a été 

enregistré chez la souche KO1, tandis que les cultures mixtes ont représenté des taux 

d’adhésion plus élevés (Tableau 04). 

 

Tableau 04 : Taux d’adhérence des souches de Klebsiella oxytoca en présence 

d’hespéridine (moyenne ± écartype) 

Souche bactérienne Adhésion en présence de     
¼ CMI d’hespéridine (%) 

Adhésion en présence de     
CMI d’hespéridine (%) 

KO1 35,31 ± 0,47 15,58 ± 0,58 

KO2 37,45 ± 0,16 26 ± 0,9 

KO3 34,3 ± 0,1 32,11 ± 0,5 

KO4 34,38 ± 0,13 22,56 ± 0,8 

KO1-EC1 44,16 ± 0,3 38 ± 0,2 

KO2-EC2 41,93 ± 0,06 28,59 ± 0,38 

KO3-EC3 42,3 ± 0,11 36,9 ± 0,5 

KO4-EC4 39,62 ± 0,3 27,61 ± 0,37 

 

L'attachement des bactéries aux surfaces est la forme prédominante de survie des 

bactéries dans la nature et dans les différents écosystèmes créés par l'homme. Par 

conséquent, la production excessive de biomasses fixées sur les surfaces peut porter 

atteinte à la santé publique, en particulier en milieu hospitalier et essentiellement vis-à-vis 

des populations fragilisées (Masson, 2015).  Selon nos résultats, il apparait clairement que 

les cultures mixtes (isolées d’un milieu hospitalier) ont une capacité d’adhérer à une surface 

plus importante que celle des mono-cultures même en présence d’un agent anti-adhérence. 

Filloux et Vallet (2003) ont confirmé que les bactéries à Gram négatif, dont Klebsiella 

oxytoca et Escherichia coli, ont une capacité d’adhésion grâce aux flagelles et aux pili de type 

IV (des structures fibrillaires présentes au pôle de certaines bactéries à Gram négatif). 

Lorsque les deux bactéries sont présentes sur une même surface, dans un premier temps, 
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chaque bactérie s’attache transitoirement, temps pendant lequel la bactérie va chercher à 

évaluer la surface sur laquelle elle se trouve, puis une association stable entre les deux 

micro-organismes s’établit. Ces rassemblements de bactéries conduisent à la formation de 

micro-colonies dont la différenciation mène à l’élaboration du biofilm (Hankock et al., 

2010). 

Ces dernières années plusieurs études ont basé sur des composés naturels d’origine 

végétale afin de lutter contre l’adhésion des microorganismes sur les différentes surfaces. 

Dans la présente étude, nous avons constaté que l’hespéridine possède une activité anti-

adhérence non négligeable surtout avec son CMI vis-à-vis de toutes les souches de Klebsiella 

oxytoca en enregistrant des taux d’adhésion inférieur à 50 %. Damte et al. (2013) ont trouvé 

que les flavonoïdes des plantes médicinales peuvent réduire 71 % de la mobilité des 

bactéries à Gram négatif en réduisant leur attachement aux surfaces et par conséquent le 

développement du biofilm.  

 

IV. Étude de l’effet de l’hespéridine sur la capacité de formation de biofilm chez 

Klebsiella oxytoca 

IV.1. Capacité de formation de biofilm en mono-espèce  

 

La formation de biofilm chez K. oxytoca a été déterminée en modifiant la température 

pour mieux comprendre l’influence de ce paramètre impératif. 

À une température approximative de 22 à 25°C, nous avons observé que les souches 

KO1 et KO2 sont capables de former des biofilms même après 21 jours. Par ailleurs, après 16 

jours leur pouvoir adhérent était plus faible. Les souches KO3 et KO4 ont montré une faible 

diminution de DO par rapport aux témoins, mais leur capacité d’adhésion reste importante 

dès le premier contact (un jour) avec les différentes concentrations d’hespéridine. Les 

concentrations de l’hespéridine qui ont montré un effet anti-adhésion important sont        

800 μg/ml vis-à-vis de la souche KO1 après 16 jours et 50 μg/ml vis-à-vis de la souche KO2 

(Fig. 07).  
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Figure 07 : Capacité de formation de biofilm chez des souches de Klebsiella oxytoca à une 

température ambiante et en présence d’hespéridine. 

 

De même à 37°C et en présence de différentes concentrations d’hespéridine, les 

souches d’K. oxytoca montrent généralement une aptitude à la formation de biofilm. Les 

souches KO1 et KO2 présentent des densités optiques plus élevés que le contrôle après des 

courtes et de longues durées de contact avec l’hespéridine (4, 8 et 21 jours). Les valeurs de 

DO les plus élevées des souches KO3 et KO4 sont enregistrés vis-à-vis de la ¼ CMI (0,7 ± 

0,04) après 8 jours et vis-à-vis de la CMI d’hespéridine (0,8 ± 0,01) après 1 jour, 

respectivement. La concentration de l’hespéridine qui a montré une plus forte réduction 

d’attachement est 100 µg/ml (0,18 ± 0,002) vis-à-vis de la souche KO1 après 16 jours 

(Fig. 08).   
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Figure 08 : Capacité de formation de biofilm chez des souches de Klebsiella oxytoca à la 

température 37°C et en présence d’hespéridine. 

 

IV.2. Capacité de formation de biofilm mixte  

En analysant la figure 09, nous pouvons constater que l’hespéridine a un effet 

antibiofilm important à une température ambiante sur le couple KO1-EC1 et KO2-EC2. Après 

16 jours les concentrations allant de 400 à 6400 μg/ml ont réduit les densités optiques du 

couple KO1-EC1 à une valeur inférieur à 0,16. Tandis que, le couple KO2-EC2 a faiblement 

produit un biofilm (DO < 0,3) après 4 et 16 jours globalement en présence de différentes 

concentrations d’hespéridine.  

Par ailleurs, la formation de biofilm a été plus élevée en présence d’hespéridine chez le 

couple KO3-EC3 et KO4-EC4. Des pics de formation de biofilm ont été enregistrés chez la 

souche mixte KO3-EC3 en présence de 50 et 800 µg/ml d’hespéridine au cours du 1er jour, de 

200 µg/ml au cours du 16ème jour et en présence de 1600 µg/ml au cours du 21ème jour. Le 

couple KO4-EC4 a formé un biofilm modéré à important (0,3 ≤ DO ≤ 0,7) durant la majorité 

du temps de contact avec les différentes concentrations d’hespéridine ce qui reflète leur 

faible effet anti-biofilm (Fig. 09). 
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Figure 09 : Capacité de formation de biofilm mixte (Klebsiella oxytoca – Escherichia coli) à 

une température ambiante et en présence d’hespéridine. 

 

Les résultats illustrés par la figure 10 indiquent que les souches KO3-EC3 et KO4-EC4 

sont fortement productrice de biofilm même à 37°C. Une stabilité remarquable a été 

enregistrée vis-à-vis des différentes concentrations d’hespéridine durant toute la période 

d’étude pour le couple KO3-EC3. Une hyper augmentation de la densité optique du couple 

KO4-EC4 a été enregistré durant les premières durées de contact. En revanche, les valeurs 

minimales de densité optique ont été notée avec les concentrations 3200 et 6400 µg/ml 

d’hespéridine pendant le 21ème jour (DO < 0,14 ).  

Généralement, le couple KO1-EC1 montre une capacité modéré de production du 

biofilm. Cette capacité a connu une diminution importante après 16 jours de contact avec 

3200 µg/ml d’hespéridine. Le couple KO2-EC2 a également donné des DO < 0,2 en présence 

de 3200 et 6400 µg/ml d’hespéridine après 21 jours de contact (Fig. 10). 
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Figure 10 : Capacité de formation de biofilm mixte (Klebsiella oxytoca – Escherichia coli) à la 

température 37°C et en présence d’hespéridine. 

 

Les biofilms sont des communautés microbiennes attachées à une surface avec des 

propriétés distinctes, qui ont un impact considérable sur notre santé. Ces dernières années, 

plusieurs composés naturels sont testés afin d’éradiquer la formation de biofilm de plusieurs 

bactéries y compris Klebsiella oxytoca. Plusieurs flavonoïdes ont données des résultats 

promoteurs ce qui a orienté les chercheurs vers ces molécules d’origine végétale (Abebe, 

2020). 

La présente étude montre que l’hespéridine, un flavonoïde naturel, n’a qu’un faible 

pouvoir anti-biofilm vis-à-vis des biofilms de K. oxytoca en mono- et en double-espèces. 

Globalement, ce pourvoir a été observé après des longues durées et avec différentes 

concentrations (AV1, p < 0,05). En revanche, notre espèce bactérienne répond par une 

adaptation qui augmente dans certains cas avec le temps. Nos résultats sont en concordance 

avec les travaux de Wang et al. (2021) qui ont évalué l'effet inhibiteur et anti-biofilm de 

plusieurs flavonoïdes (la rutine, le kaempférol, la quercétine, la naringine, la sinensétine et 

l’hespéridine). Leurs résultats ont montré que la rutine, le kaempférol et la quercétine à   
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256 μg/ml ont présenté une inhibition du biofilm, tandis que la naringine, la sinensétine et là 

l’hespéridine n'ont montré aucun effet inhibiteur sur la formation du biofilm chez Klebsiella 

avec les différentes concentrations testés. Lorsqu’ils ont augmenté la concentration jusqu’à 

512 μg/ml, l’hespéridine a montré un faible effet. Par contre, Met et al. (2022) ont confirmé 

que les flavonoïdes, y compris l’hespéridine, ont montré une capacité anti-biofilm 

significative vis-à-vis des bactéries à Gram négatif.  

  

Selon la littérature, les flavonoïdes peuvent inhiber la formation de biofilm par 

plusieurs mécanismes. Ceruso et al. (2020) et Prescott et al. (2018) ont rapporté que les 

flavonols inhibent la mobilité bactérienne par la perte de flagelles et perturbe la fonction 

des adhésines membranaires et donc peuvent inhiber la formation de biofilm. Il a été 

rapporté aussi que certains flavonoïdes sont capables d’atténuer la virulence de certaines 

bactéries pathogènes via l’inhibition de récepteurs impliqués dans les signaux de quorum 

sensing (Silva et al., 2016). 

 
L’instabilité de l’effet de l’hespéridine pourrait s’expliquer d’une part par l'interaction 

de la molécule et la souche bactérienne ainsi que les différents facteurs environnementaux 

tels que le pH et la température, et d’autre part, par la résistance des souches de K.oxytoca. 

Choi et al. (2022) ont rapporté que le changement de solubilité de l’hespéridine pouvait 

affecter leurs efficacités biologiques. Agarwal et al. (2011) ont montré que les biofilms de 

différentes souches d’un même genre peuvent se comporter différemment même s'ils sont 

incubés dans les mêmes conditions, de telles observations ont été attribuées à des variations 

de sérovars, à l'origine des souches ou à des mutations dans les gènes qui contrôlent les 

biofilms.  

 

La capacité de formation des biofilms de nos isolas remarquée après une diminution 

importante des densités optiques, confirme que nos souches ont développé des mécanismes 

d’adaptation à l’hespéridine. Comme il a été signalé précédemment, ces résultats peuvent 

être s’expliquer par le fait que K. oxytoca a d’une part la capacité à résister aux flavonoïdes 

ce qui est confirmer par l’étude de Mezoued et Naib (2021). D’autre part, K. oxytoca a 

plusieurs propriétés qui l’aident à former des biofilms même en présence des agents 

antibactériens comme l’hespéridine. Les travaux d’Abebe (2020) sont similaires à nos 
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résultats qui ont montré que les isolats de K. oxytoca montrent une forte production de 

biofilm dans différentes conditions de croissance et la majorité des isolats étaient également 

résistants aux agents antimicrobiens. Abbas et al. (2020) confirment que K. oxytoca est un 

meilleur producteur de biofilm en possèdant les gènes pilQ, matB, fimA et mrkA qui jouent 

un rôle significatif dans le pouvoir adhérent. Ils ont noté aussi que les fimbriae de type 1 et 3 

et les adhésines permettent à cette bactérie de coloniser et de produire un biofilm et en 

outre de résister aux agents antibactériens (khonsari et al., 2021 ). Le curli, un type de 

fimbriae composé de protéines appelées curlines et de fibres amyloïdes fonctionnelles de 

surface, est un autre facteur de virulence important chez Klebsiella, connu pour être 

impliqué dans l'attachement des cellules aux surfaces, ainsi que dans l'agrégation des 

cellules, ce qui permet la formation de biofilms (Anes et al., 2017). L’étude de Zheng et al. 

(2018) évaluant la formation de biofilms chez des souches de Klebsiella a révélé une 

association positive avec le niveau d'expression du gène de virulence wcaG, impliqué dans la 

biosynthèse des capsules et la capacité de formation de biofilm.  

 

En ce qui concerne le biofilm mixte, la présente étude montre que le couple E. coli et   

K. oxytoca peut être un meilleur producteur de biofilm ce qui est représenté par les couples 

KO3-EC3 et KO4-EC4, comme il peut présenter un potentiel plus faible par rapport aux 

biofilms en mono-espèces (le cas des couples KO1-EC1 et KO2-EC2). Selon Tan et al. (2017), 

les interactions au sein d’un biofilm mixte peuvent être de nature coopérative (synergique), 

compétitive (antagoniste) ou neutre. Les interactions synergiques sont basées sur la 

promotion de la formation de biofilms par coagrégation, la coopération métabolique (une 

espèce utilise un métabolite produit par une espèce voisine), et peuvent également 

augmenter la résistance aux agents antibactériens par rapport aux biofilms en mono-espèce. 

D'autre part, les interactions antagonistes sont basées sur la compétition pour les 

nutriments et l'inhibition de la croissance (Harriott et Noverr, 2009). Les travaux de Hola et 

al. (2010) montrent que Klebsiella et E. coli construisent fortement un biofilm mixte. Yang 

(2011) révèle que la production de curli peut favoriser la relation synergique entre E. coli et 

Klebsiella. En revanche, Guillermo et Galvan (2018) ont montré qu’au sein d’un biofilm 

hétérogène, le genre Klebsiella a induit un effet néfaste sur E. coli, qui se traduit par une 

compétition des nutriments. Ils ont confirmé que Klebsiella est capable d'exprimer de 

grandes quantités de molécules sidérophores en réponse à la privation de fer, alors que       
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E. coli le fait dans une bien moindre mesure. Des résultats similaires ont été également mis 

en évidence par Galván et al. (2016), qui ont expliqué la réduction du nombre de cellules 

d'E. Coli cultivables dans les biofilms à deux espèces par l’hypothèse du détachement 

cellulaire favorisé par l’association avec Klebsiella et l’existence d’un probable effet du 

Klebsiella sur la souche étudiée. Cela peut être justifié par la production des métabolites et 

de polymères spécifiques conduisent à des activités antagonistes entre les deux espèces. 

Lorsqu’ils ont fait une comparaison entre le développement de biofilms simples et de 

biofilms doubles, ils ont montré une réduction significative du nombre de cellules d’E. Coli 

cultivables dans les biofilms bi-espèces. Inversement, le nombre de cellules de Klebsiella 

était similaire dans les biofilms à deux espèces et dans les biofilms à une seule espèce, à tous 

les moments analysés.  

La résistance de nos biofilms mixtes à l’hespéridine pourrait s’expliquer par le fait que 

les biofilms peuvent présenter une résistance aux antimicrobiens supérieures de trois fois ou 

plus à celle trouvée chez des cellules planctoniques de la même souche. De plus, une 

communauté bactérienne mixte constitue une forme de barrière supplémentaire par 

rapport aux biofilms monospécifiques en raison d'une certaine forme d'interaction 

synergique (Klayman et al., 2009). La diminution de la sensibilité aux antimicrobiens n’est 

pas liée à un seul mécanisme de résistance, mais à une synergie de plusieurs mécanismes 

comme le ralentissement de la pénétration des antimicrobiens par la matrice exo-

polysaccharidique et l’augmentation du transfert génétique au sein de biofilm (Seghir et al., 

2017). 

 

L’application du test T de Student montre qu’il existe des différences significatives 

entre les températures d’incubation (p > 0,05), donc ces dernières ont un effet direct sur la 

capacité de formation de biofilm chez K. oxytoca. Plusieurs études sont similaires à nos 

résultats. L'évaluation quantitative de la formation de biofilms chez des bactéries à Gram 

négatif à des températures différentes (22 et 35°C) par Piras et al. (2015), a montré que la 

quantité de biofilm formée après incubation à 22°C était significativement plus élevée            

(p = 0,01) à celle formée à 35°C. Il a été démontré que la production de fimbriae agrégatifs 

dans les isolats est possible à 22 mais pas à 35°C. Nguyen et al. (2014), ont observé aussi 

que la quantité de biofilm formé par des isolats de bactéries à Gram négatif en présence des 

agents antibactériens et à des températures différentes (37 et 42°C) diminuait avec 
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l'élévation de la température. Les études d’Ignatova et al. (2020) ont montré que plus de 3 

milles souches de Klebsiella ont une augmentation significative de la formation de biofilm à 

22°C, par contre environ 300 souches ont formé un meilleur biofilm à 37°C et a réduit de 

manière significative son activité de biofilm à 22°C. Ils ont supposé que la dépendance à la 

température de la formation de biofilms chez les souches testées est une conséquence de 

leur adaptation à long terme à certaines niches écologiques. 

 

Le temps de contact avec l’agent anti-biofilm joue également un rôle important dans la 

capacité de formation d’un biofilm. Plusieurs études ont signalé que plus que la bactérie est 

résistante plus que la formation de biofilm augmente principalement avec l’augmentation de 

la durée de contact. Cependant, le temps nécessaire à la formation du biofilm peut varier en 

raison de l'interaction entre différents facteurs environnementaux tels que l'abondance des 

nutriments et la température (Shatila et al., 2021). 

 

À l’issue de ce travail, il ressort que les souches de K. oxytoca isolées d’un 

environnement hospitalier sont considérées comme résistantes et capables à former des 

biofilms en mono-espèce et mixte en présence de l’hespéridine et à différentes 

températures. Donc, une limite de l’utilisation de l’hespéridine peut être discutée, il s’agit du 

risque de diminution de son activité antibactérienne en raison de résistances et la capacité 

de formation des biomasses. 
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 Les résultats du suivi de l’effet de l’hespéridine sur la capacité de formation de biofilm chez 

Klebsiella oxytoca, ainsi que l’étude de son activité antibactérienne, permettent la mise en 

évidence de la conclusion suivante : 

 L’hespéridine possède un effet bactériostatique vis-à-vis des souches étudiées ; 

 Le test d’adhésion confirme que l’hespéridine a un pouvoir anti-adhérence non négligeable 

surtout avec son CMI vis-à-vis de toutes les souches de K. oxytoca en enregistrant des taux 

d’adhésion inferieur à 50 % ;   

 Toutes les souches de K. oxytoca ont la capacité de former un biofilm monospécifique et 

mixte en absence et en présence d’hespéridine ;  

 Les cultures mixtes ont une capacité d’adhérer à une surface plus importante que celle des 

monocultures même en présence d’un agent anti-adhérence ; 

 Le paramètre température semble avoir une influence importante sur la formation du 

biofilm ;   

 À une température ambiante, l’hespéridine à montrer un effet antibiofilm appréciable sur 

les biofilms en mono-espèces et mixtes (KO1, KO2, KO1-EC1 et KO2-EC2) ;  

 À 37°C, des pics de formation de biofilm ont été enregistrés chez le couple KO3-EC3 en 

présence de l’hespéridine ; 

 L’instabilité de l’effet anti-biofilm de l’hespéridine en fonction des souches, des 

concentrations et de la durée de contact. 

  En perspectives, il s’avère donc intéressant de réaliser d’autres études plus approfondies 

pour : 

 Déterminer les facteurs favorisant le développement de biofilm chez Klebsiella oxytoca 

seule et en association avec Escherichia coli en présence de composés naturels anti-

biofilms; 

 Comprendre les mécanismes d'action de l’hespéridine et identifier leurs cibles 

d'interaction avant d'en penser tirer des avantages thérapeutiques ; 

 Étudier l’effet synergique possible entre les flavonoïdes et d’autres agents antibactériens 

comme les antibiotiques sur la formation de biofilm bactérien.  
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1. Composition des milieux de culture (Delarras, 2007 ; Gueziane, 2008).  

 PBS (g/ litre d’eau distillée)   

Protéase peptone     12 g 

Extrait de levure 3,0 g 

Chlorure de sodium 5,0 g 

Thiosulfate de sodium 5,0 g 

Selsbiliaires 9,0 g 

Agar agar 1,4 g 

  pH=7,5  

  

 TSB BouillonTryptone-Soja (g/ litre d’eau distillée)  

Peptone 20 g  

Chlorure de sodium 5,0 g  

hydrogénophsphate de potassium 2,5 g 

Glucose 2,5 g 

  pH= 7,3 ± 0,2 / autoclavage 15 min à 121°C. 

 

 Bouillon Muller-Hinton (g/ litre d’eau distillée) 

Peptone 17,5 g 

Extrait de viande  2,0  g 

Amidon  1,5  g 

  pH=7,3 / autoclavage 20 min à 121°C 
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 La gélose Mueller-Hinton (g/ litre d’eau distillée)  

Peptone 17,5 g 

Extrait de viande   2,0 g 

Amidon   1,5 g 

Agar 17,0 g 

  pH=7,3 / autoclavage 20 min à 121°C 

 

 La gélose Hektoen (g/ litre d’eau distillée)  

Protéose peptone 12 g 

Chlorure de sodium 5,0 g 

Citrate de fer ammoniacal 1,5 g 

Lactose 12 g 

Fuchsine acide 0,1 g 

Gélose 14 g 

Extrait de levure 03 g 

Sels biliaires 09 g 

Salicine 02 g 

Saccharose 12 g 

Bleu de bromothymol 0,065 g 

  PH =7,5 ± 0,2. Ne pas autoclaver ou surchauffer. 

 

 Solution de cristal violet 0.1% (g/litre d’eau distillée) 

Cristal violet 0,1 g 

Eau distillée 100 ml         
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2. Galerie biochimique miniaturisé API 20 E.  

Tableau 05 : Préparation et inoculation de la galerie miniaturisée API 20 E  

(Source : http://www.biomerieux.com). 

Type de 
l’API Caractéristiques 

Préparation 
Galerie/inoculum 

Inoculation de la 
galerie 

Lecture Identification 

API 20 E 
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- Lecture directe 

ou après addition 
de réactifs : se 
référant au 
tableau de  
lecture spécifique 
à l’API ;  

- Les tests sont 

regroupés en 
groupe de 3, et 
une valeur (1, 2 
ou 4) est 
indiquée  
pour chacun.  
 
- Additionner à 
l’intérieur de 
chaque groupe 
les  
nombres 
correspondants 
aux tests positifs. 
Un nombre à 7 
chiffres est 
obtenu, il  
sert de code 

d’identification.  

 
 
 
 
 
 
L’identification 
est obtenue à 
l’aide d’un 
logiciel 
d’identification 
apiwebTM.  
 

Enter 

manuellement 

au clavier le 

profil 

numérique à 7 

chiffres.  
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Tableau 06 : Tableau de lecture de la galerie miniaturisée API 20 E 

(Source : http://www.biomerieux.com).  

 
Test 

 

 
Groupements active 

 
Réactions / Enzymes 

 
Résultats 

ONPG Ortho-nitro-phényle-
B-D- 

Galactopyranoside 

Beta-galactosidase Negative Positive 

incolore Jaune 

ADH L-Arginine Arginine dihydrolase Jaune Rouge-Orangé 

LDC L-Lysine Lysine décarboxylase Jaune Rouge-Orangé 

ODC L-Orthine Ornithine 
décarboxylase 

Jaune Rouge-Orangé 

 TriSodium citrate Utilisation de citrate Vert Bleu-vert/orange ׀CIT׀
H2S Thiosulfate de sodium Production de H2S  Incolore Noir 

 

URE Urée Uréase Jaune Rouge-Orangé 

TDA Tryptophane Tryptophane 
désaminase 

Jaune Marron 
 

IND Tryptophane Production d’indole Incolore Rose 
 

 Pyruvate de sodium Production ׀VP׀
d’acétoine 

VP1+ VP2 

Incolore Rose/rouge 

 Gélatine (origine ׀GEL׀
bovine) 

Gélatinase Pas de 
diffusion de 
pigment noir 

Diffusion de pigment noir 

GLU Glucose Fermentation 
/oxydation 

Bleu/bleu 
vert 

Jaune/jaune-gris 

MAN D-Mannitol Fermentation 
/oxydation 

Bleu/bleu 
vert 

Jaune 

INO Inositol Fermentation 
/oxydation 

Bleu/bleu 
vert 

Jaune 

SOR D-Sorbitol 
 

Fermentation 
/oxydation 

Bleu/bleu 
vert 

Jaune 

RHA L-Rhamnose Fermentation 
/oxydation 

Bleu/bleu 
vert 

Jaune 

SAC D-Saccharose Fermentation 
/oxydation 

Bleu/bleu 
vert 

Jaune 

MEL D- Melibiose Fermentation 
/oxydation 

Bleu/bleu 
vert 

Jaune 

AMY Amygdaline Fermentation 
/oxydation 

Bleu/bleu 
vert 

Jaune 

ARA L-arabinose Fermentation 
/oxydation 

Bleu/bleu 
vert 

Jaune 

 
Réduction 

des nitrates 
(GLU tube) 

Potassium nitrate Production de NO2  NIT 1+NIT 2, 2-3 min 

Jaune Rouge 

Réduction au N2 Zn / 5 min 

Orange-rouge Jaune 

OF-O glucose Oxydation du glucose vert Jaune 

OF-F glucose Fermentation du 
glucose sous l’huile 

vert Jaune 
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