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Résumé

Résumé

Actuellement les huiles essentielles commencent a avoir beaucoup d’intérét comme source
potentielle de molécules naturelles bioactives. Elles font 1’objet d’étude pour leur éventuelle
utilisation comme alternative pour le traitement des maladies et bien que d’autres propriétés
biologiques importantes. Le but de ce modeste travail est de déterminer I'activité
antibactérienne des huiles essentielles (Salvia officinalis) sur trois souches bactériennes
pathogénes Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli, ca a été
démontré par la méthode de hidrodistilation

Notre objectif est ainsi réalisé par la détermination puis 1’étude de I’activité antibactérienne
de I’huile essentielle de Salvia officinalis vis-a-vis de trois bactérie a Gram négatif (-) et Gram
positif(+), Escherichia coli Et Pseudomanas aeruginosa et Staphylococcus aureus, selon la
méthode de diffusion sur disque. L’huile essentielle du la sauge posséde une forte activité
antibactérienne représentée avec des diametres d’inhibition variant entre 11 mm a 16 mm
contre Staphylococcus aureus, 8 mm al2 mm pour Pseudomanas aeruginosa et 7 mm pour

Escherichia coli.

Les mots clés:
Salivia officinalis, L’extraction, activité antibactérienne, huiles essentielles (HE),

Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomenas aeruginosa.



Résumé

Abstrat

Currently, essential oils are beginning to have a lot of interest as a source of bioactive natural
molecules. They are being studied for their possible use as an alternative for the treatment of
diseases and although other important biological properties. The purpose of this modest work
is to determine the antibacterial activity Essential oils (Salvia officinalis) on three pathogenic
bacterial strains Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa and Escherichia coli, this
has been demonstrated by the method of hidrodistilation.

Our objective is thus realized by the determination then the study of the antibacterial
activity of the essential oil of Salvia officinalis vis-a-vis three Gram-negative bacteria (-) and
Gram-positive bacteria (+), Escherichia coli And Pseudomanas aeruginosa and
Staphylococcus aureus, according to the disk diffusion method, according to the disk
diffusion method. The essential oil of (Sage) has a strong antibacterial activity represented
with diameters of inhibition ranging between 11 mm to 16 mm against Staphylococcus

aureus, 8 mm to 12 mm for Pseudomanas aeroginosa and 7 mm for Escherichia coli.

Keywords:
Salivia officinalis, Extraction, antibacterial activity, Essential oils (HE), Staphylococcus

aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa.
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Introduction

Introduction

Les vertus thérapeutiques des essences aromatiques sont connues depuis l'antiquité;
cependant I'intérét accordé a I'étude scientifique du pouvoir des plantes aromatiques et
médicinales n'a augmenté que durant ces dernieres années dans le but de rechercher des
alternatives aux substances chimiques qui présentent des risques pour la santé humaine et
pour I'environnement (Zhang et al., 2010).

Plusieurs travaux ont mis en évidence les différentes activités biologiques des plantes
aromatiques et médicinales, en particulier leurs pouvoirs antibactériens (Bourkhiss et al.,
2007; Magina et al., 2009), antifongiques (Moleyar et al., 1986 ; Soliman et al., 2002),
antioxydants (Bouzouita et al., 2008) et insecticides (Erler et al., 2006).

Dans la littérature, les huiles essentielles les plus étudiées pour leurs propriétés
antibactériennes et antifongiques appartiennent a la famille des Lamiaceae : Thym, Origan,
Sarriette, Lavande, Menthe, Romarin, Sauge, Hysope. Cette activité est due principalement a
ces composés majoritaires tels que le thymol, le carvacrol, p-cyméne, a et P- pinene
(Pellecuer et al., 1980).

Ce travail a pour objet I’extraction et l'activité antibactérienne des huiles essentielles d’une
espéce appartenant a une famille botanique; la famille des Lamiaceae représentée par I’espéce
Salvia officinalis

Dans le cadre de cette étude, ce mémoire est composé de deux parties. La premiere partie
propose une synthése bibliographique. Elle est divisée en deux chapitres. Le premier est
consacré a la monographie des plantes etudiées et propriétés des composes majoritaires. La
seconde traite les méthodes d’association des antibiotiques. Dans la seconde partie (pratique),
nous avons décrit en détail le matériel végétal, puis I’extraction des huiles essentielles et

enfin, I’étude de leurs activité antibactérienne.
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Chapitre I : Partie | Généralités sur Salvia officinalis

I. Généralités sur Salvia officinalis
I- 1. Description botanique et répartition géographique

Il 'y a plusieurs centaines d'especes de sauge dans le monde (environ 900 espéces); en
Europe c'est la sauge officinale (ou grande sauge) qui est la plus utilisée comme plante
médicinale (Walker et al., 2004).

La sauge officinale est une plante commune dans les pays du pourtour méditerranéen, elle
affectionne les lieux ensoleillés, on la cultive par semis au printemps. Les plantes sont
remplacées tous les 3 ou 4 ans et les feuilles sont récoltées en été.

La sauge est une plante trés ramifiée, aux tiges de section carrée, a la base lignifiée
mesure de 20 a 30 centimetres. La racine de la sauge est brunatre et fibreuse. Les feuilles
opposées, elliptiques, inférieures pétiolées, veloutées, oblongues, rugueuses, a bord dentelé
réticulées, molles, a dessus blanchatre, persistent I'hiver grace au revétement de poils laineux
qui les protége. Les fleurs, bleu-rose lilas, visibles de mai a ao(t, sont grandes, groupées a la
base des feuilles supérieures, I'ensemble forme de grands épis. Commune en Europe, plus
spécialement dans les régions méridionales, elle est cependant rare a I'état sauvage. Sa
hauteur est de 50 a 60 cm (Maatoug, 1990).

I-2) La sauge (Salvia officinalis)

En 1551, un herboriste anglais observait que la sauge « restaure la chaleur naturelles
améliore la mémoire et stimule les sens ». La sauge demeures 1’une plante médicinales les
plus renommées, aux multiples vertus, dont celle de stimules I’ensemble de 1’organisme
(Chevallier, 2007).

Salvia est une plante annuelle et biannuelle d’origine méditerranéenne de la famille des
labiées (Labiacées) (Djerroumi et Nacef, 2004). Il existe environ 900 espéces identifiées
dans le monde. En Algérie les espéces qui ont été déterminées sont dans I’ordre d’une

trentaine (Maksimovic et al., 2007) .
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1.3. Historique

Signifie «sauver», «guerir» ; C'est une des plantes sacrées des anciens. Les Romains la
récoltaient avec un cérémonial spécial, sans l'intervention d'outils de fer (or, on pense que les
sels de fer seraient incompatibles avec la sauge), «en tunique blanche, les pieds nus et bien
lavés », apres avoir sacrifié au préalable avec du pain et du vin. Ses effets dus a son huile
essentielle et la présence d'un cestrogéne avait déja été observé aussi bien par les Romains que
les Egyptiens.

Pendant tout le Moyen Age, elle reste une plante primordiale et entre dans de trés nombreuses
préparations: Eau d’arquebuse, Eau céleste, Eau impériale, etc.

Ce qui est confirmé par le dicton : «qui a de la sauge dans son jardin, n'a pas besoin de
médecin». Les feuilles de sauge séchées sont un condiment employé depuis I'antiquité.

Elle reste utilisée dans la pharmacopée moderne (Perry et al., 1996; Putievsky et al., 1992).

1.4. Description morphologique

Cette plante vivace a tige ligneuse a la base, formant un buisson dépassant parfois 80cm,
rameaux vert-blanchatre, feuilles assez grandes, épaisses, vert-blanchatres, et opposées; fleurs
bleu-violacé clair en épis terminaux laches, disposées par 3 a 6 en verticilles espacés. Calice
campanulé a 5 dents longues et corolle bilabiée supérieure en casque et lévre inférieure
trilobée; fruits en forme détitra akenes (Fig. 1) (Madi, 2010).

1.5. Classification (Salvia Officinalis)

Regne : Plantae
Sous-régne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Asteridae
Ordre : Lamiales

Famill e : Lamiaceae
Genre :Salvia

Nom binominal : Salvia OfficinalisL., 1753
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Figure 1 : la sauge (Salvia officinalis L.)

1.6. Habitat

La sauge officinale est originaire du pourtour du bassin méditerranéen. Elle pousse dans
les zones tempérées; son habitat type se situe dans les pelouses basophiles méso-
méditerranéennes, méso-xérophiles.

Aire de répartition: introduite d’Asie occidentale (Alloun, 2013). Les espéces Salvia
représentent un groupe d’espeéces cosmopolites, qui montrent une gamme remarquable de
variation (Pistelli, 2006). Ce genre est distribué dans trois régions principales dans le
monde: 530 espéces a I’Amérique centrale et latine, 250 espéces en Asie centrale et en
régions méditerranéennes, 30 en Afrique du Sud et 90 espeéces en Asie de I’Est (fig. 2)

(Walker et al., 2004).
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Figure 2 : Répartition géographique du genre Salvia dans le monde (Walker et al., 2004).

1.7. Composition de la sauge
1.7.1. Parties utilisées

En phytothérapie, les parties utilisées de la sauge sont les feuilles.

1.7.2. Principaux constituants de Salvia Officinalis
* Huile essentielle ;

« Composeés phénoliques dont I'acide rosmancinique ;
* Tanins et flavonoides ;

* Riche en cestrogénes (hormones féminines) ;

« Salvéne (Teuscher et al, 2005).

1.7.3. Composition chimique de I’huile essentielle de 1a sauge
Plusieurs travaux récents ont étudi¢ la composition chimique de 1’huile essentielle de
Salvia officinalis dans différentes régions de part et d’autre du bassin méditerranéen ,
Plusieurs travaux récents ont étudié la composition chimique de 1’huile essentielle de Salvia
officinalis dans différentes régions de part et d’autre du bassin méditerranéen tel que, la
Yougoslavie (Perry et al., 1996 ; Putievsky et al., 1992), la Bulgarie (Tsankova et al.,
1994), I’'Italie (Place et al., 1995; Piccaglia et al., 1993), I’Egypte (Karawya et al., 1981) et
le Maroc (Belkamel et al., 1990),... etc.
La composition chimique de I'huile essentielle de la sauge a été déterminée par la

méthode chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG / SM)
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Tableau 01 : Composition de I’huile essentielle de Salvia officinalis (Wolter, 2007).

hydrocarbures terpéniques Ceétones
Myrcene 0,3a3% | Camphre 4,1a27,5%
Limonéne trace a 7,6% | a-thujone 1,5a44,2%
Humuléne trace a 18,9% | P-thujone 1a36,7%
a-pinene 1,7a13,1% Ester
P-pinene 0,5a17,9% |Acetate de bornyl 0,1a3,5%
Camphene 1,1a10,3% Alcools
P-caryophyllene | trace a 9,4% |Linalol trace a 1,8%
p-cymene trace a 1,1% | Bornéol 0,7a6,2%
Viridiflorol 0a9,9%
Autres
1,8- cinéole 0,7 2 20,8%

1.8. Principaux usages traditionnelle de la sauge
1.8.1. Usages pharmaceutiques:

Les sauges ont été employées comme des plantes a propriétés médicinales salutaires
pendant des milléniums (Radulescu et al., 2004).

La sauge était un composant fréquent des mélanges de tisanes, recommandés pour les
patients tuberculeux (Duling et al., 2007).

L'huile essentielle de la sauge est encore utilisée en condiments d'assaisonnement,

viandes traitées et liqueurs. Outre ces utilisations, les feuilles de la sauge (S. officinalis),
montrent une gamme des activités biologiques; antibactérienne, antifongique, antivirale et

astringente (Djerroumi et Nacef, 2004).

1.8.2. Usages cosmétologiques

Les especes Salvia ont un grand intérét en cosmétologie, dont les extraits de S. officinalis
et S. lavandula efolia sont largement introduits dans les produits de beauté et les parfums. La
sauge est peut étre utilisée comme compresse ou infusion ou méme dans les préparations des

masques de visage et leurs cremes sont souvent appliquées sur des blessures froides pres de
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bouches (Radulescu et al., 2004).

1.8.3. Usages alimentaires

Au Mexique et en Amérique latine, les graines de quelques espéces de sauge sont
intensivement employées par les Américains indigénes comme source de nourriture et aussi
pour préparer ses boissons. La découverte des antioxydants a augmenté 1’usage des extraits de
sauge officinale connue par son activité antioxydant élevée. La Sauge officinale est riche en
huiles essentielles que 1’on extrait par distillation, vu ses propriétés importantes, elle est 1’une

des plantes les plus utilisées (Radulescu et al, 2004).

1.9. La toxicologie

Généralement, il n'y a pas de rapports sur les effets secondaires négatifs associés a Salvia
officinalis L. Malgré leur utilisation pendant de nombreux siécles. L’utilisation normale de la
sauge est trés sure ; cependant, il pourrait y avoir un effet négatif sur 1’utilisation de
S.officinalis en quantité excessive, ce qui peut étre causé par le contenu élevé de la thuyone
(Hamidpour et Shahlari, 2014).

L’huile essentielle (HE) de Salvia officinalis peut contenir jusqu’a 50% de thuyone qui
peut se révéler épiléptisante et neurotoxique. Néanmoins, aucunes toxicité aigtie ou chronique
n’a été signalée aprés emploi aux doses usuelles des feuilles de sauge et de son huile
essentielle (jusqu’a 15 gouttes par jour).

Cependant, la thuyone provoque non seulement un effet local irritant, mais également des
effets centraux psycho mimétiques, apres sa résorption. Une consommation chronique de

thuyone peut ainsi conduire a des troubles irréversibles du systéme nerveux central, a des
perturbations des fonctions hépatiques, rénal et cardiaques.

Dans la mesure ou la quantité de drogue employee a des fins culinaires reste faible, pour
les consommateurs. Une toxicité aiglie aprés administration d’une forte dose d’HE (2 g et
plus). Ainsi, la consommation réguliére de sauge, méme sous forme de tisane ne parait pas

recommandée (Teuscher et al., 2005).

1.10. Proprietés thérapeutiques de Salvia officinalis
Le nom scientifigue de la sauge indique clairement l'importance de son réle en

phytothérapie: Salvia vient de salvare qui, en latin, signifie «guérir». Sa saveur est chaude,
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ameére et astringente, elle agit contre les maux de gorge, les troubles de la digestion, elle est
stimulante, tonique et stomachique. La sauge posséde aussi a divers degrés des propriétés
antispasmodiques, fébrifuges, antisudorales et emmeénagogues (action bénefique sur les
menstruations) (Duke et al., 2002).

L’huile essentielle de la sauge officinale est neurotoxique, pouvant provoquer des crises
nerveuses rappelant 1’épilepsie, ainsi que des vomissements. Le thujone et le camphre en sont
responsables. Elle est par ailleurs bactéricide et elle est a éviter lors de la grossesse (risque de

fausse couche) ou de l'allaitement (Jean-Michel, 2012).
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I1. Définition des huiles essentielles
11.1.Définition

Les huiles essentielles (essences = huiles volatiles) sont "des produits de composition
géneralement assez complexe renfermant les principes volatils contenus dans les végétaux et
plus ou moins modifiés au cours de la préparation™ (Bruncton, 1993).

Les huiles essentielles sont des mélanges naturels complexes de métabolites secondaires
volatils, isolés par hydrodistillation ou par expression mécanique.

Elles sont obtenues a partir de feuilles, de graines, de bourgeons, de fleurs de brindilles,
d’écorces, de bois, de racines, de tiges ou de fruits mais également a partir de gommes qui
s’écoulent du tronc des arbres. Les huiles essentielles sont obtenues par hydrodistillation,
expression a froid, comme les agrumes. De nouvelles techniques permettant d’augmenter le
rendement de production, ont été¢ développées, comme ’extraction au moyen de dioxyde de
carbone liquide a basse température et sous haute pression ou I’extraction assistée par
ultrasons ou micro-ondes. (Besombes C, 2008).

Pour nous, on définit les huiles essentielles par des substances odorantes et volatiles,
extraite d'un végétal sous forme liquide. Elle provient d’une sécrétion naturelle de produits
volatils élaborée par certains végétaux et contenue dans les cellules de la plante. Selon I'huile
désirée, on prendra tout ou partie d'une plante spécifique pour en extraire I’essence
aromatique tres volatiles, les huiles essentielles ne rancissent pas, sont solubles dans I'huile et
dans l'alcool, mais pas dans I'eau. Elles sont caractérisées par leur couleur, leur odeur, leur
densité et leur chémotype : familles biochimiques. Chaque huile essentielle posséde donc ses
caractéristiques, son parfum, ses propriétés. Les Huiles Essentielles se définissent par :

- leur nom latin qui précise I’espece botanique et évite les confusions.

- la partie ou organe dont est tirée I’huile essentielle : racines, feuilles, fleurs, graines.

- son mode d’obtention : distillation a la vapeur d’eau ou expression.

- le chémotype ou principe actif caracteristique qui donne les effets physiologiques majeurs.
Contrairement a ce qui est généeralement admis, une huile essentielle ne contient pas de corps
gras comme les huiles végétales obtenues avec des pressoirs comme 1’huile de tournesol,

I’huile de mais, I’huile d'amande douce, etc. (Besombes C, 2008).

11.2. Composition chimique
Contrairement a ce que son nom laisse supposer, I'nuile essentielle pure et naturelle ne

contient aucun corps gras. Elle est composée de molécules a squelette carboné.
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Les huiles essentielles ne contiennent ni vitamine, ni sels minéraux, mais peuvent modifier

leur absorption et leur assimilation par I’organisme.

Les huiles essentielles sont des substances complexes qui contiennent plusieurs centaines de

composants, cependant on peut les regrouper en familles de substances chimiques. Ce sont ces

molécules connues et chimiquement définies qui conférent aux huiles essentielles leurs

propriétés thérapeutiques. (Franchomme et al., 2001).

Tableau 02:

résumé des

principales familles

pharmacologiques dans lesquelles elles sont présentes.

Principales familles
Biochimiques
de molécules aromatiques
Acides
(Acide salicylique,
myrténique...)
Aldéhydes terpéniques
(Citronnellal, géranial,
néral...)
Coumarines
(Citroptene...)

Esters
(Acétate d’eugényle,
acétate de
linalyle...)

Ethers

(carvacrol méthyl éther...)

Cétones
(thujone, menthone...)

Monoterpénes
(camphene, limonene...)

Propriétés thérapeutiques

Puissants anti-inflammatoires

Antalgiques

Anti-inflammatoires
Sédatives

Anticoagulantes (efficace
méme a 1’état de trace)
Hypotensives
Sédatives, hypnotiques
Puissants antispasmodiques
Anti-inflammatoires
Antalgiques
Fongicides
Calmantes, relaxantes,
sédatives
Puissants antispasmodiques
Relaxantes (plus puissantes
que les esters)
Antihistaminiques
Antalgiques
Antivirales
Mucolytiques
Expectorantes
Cicatrisantes
Antiparasitaires

Puissants décongestionnants
respiratoires
Antiseptiques

biochimiques, leurs

propriétés

Toxicité
Pas de toxicité a dose
physiologique

Irritation cutanée

Photosensibilisantes

Pas de toxicité a dose
thérapeutique

Attention aux Cis-anéthole et

a_
asarone neurotoxiques et
abortives

Neurotoxiques
abortives
Attention a la toxicité en
fonction de
la dose
Dermocaustiques

Attention au genévrier qui

peut
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Monoterpénols (famille des
alcools)
(linalol, géraniol...)

Oxydes terpéniques
(linaloloxyde, 1,8 cinéole...)

Phénols (famille des
alcools)
(thymol, carvacrol,
eugénol...)

Sesquiterpenes
(cadinéne, sélinéne...)

Cicatrisantes (restructuration

du tissu
conjonctif,

emploi de courte durée sur la

peau et les

muqueuses si utilisé pur)

Immunostimulantes
Puissants Antibactériens
Virucides
Fongicides
Expectorantes
Décongestionnantes
Mucolytiques
Antibactériennes
Antivirales
Antiparasitaires

Puissants antibactériens
Antivirales
Antifongiques
Antiparasitaires
Immunostimulantes

Anti-inflammatoires
Sédatives
Antiallergiques

11.3. Propriétés physico-chimiques des HE

provoquer une inflammation
chez
les patients souffrant
d’insuffisance
Rénale

Pas de toxicité a dose
physiologique

Pas de toxicité sauf
I’ascaridiole et
menthofurane (hépato et
neurotoxique)

Dermocaustiques a 1’état pur
Hépatotoxiques

Pas de toxicité a dose
physiologique

On trouve généralement les HE incolores ou jaune péle a I’état liquide a température

ordinaire, toutes les HE sont volatiles, odorantes et inflammables. Leur densité est le plus
souvent inférieure a 1, seules trois HE officinales ont une densité supérieure a celle de 1’eau,
ce sont les HE de cannelle, de girofle et de sassafras. Elles sont peu solubles dans 1’cau,
solubles dans les alcools et dans la plupart des solvants organiques, elles sont altérables et tres

sensibles a I’oxydation. (Jacques G et Paltz, 1997).

11.3.1. Caractéristique physiques

Les huiles essentielles ont aussi des propriétés physiques communes, elles ne sont pas
solubles dans I’eau mais en revanche elles le sont dans les solvants organiques et huiles
végétales, par contre elles ont des caractéristiques différentes :

- Détermination des rendements en huiles essentielles.

- Densité.

10
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-Un indice de réfraction: L’indice de réfraction (changement de direction de la lumiére au
passage d’un milieu a un autre).

- Mesure de pH.

11.3.2. Les caractéristiques chimiques

La cellule végétale est le siége de la biosynthese des composes fondamentaux de la matiére
vivante que sont les protéines, les lipides, les sucres..., elle est capable de coordonner les
multiples réactions enzymatiques conduisant a la production d'huiles essentielles, dertaines
cellules prennent en charge ces biosyntheses et également le stockage des métabolites formés.
Il s'agit Ia de tout un ensemble de réactions biochimiques participant a la vie des plantes :

respiration, photosynthése.... etc (Richard, 1992).

11.4. Activité biologique des huiles essentielles

Les plantes aromatiques possedent plusieurs activités biologiques, parmi lesquelles on peut
citer les activités fongicide, insecticide, herbicide, bactéricide, ...etc.

Les huiles essentielles sont connues pour étre douées de propriétés antiseptiques et
antimicrobiennes, beaucoup d'entre elles, ont des propriétés antitoxiques, antivénéneuses,
antivirales, antioxydantes, et antiparasitaires, plus récemment, on leur reconnait également

des propriétés anticancéereuses (Lahlou et al., 2004).

11.4.1. Activité antioxydante

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

11.4.2. Activité antibactérienne
Du fait de la variabilité des quantités et des profils des composants des HE, il est probable
que leur activité antimicrobienne ne soit pas attribuable a un mécanisme unique, mais a

plusieurs sites d’action au niveau cellulaire (Carson et al., 2002).

11.4.3. Activite antifongique
Dans le domaine phytosanitaire et agroalimentaire, les huiles essentielles ou leurs

composés actifs pourraient également étre employés comme agents de protection contre les

11
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champignons phytopathogénes et les microorganismes envahissant la denrée alimentaire (Lis-
Balchin, 2002).

IL.S. Les principales méthodes d’extraction
. Extraction par hydrodistillation.
. Extraction par entrainement a la vapeur d'eau.

. Hydrodiffusion.

1

2

3

4. Expression a froid.
5. Extraction par solvants.

6. Extraction par les corps gras.
7. Extraction par micro-ondes.

On a utilisé une méthode de hydrodistillation.

11.5.1. Extraction par hydrodistillation

Il s'agit de la méthode la plus simple et de ce faite-la plus anciennement utilisée, le matériel
vegétal est immergé directement dans un alambic rempli d'eau placé sur une source de
chaleur, le tout est ensuite porté & 1’ébullition, les vapeurs hétérogenes sont condensées dans
un réfrigérant et I'huile essentielle se sépare de I'hydrolat par simple différence de densité

I'nuile essentielle étant plus légere (Paupardin et al., 1990).

11.6. Répartition

Les huiles essentielles n'existent quasiment que chez les végétaux supérieures, les genres
capables d'élaborer les constituants qui les composent sont répartis dans une cinguantaines de
familles dont beaucoup sont des Lamiacées, des Astéracées, des Rutacées, mais aussi des

Lauracées ou des Magnoliacées (Bruneton, 1993).

I1.7. Localisation

Les minuscules gouttelettes des huiles essentielles sont rencontrées dans tous les types
d'organes: racines, tiges, bois, écorce, feuille, fruits, etc. Elles sont produites par diverses
structures spécialement différenciee, I'nuile essentielle est produite et stockée dans des tissus
sécréteurs de la plante, ces tissus sont divisés en deux groupes:

*Les poils glandulaires épidermiques rencontrés souvent chez les Lamiaceae, les

12
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Geraniaceae et les Rutaceae, ils produisent les essences dites superficielles.
Les organes sécréteurs sous cutanés comprenant des cellules et des poches sécrétrices au
sein du tissus végétal chez les Myrtaceae, les Auranthiaceae, ainsi que des canaux sécréteurs

chez les Ombellferaceae (Paupardin et al., 1990).
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Partie pratique Matériel et méthodes

I. Objectif

Extraction de certaines HE de plante de la sauge par I’utilisation de méthodes d’extraction par
1I’hydrodistillation.

Recherche de I’activité antibactérienne des huiles essentielles de Salvia officinalis sur certains
germes pathogenes: E.coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonasa aeruginosa.

Notre étude s’inscrit dans le cadre de la valorisation des plantes médicinales a travers la

détermination de D’effet in vitro de ’association de 1’huile essentielle sur les bactéries.

Il. Matériel

Ce travail a été effectué au sein du laboratoire de biochimie 01 et celui de microbiologie a la
faculté des Science de Nature et de la vie de I’Université de Mostaganem, il a porté sur I'étude
de l'activité antibactérienne de I’extrait des feuilles de la sauge (Salvia officinalis L) sur les

souches étudiées.

11.1. Matériel végétal

Le matériel végétal est constitué de feuilles de la sauge (Salvia officinalis L) (fig.1), notre
étude a porté sur une espece, de plante de la famille de lamiaceae « Salvia officinalis», les
échantillons de la sauge ont été récoltés pendant la période de la floraison, dans le site de
I'Université Abdelhamid Ibn Badis-Mostaganem au mois de Mars. L’identification est

effectuée par un botaniste au laboratoire d’écologie de I’université de Mostaganem.

Tableau 03: Présentation de la plante employée pour I'extraction d’huile essentielle.

Nom botanique Nom vernaculaire = Famille Organes utilisés

Arabe; 4 sl
Salvia officinalis Lamiaceae Les Feuilles
Francais: la sauge

I1.2. Les souches bactériennes

L’¢étude a été réalisée sur trois souches bactériennes appartenant a la collection ATCC
(American Type Culture Collection): Staphylococcus aureus (Gram positif), Pseudomonas
aeruginosa (Gram négatif) et Escherichia coli (Gram négatif), qui ont été fournies par le

laboratoire de microbiologie appliquée de I’université de Mostaganem (Tableau 04).
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Nous avons étudié l'activité antimicrobienne de nos huiles essentielles vis-a-vis de deux

groupes de micro organismes, qui sont en général des contaminants fréquents provoquant

ainsi diverses infections (infections de la peau, infections urinaires, rougeole, allergie.....)

Tableau 04: Liste des souches microbiennes testées.

Souche Code Gram
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Négative
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Positive
Escherichia coli ATCC 25922 négative

11.3. Matériel et produits de laboratoire
Tableau 05: Matériel et produits de laboratoire

Verreries et appareillages Milieux de culture

Autoclave Gélose Muller Hinton
Bain marie Bouillon nutritif
Rotavapeur

Etuve de 37°C

Bac bunzen

Spectrophotometre

Réfrigérateur

Tubes a essai

Pipettes pasteur

Anse a platine

Boites de pétri

Béchers

Erlenmeyer

Papier whatman

Papier filtre

11.4. Protocol d’extraction

11.4.1. Préparation des échantillons pour I’extraction

Source

Le laboratoire de
microbiologie de
P’université de
Mostaganem

Solvants utilisés

Eau distillée

Eau physiologique
Ethanol

DMSO

Tous les essais qui suivent ont porté sur le matériel séché a I'air libre, a I'abri de la lumiére.

Le materiel végétal a eté ensuite finement broyé a lI'aide d'un moulin électrique. Aprés leur
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récolte, les échantillons ont été triés, les étalé sur du papier aluminium et séchage du matériel
végétal a été realisé dans un espace couvert (a I'abri du soleil) et bien aéré, le matériel végétal
était retourné au fur et a mesure de son séchage.

Les feuilles séchées sont ensuite conservées a I'abri de la lumiére jusqu'a utilisation (Fig.3).
La conservation se fait dans des flacons hermétiques au réfrigérateur, toutes ces opérations
permettent de pallier a la dégradation de certains constituants et contribuent a I'inhibition de

toutes les activités enzymatiques contribuant a leur dénaturation (Benamar, 2010).

Figure 3: Feuilles seches de la sauge (Originaire, 2019).

11.4.2. Extraction des huiles essentielles par hydrodistillation

Les feuilles ont été nettoyées et débarrassées de tous éléments étrangers, placées dans des
sacs et transportées au laboratoire, I’extraction de I’huile essentielle des feuilles (Salvia
officinalis L) a été effectuée a 1’aide d’un hydrodistillateur de type Clevenger (Fig.4), cela
consiste a introduire 1kg de matériel végétal sec dans une cocotte de 2 litres contenant de
I’eau distillée (Duru et al., 2003). L’ensemble est porté a 1’ébullition pendant 1heure a 1’aide
d’un chauffe-ballon, I'huile essentielle obtenue a été séchée en utilisant le sulfate de sodium
anhydre (Na2S04), puis stockée dans I'obscurité a 4°C (Gardeli et al., 2008). La conservation
de cette derniére s’est faite a 4°C dans de petits flacons en verre opaque, entourés du papier

aluminium et fermés hermétiquement, pour une utilisation ultérieure.

Remarque :
La méthode d’extraction est une opération importante qu’il faut mener avec soin, par

ailleurs, la collecte, le séchage, le stockage-tributaires a 1’extraction influencent largement sur
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le rendement ainsi que la qualité des extraits (Benjilali, 2005). La méthode d’extraction et la
nature du solvant peuvent influencer ’activité antibactérienne des composés phénoliques des
plantes. Selon (Balansard, 2007), la date de récolte de la plante a une grande influence sur sa

composition chimique et par conséquent sur son activité biologique.

Figure 05: Huile essentielle de la sauge.
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11.4.3. Détermination des rendements en huiles essentielles

L’extraction par hydrodistillation des huiles essentielles de plantes étudiées a été mené
chaque jour, pour définir la valeur maximale du rendement en fonction du temps de séchage
et dans les mémes conditions du travail, le rendement est défini comme étant le rapport entre
la masse de I’huile essentielle obtenue et la masse du matériel végétal utilisé pour cent, aprés
récupération des huiles essentielles, le rendement est calculé par la formule suivante:
Rdt=(m/m0 )x100
Rdt: rendement en huiles essentielles (en %) pour 100 g de la matiére séche.
m: masse d’huiles essentielles récupérées (g).

mO : prise d’essai du matériel végétal (g) (Williams et Lusunzi, 1994).

11.5. Procédés d’étude microbiologique
11.5.1. Souches microbiennes testées

Pour notre étude, nous avons testé la sensibilité des souches microbiennes de
référence provenant du laboratoire de microbiologie de I’université de Mostaganem Vis-a-vis
des agents antimicrobiens standards biologiques (huiles essentielles). Il s’agit de trois

souches bactériennes (tableau 03).

11.5.2. Milieux de culture utilisés

Les milieux de culture utilisés pour les différents tests microbiologiques sont les suivants:
(annexe n°1).
*La Gélose Nutritive (GN) pour I’ensemencement des souches bactériennes.

*La gélose Mueller Hinton (MH) pour 1’étude de la sensibilité des bactéries vis a vis des HE.

11.5.3. Préparation des disques
Les disques sont préparés a partir du papier wattman N3 de 6 mm de diamétre, ensuite
elles sont mises dans un tube a essai, stérilisés a l'autoclave 15minutes a 120°C, puis stockes a

une température ambiante (le tube a essai est hermétiquement ferme) (Zahira et al., 2013).

11.5.4. Préparation de la suspension bactérienne (L’inoculum)
La suspension est préparée a partir d’une culture jeune obtenue sur gélose nutritive de 18
a 24H, quelques colonies des souches cibles ont éte prélevées et diluées dans un tube a essai

contenant 5 ml d'eau physiologique stérile & 0.9 % et bien homogénéisée, puis incubées a
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37°C durant 3 heures (fig.6).

Figure 06: préparation de I’inoculum.

La suspension bactérienne est standardisée a 0.5 McF (McFarland), soit une DO de 0,08 a

0,10 lue a une longueur d’onde de 625 nm.

11.6. Etude de ’activité antimicrobienne des huiles essentielles
11.6.1. Aromatogramme

L'aromatogramme est un test de laboratoire qui permet aux phytothérapeutes d'analyser in
vitro l'activité antibactérienne des huiles essentielles et de sélectionner plus précisément les
huiles essentielles capables de supprimer ou de détruire les germes pathogénes (Damian et
al., 1995). Dans les aromatogrammes, des milieux solides et liquides sont exploitables,
cependant, dans la pratique quotidienne le milieu solide est le plus simple et le plus facilement
reproductible (Pibiri, 2006).

L’activité antibactérienne des huiles essentielles a été déterminée par la méthode de
diffusion en gélose (Hazzit et al., 2009). On prépare des boites de pétri (90 mm de diametre)
en versant 20 ml de milieu Agar Mueller Hinton (MHA) et on laisse solidifier et sécher
pendant 30 minutes a une température ambiante du laboratoire avant leur emploi, entre-temps,
la densité des suspensions bactériennes a été ajustée par 1’eau physiologique stérile en
utilisant un densitométre pour atteindre la concentration finale de 10° UFC/mI (Mohapatra et
al., 2011). Un volume de suspension microbienne standardisée a été ensemencé par étalement
et étendu uniformément sur la gélose (MHA) et laissé sécher pendant 5 min.

e Ensemencement: Des boites de pétri stériles préalablement coulées, sont

ensemencées par ¢talage a I’aide d’un rateau stérile, I’ensemencement s’effectue de

telle sorte a assurer une distribution homogéne des bactéries.

19




Partie pratique Matériel et methodes

Des disques stériles de papier Wattman de 6 mm de diameétre, (stérilisation a 120°C
pendant 15 min par autoclavage), contenant 10 pl d’huile essentielle pure, sont déposés a

I’aide d’une pince stérile a la surface des boites ensemencées (trois disques par boite).

Figure 07: Dépo6t des disques sur la surface des boites ensemencées.

Les boites sont ensuite fermées et laissées diffuser pendant 15 min a température ambiante
puis incubées a 37 ° C pendant 24 heures, trois essais sont réalisés pour chaque test avec
témoins utilisés comme contréle négatif, les diamétres sont mesurés en mm et le résultat étant

la moyenne des trois essais.(Bekkada, 2019).

Tableau 06: Transcription des diamétres d’inhibition des disques imprégnés

- Résistant

+ Sensible

++ Tres sensible

+++ Extrémement
sensible

11.6.2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)
La CMI est définie comme étant la plus faible concentration en huile essentielle capable

d’inhiber la croissance microbienne de 90%. Sa détermination a été réalisée en milieu solide
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selon la méthode rapportée par (Remmal et al. 1993).

Afin de disperser les composés de I’huile essentielle et d’améliorer leur contact avec les
germes a tester, la solution mére de I’huile essentielle est préparée par émulsion a raison de
10% (DMSO).

Des dilutions successives de la solution obtenue sont ensuite effectuées de facon a obtenir
les dilutions suivantes: 1/10, 1/20, 1/40 dans la solution de DMSO.

A T’aide d’une pipette pasteur des prises a raison de 1,5 ml de chacune des dilutions
d’extrait de Salvia officinalis préparé a (10% ,20% et 40%) Trois disques imbibés pendant 5
minutes dans chaque concentration est introduit dans une boite Pétri contenant 13,5 ml du
milieu MH et on fait tourner les boites d’un mouvement circulaire jusqu’a I’obtention d’un

milieu homogene. La gamme de concentrations finales d’huile essentielle utilisée est de: 1/10,

1/20, 1/40.

A laide d’une anse calibrée, un ensemencement des suspensions bactériennes
standardisées est effectué en stries (fig.8). Les boites Pétri ont ensuite portés a incubation a
37°C pendant 24-48H. Des controles négatifs ne contenant que le milieu de culture, DMSO et
I’inoculum ont été également préparés. Les essais sont effectués en triple pour chacune des

concentrations d’huile essentielle utilisées.

Figure 08: Détermination de la CMI.

La lecture des résultats se fait a 1’ceil nu par observation et la CMI correspond a la plus
faible concentration d’huile a laquelle aucune croissance microbienne n’est visible (CLSI,

2006; Oussou et al., 2004).
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Culture d’une souche bactérienne

(Activation des souches étudiées)

l

Préparation d’une suspension bactérienne

milieux nutritif éauivalent a 108CFU/ml.

|

Ensemencement du Muller Hinton a 1’aide d’un

écouvillon

|

Disposition des disques imbibés de 5 pl des
différentes dilutions de I’huile essentielle (1/40,

1/20, 1/10) (trois disques/ boite) Mesure du halo

Fig. 9: Etapes de réalisation du test de I’activité antibactérienne
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1-L’inoculum

6) incuber 24h a37°C
= : 2) Couler le milieu MH

3) Préparation de
I’inoculum

Déposer des disques d’EH sur
la gélose a I’aide d’une pince
stérile

4)Ensemencement

1) Ensemencement du Muller Hinton a

I’aide d’un écouvillon (HE PEUR)
—| Dilution (En
utilisant

1) Ensemencement du Muller Hinton a I'aide

d’un écouvillon (Trois différentes

Figure 10: les étapes de traitement microbiologique.
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Chapitre 1lI: Résultats et discussion

I11. Rendement des huiles essentielles (HE)

Le rendement moyen en huiles essentielles de la partie aérienne de Salvia officinalis L,
extraite par entrainement a la vapeur d’eau, calculé en fonction de la masse du mateériel vegétal
traité est de I’ordre de 0.3705%.

Ce rendement est comparable a celui obtenu dans des études similaires. C’est ainsi que
Chalchat et Michet, (1998), ont montré que le rendement d’extraction des HE de Salvia
officinalis obtenue par distillation pendant quatre heures dans un appareil « Clevenger » varie en
fonction de I’origine de la plante: France (2,05%), Hongrie (2,50%), Portugal (2,90%),
Roumanie (2,30%)...ctc. Cette variation dans le rendement peut étre attribuée non seulement a
I’origine de la plante et a la technique d’extraction mais également a la période de prélévement

du matériel végétal

111.1. L’effet des huiles essentielles

La méthode de diffusion des disques nous a permis de mettre en évidence le pouvoir
antimicrobien des HE vis-a-vis des microorganismes. La sensibilité des souches se traduit par
I’apparition d’une zone d’inhibition autour des disques, les zones d’inhibition obtenues, varient
entre 7 et 20 mm, indiquant que les souches testées n’ont pas la méme sensibilité vis-a-vis de
I’HE. Les valeurs indiquées sont les moyennes de trois mesures. Les résultats de

I’aromatogramme de I’HE sont regroupés dans le tableau 07.

Tableau 07 : Activité antibactérienne des huiles essentielles de la plante étudiee.

Pure 1/10 1/20 1/40

Escherichia coli 07 - - 10
Staphylococcus aureus 20 07 08 15
Pseudomonas aeruginosa 12 10 - -

D’aprés le tableau 07, on constate que les HE de Salvia Officinalis ont montré une activité

antimicrobienne notamment aux fortes concentrations (1/40) sur les souches testées.
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Escherichia coli Staphylococcus aureus Pseudomonas aeruginosa

Figure 11: Aspect des zones d’inhibition de la croissance microbienne en présence des

HE pures par la méthode de diffusion en disque.

Figure 12: Aspect des zones d’inhibition de la croissance microbienne en présence des

HE diluées a 1/10 par la méthode de diffusion en disque.

taphylocaccus , “m - /20

Psendomonas

Figure 13: Aspect des zones d’inhibition de la croissance microbienne en présence des

HE diluées a 1/20 par la méthode de diffusion en disque.
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v 1740
taphylococcus —

Psendomonas

Figure 14: Aspect des zones d’inhibition de la croissance microbienne en présence des

HE diluées a 1/40 par la méthode de diffusion en disque.

I11.2. Activité antibactérienne et mécanismes d’action des huiles essentielles
111.2.1. Sensibilité des bactéries a I’huile essentielle de sauge
La méthode de diffusion des disques nous a permis de mettre en évidence le
pouvoir antibactérien de I’huile essentielle des Feuilles de Salvia officinalis vis-a-vis de trois
Bacteries. Les zones d’inhibition sont indiquées dans le tableau 07. D’apreés la classification
de Ponce et al., (2003), les zones d’inhibition, variant entre 8 et 20 mm, indiquent que les
souches testées sont plus ou moins sensibles a I’huile essentielle des Feuilles de Salvia
officinalis. Les HE ont un effet sur la croissance des bactéries, elles agissent en empéchant leur
multiplication et la synthése de toxines. Par ailleurs, les HE attirent actuellement beaucoup
d’attention parce qu’elles ont montré une activité contre les pathogenes résistants aux
antibiotiques, tels que les staphylocoques dorés résistants a la méticilline (SARM), les B-
Lactamases a spectre elargi (BLSE) et les entérocoques résistants a la vancomycine (ERV)
(Tohidpour et al., 2010 ; Warnke et al.,2013).
Compte-tenu de la diversité des molécules présentes dans les HE, I’activité antibactérienne
semble résulter d’une combinaison de plusieurs modes d’action, impliquant différentes cibles
cellulaires. D’une maniére générale, leur action se déroule en trois phases selon (Calsamiglia
et al., 2007 ; Djilani et Dicko, 2012; Goetz et Ghedira, 2012) :

- Attaque de la paroi bactérienne, ce qui provoque une augmentation de la perméabilité

puis la perte des constituants cellulaires;
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- Acidification de I'intérieur de la cellule provoquant la coagulation des constituants
cellulaires par la dénaturation des protéines, ce qui bloque la production de 1’énergie
cellulaire et la synthése des composants de structure ;

- Destruction du matériel génétique, ce cause la mort de la bactérie.

Il est a noter que les plantes contiennent de nombreux composés doués d’une action
antimicrobienne, ces constituants comprennent les composés phénoliques, les flavonoides, les
huiles essentielles et les terpénes (Rojas et al., 1992).

A travers les résultats obtenus, on déduit que les souches testées présentent un haut niveau de
résistance vis-a-vis des différentes concentrations d’extraits de la plante étudié. Ceci est
confirmé par Bouajaj et al., (2013) qui ont rapporté que I’huile essentielle de la sauge exerce
une faible inhibition vis-a-vis d 'Escherichia coli avec 07mm de diamétre de zone d’inhibition.
En revanche, I'nuile essentielle de S. officinalis inhibe la croissance des bacteéries, des levures et
des dermatophytes selon Jalsenjak et al., (1978); Janssen et al., (1989).

Enfin, I’activité antimicrobienne est dépendante des caractéres physico-chimiques des

composés phytobiotiques et des souches employées. Sari et al., (2006) ont établi la corrélation
entre la composition chimique et l'activité antimicrobienne, et ont classé les molécules
chimiques selon leur importance du point de vu activités biologiques comme suit: phénols,
alcools, aldéhydes, cétones, éther et hydrocarbures.

Les résultats des HE vis-a-vis des différents germes sont présentés dans la (fig.11). Les
diametres des zones d’inhibition de la croissance bactérienne augmentent avec I’augmentation
des doses d’huile. Cette activité inhibitrice des huiles sur les trois souches bactériennes est
faible celle due aux antibiotiques de références (Tableau 8).

La plus grande zone d’inhibition a été observée chez Staphylococcus aureus avec une zone
de 20 mm de diametre. La zone la plus faible a été observée chez Pseudomonas aeruginosa
avec un diameétre del0 mm, et pas de zones d’inhibition claires chez Escherichia coli avec une
zone de 07 mm de diametre.

Les résultats du test d’antibiogramme montrent une variation dans 1’efficacité d’inhibition de
I’huile essentielle de salivia officinalis vis-a -vis des souches bactériennes testees:

Pseudomonas aeruginosa , Escherichia coli et Staphylococcus aureus.
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Figure 15: Histogramme de comparaison des zones d’inhibition.

D’apres le tableau 07 et la figure 15, nous constatons facilement que I’huile essentielle des
feuilles de Salvia officinalis n’a pas une trés bonne activité si on la compare a I’antibiotique

de contrble. Nous constatons aussi que Staphylococcus aureus ATCC 25923 sont les bactéries
les plus sensibles, malgré 1’existence des zones d’inhibition, relativement faibles, nos résultats
prouvent I’existence d’activité antibactérienne contre les trois souches testés, des

microbes pathogénes impliqués dans les intoxications alimentaires.

Les huiles essentielles sont piétrement solubles dans I'eau, ce qui pose beaucoup de problemes
pour étudier leur activité antibactérienne, ceci a été déja rapporté par Southwell et al. (1993)
et Griffin (2000).

La méthode des disques est généralement employée comme une analyse préliminaire pour
étudier l'activité antibactérienne ensuite viennent des méthodes plus détaillées. Dans cette
méthode, les paramétres tels que le volume de I’huile essentielle placé dans les disques, I'épaisseur
de la couche d'agar et si un dissolvant est employé varient considérablement entre les études

(Manou et al., 1998; Burt, 2004). Ceci signifie que cette méthode est utile pour le choix
des huiles essentielles actives et pour la mise en évidence de leur activité antibactérienne.

Nous constatons que Staphylococcus aureus ATCC 25923 sont les bactéries les plus sensibles,

avec une zone d’inhibition de 20 mm. Ceci pourrait étre expliqué par le fait que les bactéries
a G+ possedent des dispositifs structuraux qui sont plus susceptibles aux huiles essentielles
(Abdul Rahman et al., 2010). En revanche, Pseudomonas est moins sensible.

Dans la présente étude, les bactéries a Gram négatif (Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853)
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sont aveérées résistantes, elles montrent une zone d’inhibition de 12mm. Plus leurs travaux
notamment ceux de Hammer et al. (1999); (2002); Souza et al.(2006a); Derwich et al. (2010)
et Bari et al. (2010).
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Conclusion

Un grand nombre de plantes aromatiques contiennent des composés chimiques dotés de
propriétés biologiques différentes. De nombreuses recherches ont porté sur les huiles
essentielles extraites de ces plantes aromatiques. Parallelement, les recherches sur les
propriétés antioxydants, antibactériennes et fongicides chez certaines plantes sont rares. Par
conséquent, I'évaluation de ces caracteristiques reste une tache intéressante et utile, en
particulier pour trouver de nouvelles sources d'agents antimicrobiens naturels, dans ce
contexte, nous avons essayé d’évaluer les activités antibactériennes in vitro des huiles
essentielles extraites des feuilles de Salvia officinalis.

Les huiles essentielles ont été extraites par hydro distillation. Le rendement était proche de
0,3705%.

L’évaluation de I’activité antibactérienne nous a permis de mettre en évidence 1’effet
antibactérien de I’huile essentielle de feuilles de Salvia officinalis vis-a-vis de trois bactéries
ou les zones d'inhibition étaient comprises entre 8 et 20 mm.

Enfin, nos résultats indiquent que les huiles essentielles de feuilles de Salvia officinalis ont
une exerce activité antibactérienne variable selon les especes testées.

En perspective, il sera intéressant de mener une étude plus approfondie sur les huiles
essentielles de feuilles de Salvia officinalis afin d’isoler, de purifier et d’identifier les

composés ayant une activité antibactérienne.
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Annexes 1

Au cours de cette étude, les milieux de cultures sont utilisés solides par addition d’agar-
agar a raison d’une concentration de 2%(P/V). La composition des milieux des cultures est
exprimée en g/l.

v" Muller Hinton (MH):

Poudre déshydratée du MH.............oooiii e 38¢g
Lleau distill@e. ..ot e 11
Le milieu est solidifié par 1’ajout de 2% (P/V) d’agar-agar.

C’est le milieu de culture utilisé pour étudier I’activité antibactérienne parce que c’est le
milieu le plus employé pour les tests de sensibilité aux agents antibactériens (Gachkaretal,
2006). Ce milieu est préparé selon la méthode suivante: on pése avec précision une quantité
de poudre déshydratée du MH équivalente 38 g dans un ballon en y ajoutant 1000 ml d’eau
distillée.

Le mélange de la poudre-eau distillée est chauffé sur plaque chauffante avec agitation a
I’aide d’un barreau magnétique pendant 20 min afin d’assurer une bonne dissolution des
cristaux. Le milieu MH est ensuite réparti dans des flacons stériles avant d’étre autoclave

pendant 15 min a 121°C avec une pression de 1 bar.



Annexes 2

» Milieu de culture (LB)
Formule* par 1 litre d'eau purifiée

L 1= ) (0] - 109
o XAt de IEVUIC. ....vt it e e 59
O NACL e e n e D)
LN ) 19¢g

Le pH ajusté a 7, le milieu est autoclavé a 120°C pendant 20 mn.

> Les différents types de bactéries

e Les bactéries a gram positif: (Staphylococcus aureus)
Les bactéries & Gram + ont une structure unimenbranée qui est organisée en trois
grandes parties : (de I’extérieur vers I’intérieur) :

- La couche de peptidoglycane composant la paroi cellulaire.

- L’espace périplasmique.

- La membrane plasmique.

-La couche de peptidoglycane est trés épaisse. L’espace périplasmique est beaucoup
plus étroit que chez les Gram- et ¢’est un espace de stockage d’enzymes, de nutriments,
de protéines, d’ions...,Cette espace a beaucoup d’autres fonctions, notamment dans
certaines étapes de la synthese de protéine et dans le métabolisme. Cette espace se situe
entre la couche de peptidoglycane et la membrane plasmique (Le minor .L, veron .M
,1989). Les bactéries a Gram positif se cultivent, pour la plupart, facilement dans les
milieux de base ; on dit que ce sont des germes non exigeants. La plupart des coques,
les bactéries de formes rondes, sont des Gram+, et de nombreux bacilles, bactéries de
formes allongées en batonnets, sont aussi des Gram positif (Le minor. L, veron .M
,1989).

e Les bactéries a Gram Négatif : (Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli)
Les bacilles & Gram négatif ont manifesté vis-a-vis des antibiotiques un pouvoir
d’adaptation de plus en plus grand qui a abouti a des problemes thérapeutiques encore
aigus. Les bactéries a Gram négatif ont une structure biomembrane qui est organisée

en trois grandes parties :


https://fr.wikipedia.org/wiki/Peptone

- La membrane externe

- L’espace périplasmique (comportant notamment la paroi avec le peptidoglycane)

-La membrane plasmique qui est presque pareil que la membrane externe
(Prescott.LM el al., 1995).

-Les bacilles a Gram négatif hotes naturels de ’intestin et de I’environnement sont

responsables d’infections urinaires.



