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Abstract

The vaginal ecosystem is a dynamic microbial environment primarily dominated by
lactic acid bacteria, which help maintain vaginal homeostasis. Hormonal and physiological
changes can disrupt this balance, allowing opportunistic microorganisms like Candida albicans
to proliferate and cause vulvovaginal candidiasis (VVC), a common fungal infection in women
of reproductive age. Conventional treatments mainly use topical antifungal creams, but these
often contain broad-spectrum antimicrobials that may harm beneficial vaginal microbiota. This
study aimed to evaluate in vitro the antioxidant, antifungal, and antimicrobial activities of Salvia
officinalis L essential oil as a potential natural alternative for managing vulvovaginal
candidiasis while minimizing harm to vaginal lactobacilli. The essential oil’s activity was
compared to a commercial antifungal cream (Mycocide) against vaginal Candida isolates and
two vaginal lactobacilli strains, including one clinical isolate and one commercial strain. The
essential oil was extracted by hydrodistillation to an approximate yield of approximately 1.61%
and exhibited antioxidant activity with an IC50 of approximately 37.96 by DPPH free radical
scavenger assay and pH of 6. It also demonstrated concentration-dependent antimicrobial
activity, with inhibition zones of 12.60 + 0.26 mm against the S5 strain and 10.43 £ 0.32 mm
against the commercial Lactobacillus strain at 100% concentration. Against Candida isolates,
the inhibition zones reached 11.2 + 0.15 mm at 100% concentration, decreasing progressively
with dilution by aromatogram analysis. In comparison, the commercial cream demonstrated
stronger antifungal and antimicrobial activities, with inhibition diameters reaching 16.5 + 0.26
mm against the S5 strain and 15.4 + 0.17 mm against Candida isolates at full concentration.
However, the essential oil showed an additional antioxidant potential that may contribute to
reducing oxidative stress and local inflammation associated with vulvovaginal candidiasis.
These findings underscore the biological potential of S. officinalis essential oil as a natural
antifungal agent with antioxidant properties. Although its antimicrobial efficacy is lower than
that of the commercial antifungal cream, its selective action and potential to preserve the
vaginal microbiota suggest it could serve as a promising complementary or alternative therapy
for vulvovaginal candidiasis. Further in vivo and toxicological studies are needed to confirm its

safety and clinical effectiveness.

Keywords: Biological activities, Candida albicans, essential oil, Salvia officinalis L,

Vulvovaginal candidiasis, vaginal microbiota.



Résumé

L'écosysteme vaginal est un milieu microbien dynamique principalement dominé par
les bactéries lactiques, qui contribuent au maintien de 'homéostasie vaginale. Les changements
hormonaux et physiologiques peuvent perturber cet équilibre, favorisant la prolifération de
micro-organismes opportunistes comme Candida albicans et provoquant une candidose vulvo-
vaginale (CVV), une infection fongique fréquente chez les femmes en age de procréer. Les
traitements conventionnels utilisent principalement des pommades antifongiques topiques,
mais celles-ci contiennent souvent des antimicrobiens a large spectre susceptibles d'affecter le
microbiote vaginal bénéfique. Cette ¢tude visait a évaluer in vitro les activités antioxydantes,
antifongiques et antimicrobiennes de l'huile essentielle de Salvia officinalis L comme
alternative naturelle potentielle pour la prise en charge de la candidose vulvo-vaginale, tout en
minimisant son impact sur la flore vaginale. L'activit¢ de I'huile essentielle a ét¢ comparée a
celle d'une pommade antifongique commerciale (Mycocide) contre des isolats vaginaux de
Candida et deux souches de lactobacilles vaginaux, dont un isolat clinique et une souche
commerciale. L'huile essentielle a été extraite par hydrodistillation a environ 1,61 % et a
présenté une activité antioxydante avec une ICso d'environ 37,96 par test d’activité anti radical
par DPPH et de pH 6. Elle a également démontré une activité antimicrobienne concentration -
dépendante, avec des zones d'inhibition de 12,60 = 0,26 mm contre la souche S5 et de 10,43 +
0,32 mm contre la souche commerciale de Lactobacillus a la concentration de 100 %. Contre
les isolats de Candida, les zones d'inhibition ont atteint 11,2 = 0,15 mm a la concentration de
100 %, diminuant progressivement avec la dilution par analyse d’aromatogramme. En
comparaison, la pommade commerciale a démontré des activités antifongiques et
antimicrobiennes plus importantes, avec des diameétres d'inhibition atteignant 16,5 + 0,26 mm
contre la souche S5 et 15,4 £ 0,17 mm contre les isolats de Candida a concentration maximale.
Cependant, l'huile essentielle a montré un potentiel antioxydant supplémentaire qui pourrait
contribuer a réduire le stress oxydatif et l'inflammation locale associés a la candidose vulvo-
vaginale. Ces résultats soulignent le potentiel biologique de l'huile essentielle de S. officinalis
comme agent antifongique naturel aux propriétés antioxydantes. Bien que son efficacité
antimicrobienne soit inférieure a celle des pommades antifongiques commerciales, son action
sélective et son potentiel de préservation du microbiote vaginal suggérent qu'elle pourrait
constituer une thérapie complémentaire ou alternative prometteuse pour la candidose vulvo-
vaginale. Des études in vivo et toxicologiques supplémentaires sont nécessaires pour confirmer
son innocuité et son efficacité clinique.

Mots-clés : Activités biologiques, candidose vulvo-vaginale, Candida albicans, huile

essentielle, microbiote vaginal, Salvia officinalis L.
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Introduction

Le microbiote vaginal constitue un écosysttme dynamique, complexe et sensible,
compos¢ d’une diversité de micro-organismes dominant par les lactobacilles, connue comme la

flore de Doderlein (Chen et al., 2017 ; Amabebe et Anumba, 2018).

Ce continue de se modifier tout au long de la vie d'une femme sous l'influence des
hormones féminines (cestrogeénes), se stabilise a la puberté et est affecté par des facteurs tels

que le cycle menstruel, l'activit¢ sexuelle, la grossesse, l'utilisation de contraceptifs et la

ménopause (Bergogne-Bérézin, 2007; Santulli ez al., 2018).

Ce dernier joue un role fondamental dans le maintien de I’équilibre et de la santé
vaginale. Il assure une protection efficace contre les micro-organismes pathogénes grace a un
mécanisme de compétition pour les nutriments et les sites d’adhésion au niveau de 1’épithélium
vaginal, dominé principalement par les bactéries du genre Lactobacillus (Smith et Ravel,
2017). Cependant, lorsque cet équilibre est perturbé, on parle alors de déséquilibre microbien,
ce qui entraine un probléme de santé publique courant : les infections vaginales. Ces infections
constituent I’un des principaux motifs de consultation en gynécologie chez les femmes adultes.
La majorité des femmes connaissent au moins un €pisode de vaginite au cours de leur vie, et la
prévalence mondiale de cette affection est estimée élevée, touchant potentiellement une

proportion importante de femmes (Peebles et al., 2019).

L'une des infections les plus courantes est la candidose vaginale (CVV), ce qui est une
infection fongique de la vulve et du vagin, le plus souvent due a Candida albicans, qui entraine
une inflammation locale et des symptomes comme prurit, irritation et pertes vaginales. Les
revues récentes la décrivent comme 1’une des infections fongiques les plus fréquentes chez la

femme, avec des especes non-albicans parfois en cause (Willems et al., 2020).

Les symptomes typiques de la candidose vaginale consistent principalement en des
démangeaisons vulvaires/vaginales, une irritation, parfois une sensation de brllure ou une
douleur lors de la miction, et des pertes vaginales épaisses et blanches généralement inodores
(Casillas-Vega, 2026). Alors que les mécanismes pathogeénes de Candida s'articulent
principalement autour de quatre axes l'adhésion et l'invasion, la transformation morphologique

de la levure en hyphes ou pseudohyphes fongiques, la formation de biofilm et I'évasion du



systtme immunitaire de 1'hote (Mba et Noisy, 2020), cela rend son éradication complete
difficile.

Pour le traitement d'une candidose vulvo-vaginale simple, 1'objectif initial est d'éliminer
l'azole, que ce soit localement ou par voie orale. Nyirjesy ef al. (2022) indiquent que « les
antifongiques azolés restent le traitement de choix pour les CVV non compliquées », et Satora
et al. (2023) affirment également : « Les azoles topiques et oraux sont les médicaments de choix

dans les mycoses non compliquées ».

Malgré l'efficacit¢ des traitements antifongiques conventionnels, leur utilisation
fréquente peut entrainer une résistance aux médicaments et des effets potentiellement néfastes

sur le microbiote vaginal.

Dans ce contexte, on observe un intérét croissant pour les composés naturels et la
phytothérapie, branche de la médecine qui utilise les plantes pour traiter les maladies ou
promouvoir la santé. La phytothérapie traditionnelle préserve généralement la composition et
l'intégrité¢ originelles de la plante, en utilisant la plante enti¢re ou une proportion spécifique de

ses composants, avec une altération minimale, a des fins thérapeutiques (Falzon et al., 2017).

L'une des méthodes les plus courantes de la phytothérapie, ou utilisation des plantes a
des fins temporaires ou thérapeutiques, est I'emploi de leurs huiles essentielles. Ces huiles sont
définies comme des substances aromatiques complexes extraites de végétaux spécifiques, soit
par distillation a la vapeur, soit par distillation seche, soit par un procédé mécanique approprié
sans chauffage. L'huile essentielle est généralement séparée de la phase aqueuse par un procédé

physique qui ne modifie pas sensiblement sa composition (Bouarfa, 2019).

En ce qui concerne les infections vaginales, la Salvia officinalis (sauge) se distingue
comme une plante médicinale, annuelle originaire de la région méditerranéenne, et de la famille
de Lamiaceae, riche en composés phénoliques et terpéniques aux propri€tés antioxydantes et

antimicrobiennes (Lahrech., 2010 ; Jedidi ez al., 2018 ; Paje et al., 2022).

Par conséquent, cette étude pose le probléme suivant : Dans quelle mesure I’huile
essentielle de sauge (S. officinalis) peut-elle démontrer une efficacité anti-Candida tout en
conservant une activit¢ sélective contre les bactéries bénéfiques, comparativement a un
antifongique commercial, dans le but d’atteindre un équilibre entre 1’élimination des levures

pathogénes et le maintien de I'intégrit¢é du microbiome vaginal ?
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Chapitre 1 Microflore vaginale et candidose vulvovaginale

I.1. Microflore vaginale

La microflore vaginale ainsi connue comme la flore de Ddderlein a été¢ décrite pour la
premicre fois en 1892 par Albert Dodderlein, obstétricien et gynécologue allemand. II I’a
caractérisée comme une flore homogene constituée essentiellement de bacilles a coloration de
Gram positive, appelés bacilles de Doderlein, probablement d’origine intestinale (Amabebe et
Anumba, 2018). Initialement désignée sous le nom de « bacille de Ddderlein », cette bactérie
a par la suite ét¢ reclassée dans le genre Lactobacillus en raison de sa capacité¢ a produire de

I’acide lactique (Kwon et al., 2022).

Par la suite, les progrés du microscope ainsi que le développement des techniques de
culture, d’identification et de séquengage ont permis de mieux caractériser la diversit¢ et la

complexité de I’écosysteme vaginal (Linhares et al., 2010).
I.2. Composition et diversité de I’écosysteme vaginal

Le microbiote vaginal constitue un écosysteme dynamique, complexe et sensible,
compos¢ d’une grande diversit¢é de micro-organismes. Il est principalement dominé par des
bactéries du genre Lactobacillus, tout en incluant également des levures et certains
champignons. Ces micro-organismes ¢établissent une relation symbiotique avec [’hdte
(Penvironnement vaginal) qui leur fournit les nutriments et les conditions favorables a leur
croissance, tandis qu’ils assurent une protection contre les agents pathogenes et opportunistes

(Chen et al., 2017 ; Amabebe et Anumba, 2018).

La flore vaginale normale est principalement composée de bactéries du genre
Lactobacillus, notamment L. crispatus, L. iners, L. gasseri et L. jensenii. Dans cet état, le pH
est généralement bas, souvent inférieur a 4,5. Des études récentes décrivent également une flore
dominée par les lactobacilles chez les femmes en adge de procréer, avec une diversité accrue
pendant les menstruations (Marschalk6 & Ambrus., 2023 ; Malave-Ortiz et al., 2025 ;
Rajkumar et al., 2026).

La composition microbienne n'est pas statique ; elle évolue en fonction du cycle
menstruel, de I'age et de la ménopause. Chez les femmes ménopausées, la baisse d'cestrogenes
est généralement associée a une diminution des lactobacilles et a une augmentation de la
diversité des bactéries anaérobies. A I’inverse, la vaginose bactérienne est associée a une

altération de 1’équilibre du microbiote vaginal, marquée par une réduction importante des
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lactobacilles et une prolifération de bactéries anaérobies opportunistes constituant une flore

microbienne plus diversifi¢e (Marschalké & Ambrus, 2023; Rajkumar et al., 2026).

I.3. Evolution du microbiote vaginal

La flore vaginale évolue au cours des différentes étapes de la vie reproductive de la
femme. Sous l'influence des hormones sexuelles, notamment des cestrogenes, le microbiote
vaginal subit des modifications dynamiques tout au long de la vie. Aprés sa stabilisation a la
puberté, sa composition peut étre influencée par divers facteurs physiologiques et
comportementaux tels que le cycle menstruel, I'activité¢ sexuelle, la grossesse, l'utilisation de
contraceptifs ainsi que la ménopause (Bergogne-Bérézin, 2007 ; Santulli ez al., 2018). Les
principales variations du microbiote vaginal selon les différentes périodes de la vie féminine

sont présentées dans la figure 1 et tableau 1.

Le microbiote féminin en évolution

Femme adulte Femme Post ménopause
pH acide pH peu acide
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Figure 1: Les variations du microbiote lors de la ménopause (NIH, 2025).
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Tableau 1: les micro-organismes prédominants tout au long du cycle de vie des femmes

(Berrokia, 2020).
Cycle de vie de la Microorganismes prédominants Références
femme
Enfance Bactéries anaérobies (Gram -) : (Dei ef al., 2010 ; Ran
Bacteroides, Fusobacterium, Veillonella. | et Mladenovi, 2012)
Bactéries anaérobies (Gram +) :
Actinomyces, Bifidobacterium, Peptococcus,
Peptostreptococcus, Propionibacterium.
Bactéries aérobies : Staphylococcus
aureus, S. epidermidis, Streptococcus
viridans, Enterococcus faecalis.
Prépubere Faible abondance de Lactobacillus. (Ran et Mladenovi,
Présence de Gardnerella vaginalis et 2012)
Prevotella bivia.
Puberté Prédominance de genre Lactobacillus : L. (Yamamoto et al.,
crispatus, L. gasseri, L. iners et L. jensenii. 2009)
Adulte Profil similaire a la puberté. (Yamamoto et al.,
Maintien de la dominance des espéces de 2009)
Lactobacillus.
Ménopause Diminution des Lactobacillus. (Al-Baghdadi et
Diversification de la flore : Gardnerella Ewies, 2009)
vaginalis, Prevotella.
Présence mineure de Candida, Mobiluncus,
Staphylococcus, Bifidobacterium et
Gemella.

I.4. Fonctions physiologiques du microbiote vaginal

Le microbiote vaginal joue un role fondamental dans le maintien de I’équilibre et de la
santé vaginale. Il assure une protection efficace contre les micro-organismes pathogénes (figure
2) grace a un mécanisme de compétition pour les nutriments et les sites d’adhésion au niveau

de I’épithélium vaginal, dominé principalement par les bactéries du genre Lactobacillus (Smith

et Ravel, 2017).

Il contribue également au maintien d’un pH vaginal acide, compris entre 3,5 et 4,5 par
la production d’acide lactique issu du métabolisme du glycogéne. Ce milieu acide limite la
croissance des bactéries pathogenes et des levures, participant ainsi a la protection de

I’écosystéme vaginal (Ma et al., 2012).

Par ailleurs, certaines bactéries lactiques produisent des substances antimicrobiennes
telles que les bactériocines et le peroxyde d’hydrogeéne (H20:2), qui participent a I’inhibition

voire a I’élimination des micro-organismes indésirables (O’Hanlon et al., 2013).
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Le microbiote vaginal participe également a la modulation de I'immunité locale en
stimulant la production de cytokines et de facteurs immunitaires, renforcant ainsi les défenses

naturelles contre les infections vaginales (Anahtar et al., 2015).

FLORE VAGINALE NORMALE DYSBIOSE - VAGINOSE BACTERIENNE
Lactobacilles G Bactéries pathogénes  Diminution des
(bactéries protectiices) \ \ (Gardnerella, etc.) Lactobacilles

| A Sécrétions (¢
{ abondantesS

Odeur de , >

poisson

Equilibre
de la flore

Figure 2: Fonctions physiologiques du microbiote vaginal (Dr Aksoy IVE, s.d.).

L.5. Infections et dysbiose vaginale

Les infections vaginales constituent un probléme fréquent de santé publique, résultant
d’un déséquilibre de I’écosysteme vaginal, appelé¢ dysbiose. Chez la femme adulte, elles
représentent 1’un des principaux motifs de consultation en gynécologie. La majorité des femmes
présentent au moins un épisode d’infection vaginale au cours de leur vie, avec une prévalence

mondiale estimée élevée, pouvant toucher une proportion importante de la population féminine

(Peebles et al., 2019).

Ces infections constituent un enjeu de santé important en raison des complications
qu’elles peuvent engendrer. La propagation ascendante des agents infectieux vers les voies
génitales supérieures peut favoriser le développement d’affections pelviennes inflammatoires
et de complications obstétricales. Si leur évolution est généralement sans gravité majeure chez
les femmes non enceintes, leur survenue au cours de la grossesse est associée a une

augmentation durisque de prématurité, de chorioamniotite, d’avortement spontan¢ ainsi que de

retard de croissance intra-utérin (Hillier ez al., 2021).

La dysbiose vaginale résulte d’une perturbation de I’équilibre du microbiote vaginal,
marquée par une diminution des lactobacilles, principaux acteurs de la protection vaginale. En

produisant de I’acide lactique et diverses substances antimicrobiennes, ces bactéries
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maintiennent un pH acide qui limite la colonisation et la prolifération des agents pathogenes

Ma et al., 2012 ; O’Hanlon et al., 2013).

I.6. La candidose vulvovaginale

La candidose vulvovaginale (CVV) est une infection fongique de la vulve et du vagin,
le plus souvent due a C. albicans, qui entraine une inflammation locale et des symptomes
comme prurit, irritation et pertes vaginales. Les revues récentes la décrivent comme 1'une des

infections fongiques les plus fréquentes chez la femme, avec des especes non-albicans parfois

en cause (Willems et al., 2020).

Elle est aussi connue une infection trés fréquente, le plus souvent causée par C. albicans
mais d'autres especes de Candida non-albicans (NAC)telles que C. glabrata, C. tropicalis, C.
parapsilosis et C. krusei (figure 3), sont de plus en plus courantes. Les symptomes typiques
comprennent des démangeaisons, des pertes vaginales et des douleurs/irritations au niveau de
la vulve et du vagin ; cependant, le tableau clinique peut facilement étre confondu avec d'autres
causes de symptomes vaginaux, ce qui rend le diagnostic clinique seul peu fiable. La
prolifération des levures et I’apparition de I’infection résultent de I’interaction de plusieurs
facteurs prédisposants, parmi lesquels figurent les variations hormonales, I’antibiothérapie, les
¢tats d’immunosuppression, le diabete et les perturbations du microbiote vaginal. Ces
conditions favorisent la rupture de 1’équilibre microbien vaginal et facilitent la colonisation
ainsi que la multiplication des espéces fongiques opportunistes (Casillas-Vega, 2026 ;

Rautemaa-Richardson ez al, 2026).

C. albicans autres Candida C. tropicalis
(p.ex. C. glabrata)

Figure 3: Différenciation de Candida sur milieu chromogeéne (Senterre et al.,
2005).
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1.6.1 Symptomes
Les symptomes typiques de la candidose vulvovaginale sont surtout des démangeaisons
vulvaires/vaginales, une irritation, parfois des brilures ou une douleur a la miction, et des pertes

vaginales épaisses, blanches et généralement sans odeur (Casillas-Vega, 2026).

Dans les formes plus chroniques ou récidivantes, les articles décrivent aussi une douleur
pendant les rapports (dyspareunie), une sensation de géne ou de douleur locale, un gonflement,

et des symptomes qui reviennent de fagon cyclique ou s’aggravent avec les antibiotiques (Hong
et al., 2014).

1.6.2. Le diagnostic de la candidose vulvo-vaginale

Les recommandations indiquent que le diagnostic doit reposer sur les symptomes
cliniques, suivis d'un examen microscopique d'un prélévement vaginal (figure 4 et S) car ces
symptomes ne sont pas suffisamment spécifiques pour différencier avec précision les autres

causes de vaginite (Farr et al., 2021).

En pratique, un prélévement vaginal est généralement effectué et examiné au
microscope, souvent aprés inoculation d'hydroxyde de potassium ou de sérum physiologique.
Une culture est nécessaire si I'examen direct est négatif, mais la suspicion persiste en cas de
vaginite récidivante ou compliquée, ou lorsqu'il est nécessaire d'identifier le type précis de
levure autre que C. albicans ou de réaliser un antibiogramme .La mesure du pH vaginal peut
étre utile pour évaluer une vaginite, mais elle n'est pas suffisante a elle seule pour établir le

diagnostic; une culture positive peut indiquer une colonisation bactérienne asymptomatique

(Zdolsek et al., 1995).

Figure 4: Frottis vaginal coloration de Gram avec présence de Candida
(Grattepanche, 2022).



Chapitre 1 Microflore vaginale et candidose vulvovaginale

Figure 5: Frottis vaginal avec présence de C. albicans (Grattepanche, 2022).

La culture sur gélose de Sabouraud additionnée de chloramphénicol ou de gentamicine
est la méthode de référence pour le diagnostic biologique de la candidose. Cette méthode
consiste a étaler un préleévement vaginal sur gélose de Sabouraud additionnée de
chloramphénicol ou de gentamicine (antibiotiques inhibant la croissance des autres bactéries
présentes dans I'échantillon) et a l'incuber a 37 °C pendant 24 & 48 heures. Les levures se

développent et forment de petites colonies blanches, lisses et brillantes (figure 6)
(Grattepanche, 2022).

Figure 6: Culture de Candida sur milieu Sabouraud (ANOFEL, 2014).
I1 existe d’autres méthodes de diagnostic mais elles sont coliteuses et réservées a la recherche :

»  Détection du géne Candida 1TS2 par PCR

»  Détection antigénique via une technique d’agglutination (particules de latex
sensibilisées avec des anticorps monoclonaux)

»  Spectrométrie de masse de type MALDI-TOF (Grattepanche, 2022).

1.6.3. Les levures du genre Candida
Le genre Candida regroupe des champignons levuriformes, C. albicans étant la

principale espece impliquée dans la candidose vulvo-vaginale. Une étude décrit la candidose



Chapitre 1 Microflore vaginale et candidose vulvovaginale

vulvo-vaginale comme « une maladie infectieuse multifactorielle de l'appareil reproducteur
féminin inférieur, entrainant une inflammation pathologique », tandis qu'une autre la présente
comme « une maladie causée par des espéces de Candida, principalement C. albicans, qui

peuvent coloniser le microbiote vaginal de femmes saines sans provoquer de maladie »

(Willems et al., 2020).

1.6.4. Candida albicans

C. albicans est un pathogéne opportuniste humain capable de se développer sous forme de
levure, de pseudohyphes ou de véritables hyphes in vitro et in vivo, selon les conditions
environnementales. La morphogenese cellulaire réversible est un facteur de virulence important
qui facilite I'invasion des tissus hdtes, 1'échappement a la phagocytose et la dissémination dans

la circulation sanguine (Mukaremera et al., 2017).

Bien que de nombreux types de Candida soient aujourd'hui courants, C. albicans reste la

principale cause de candidose vaginale (Rautemaa-Richardson et al., 2026).

> Habitat

C. albicans vit principalement comme commensal des muqueuses humaines : la cavité
buccale, le tube digestif et I’appareil reproducteur. De nombreuses études ont également montré
que la peau est un site de colonisation. Une étude suggere méme que le tube digestif constitue
un important réservoir pour cette bactérie et que la bouche, avec le vagin et le rectum, est le site
de colonisation le plus fréquent. En pratique, son « habitat » n’est pas un environnement
extérieur fixe, mais bien le corps humain, et plus particulierement ses muqueuses, ou elle
persiste tant que 1’équilibre entre le microbiote et le systéme immunitaire est maintenu (Prieto

et al., 2016).
> Classification

De nombreuses classifications ont vu le jour (tableau 02), évoluant au rythme des
progres des connaissances et de l'application moderne des techniques de biologie moléculaire

en mycologie. Par souci de simplicité, le tableau ci-dessous présente I'une des classifications

les plus récentes pour l'espéce C. albicans (Foughali et Tafer, 2021).
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Tableau 2 : La classification du C. albicans (Dadar et al., 2018).

Reégne Fungi

Division Ascomycota
Phylum (sous-division) Saccharomycotina
Classe Saccharomycetes
Ordre Saccharomycetales
Famille Saccharomycetaceae
Genre Candida

Espéce Candida albicans

»  Morphologie

La morphologie de C. albicans est trés flexible. Les articles la décrivent comme une
levure bourgeonnante capable d'adopter des formes filamenteuses et lamellaires, et certaines
¢tudes ajoutent d'autres états morphologiques tels que les formes opaques, chlamydospores, a
cellules grises et en biofilm (figure 7). La littérature scientifique se concentre principalement
sur la transformation de la levure en forme filamenteuse, ou dimorphisme, présentée comme un
facteur de virulence clé contribuant a l'adhésion, a l'invasion, aux Iésions tissulaires et a
I'échappement immunitaire. Les auteurs soulignent également que cette transformation dépend
de signaux environnementaux et internes, notamment le pH, la température, les nutriments et

les réseaux génétiques.

b |blastespere pseudonmyeéliunm

Figure 7: Structures morphologiques de C. albicans a. Observation microscopique
de C. albicans, b. Mise en évidence des blastospores, pseudohyphes et

chlamydospores chez C. albicans
»  Les blastosporiums (levures)
Sont des cellules contenant 3 a 5 micrométres de milieu et proliférent de diverses
manicres. Le site de prolifération dépend de la température. Apres la formation d'une barriére,

la cellule produit souvent une Iésion (blastoconidie) qui se détache, améliorant ainsi l'aspect de

la peau atteinte de cellulite (Whiteway et Bachewich, 2007).
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»  Les hyphes fongiques

Sont de longs tubes microscopiques fins, d'environ 2 micrométres de diameétre,
composés de plusieurs sous-unités séparées par des septa. Ces hyphes proviennent soit d'une
spore en bourgeonnement, soit d'une hyphe fongique préexistante. La paroi de I'hyphe contient
environ trois fois plus de chitine que celle d'une spore en bourgeonnement. Les hyphes
fongiques peuvent produire des pousses latérales ou de nouvelles ramifications, formant ainsi
un mycélium. Leur croissance requiert des conditions spécifiques, telles qu'une carence en
nutriments, un rapport dioxyde de carbone/oxygéne ¢levé, un pH alcalin (6,5-7), une
température élevée supérieure a 35 °C, une faible quantité¢ d'inoculum et la présence de sérum

sanguin comme source d'azote (Odds, 1988).

»  Les pseudohyphes fongiques

Etaient auparavant considérées comme un stade intermédiaire entre les spores

bourgeonnantes et les hyphes fongiques (Sudbery et al., 2004).

»  Les projections sexuelles

Les projections sexuelles de C. albicans sont produites par I'allongement de la polarité
cellulaire en réponse aux phéromones ; elles se transforment en filaments, mais la majorité¢ de
ces filaments sont distendus par les morphogenes. Liang et al. (2020) affirment qu'« en réponse
aux phéromones, les cellules de C. albicans sont capables de former de longues projections
d'accouplement ressemblant a des filaments » et que cette morphologie est « nécessaire a un

accouplement sexuel efficace ».

»  Les chlamydospores

Sont de grandes cellules sphériques, de 8 a 12 micrometres de diametre, a paroi épaisse.
Elles se forment généralement in vitro dans des conditions de culture prolongées et défavorables
et sont rarement observées dans le milieu naturel (figure 8). Ces structures se développent a

partir de bourgeons présents sur des éléments filamenteux ou filamenteux a la périphérie de

cellules hypertrophi¢es (Whiteway et Bashwich, 2007).

Elles sont surtout observées chez C. albicans et C. dubliniensis, et leur formation est
favorisée par des conditions pauvres en oxygene ; une ¢tude récente montre méme que

I’anaérobiose suffit a déclencher leur formation sur gélose nutritive (Williams et al., 2022).
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»  Les bourgeons polarisés

Chez C. albicans, la croissance levuriforme repose sur un mécanisme de
bourgeonnement polarisé (figure 8). Celui-ci implique la détermination préalable d'un site de
bourgeonnement ou sont recrutés les composants responsables de la croissance cellulaire. Cette
polarisation permet une expansion localisée de la membrane plasmique et de la paroi cellulaire
au niveau du bourgeon, contrairement a une croissance isotrope caractérisée par une
augmentation homogene de la surface cellulaire. Une étude de Herrero ef al. (1999) décrit C.
albicans comme bourgeonnant selon un « axial budding pattern », et des travaux de
morphogenése montrent que cette polarité dépend de protéines de polarité conservées ; quand
elles sont altérées, on obtient des cellules rondes, agrandies et un « random budding pattern »

(Whiteway et Bashwich, 2007).
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Figure 8: Différentes formes morphologiques de C. albicans (Bachewich et al., 2003; Soll DR
et al., 2003; Whiteway et Bachewich., 2007).
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1.6.5. Mécanismes de pathogénicité des espéces de Candida

La pathogénicit¢ de C. albicans repose essentiellement sur quatre mécanismes

principaux :
> L'adhésion et I'invasion.
> La transformation morphologique de la levure en hyphes ou pseudohyphes fongiques.
> La formation de biofilms.
> L'échappement au systéme immunitaire de 1'hote.

Une synthése de ces mécanismes met en évidence un ensemble de déterminants,
notamment la transformation morphologique, les biofilms, les enzymes lytiques,

l'adhésion/invasion, 1'échappement aux cellules phagocytaires, la résistance aux antifongiques

et la réponse au stress (Mba et Nweze, 2020).

> Adhérence

L'adhérence de C. albicans aux muqueuses et a la peau constitue la premiére étape du
processus infectieux. Plusieurs molécules d'adhérence participent a l'interaction entre le
segment protéique de la glycoprotéine de C. albicans et le segment protéique d'une

glycoprotéine de 1'hote. Ces molécules d'adhérence se lient aux glycoprotéines de I'hote

contenant des séquences arginine-glycine-acide aspartique (Bolduc, 2000 ; Baldo ez al, 2007).

»  La transformation morphologique de la levure en hyphes

Chez les champignons du genre Candida, et plus particuliecrement chez C. albicans, la
virulence repose en grande partie sur une transition morphologique réversible entre une forme
levuriforme et une forme filamenteuse. Des études récentes décrivent cette transition comme
un mécanisme pathogéne clé, induit par des signaux provenant de la cellule hote et contr6lé par

des réseaux de transcription génique (Kadosh, 2019 ; Prasad et Tippana, 2023).

Ce changement modifie non seulement la morphologie, mais aussi le comportement
cellulaire. La forme filamenteuse favorise l'adhésion aux surfaces, la formation de biofilms,

l'invasion et les 1ésions tissulaires (Khan et al., 2021).

>  La formation de biofilm

La formation de biofilm est un facteur clé déterminant la virulence des especes de
Candida, en particulier C. albicans, par le biais d'une adhésion accrue, d'une persistance sur les

dispositifs médicaux, d'une tolérance aux antifongiques et d'une évasion immunitaire (Wall et

al., 2019).
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»  L'échappement au systéme immunitaire de 1'hote.

Les C. albicans développent des mécanismes pour échapper au systéme immunitaire de

I'hote, et la compréhension de ces mécanismes pourrait mener a des traitements antifongiques

ou a des vaccins (Tania, 2020).

Elle peut échapper au systtme immunitaire humain en répondant aux stratégies de
défense humaines et en les déjouant, notamment les mécanismes immunologiques et les

facteurs de stress comme la limitation des nutriments et les changements de pH, tels que

modélisés par des approches de biologie des systemes informatiques (Diihring et al., 2015).

1.6.6. Traitement

Pour le traitement d'une candidose vulvo-vaginale simple, I'objectif initial est d'éliminer
l'azole, que ce soit localement ou par voie orale. Nyirjesy et al. (2022) indiquent que « les
antifongiques azolés restent le traitement de choix pour les CVV non compliquées », et Satora
et al. (2023) affirment également : « Les azoles topiques et oraux sont les médicaments de choix

dans les mycoses non compliquées ».

Apres le test antifongigramme qui permet d'identifier les antifongiques auxquels le
Candida du prélévement est sensible ou non, on peut prédire ’efficacité du traitement mais pas
forcément de prédire sa réponse thérapeutique. Ce test est trés peu réalisé car la plupart des
Candida sont sensibles a tous les antifongiques (sauf C. glabrata et C. krusei) (tableau 03 et
figure 9).

Tableau 3: Résistance et sensibilit¢ des Candida selon les antifongiques (Gallo et al., 2012).

Candida Candida
albicans  tropicalis

Candida
parapsilosis

Candida Candida Candida
glabrata krusei lusitaniae

R

S S S S-DDaR S-DDaR S

S S S Sal Sal S

S S S S IaR S
S S S Sal Sal SaR

Amphotéricine
B

Légende : S : sensible ; S-DD : sensible dose-dépendante ; I : intermédiaire ; R : résistant.
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Figure 9: Antifongigramme (Morio, 2015)

La posologie dépend de la voie d’administration (tableau 04) :

»  Par voie topique (créme) : deux applications par jour (matin et soir) sur une peau propre
et séche pendant quelques semaines (durée variable selon la prescription),

»  Par voie vaginale : un ovule par jour pendant trois jours en position couchée. Il existe
des formes a libération prolongée (LP) qui permettent de diffuser le principe actif sur plusieurs
jours et ainsi améliorer 1’observance et le confort des patientes. Une prise unique d’un ovule
LP en position couchée,

»  Par voie orale : une gélule en prise unique. En cas de récidives réguliéres, un traitement
d’attaque et un traitement d’entretien sont mis en place. Traitement d’attaque : une gélule tous
les trois jours pendant une semaine (trois gélules au total) puis traitement d’entretien : une
gélule par semaine pendant six mois (Grattepanche, 2022).

Tableau 4: La posologie de traitement selon la voie d’administration

Voie locale (créme et ovule) Voie orale

Econazole (PEVARYL®)

Isoconazole (FAZOL®)
Sertaconazole (MONAZOL®) Fluconazole (OROFLUCONAZOLE®,
Fenticonazole (LOMEXIN®) BEAGYNE®)

Clotrimazole (MYCOHYDRALIN®)
Terbinafine (LAMISIL®)

17



Chapitre 11 : Plantes médicinales et

huiles essentielles
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IL. 1. Les plantes médicinales

I1.1.1. Historique

Depuis la préhistoire, les étres humains se sont servis de ressources naturelles telles que
les plantes, les animaux, les micro-organismes et les organismes marins pour soulager et traiter
diverses maladies. Les archives fossiles indiquent que ’'usage des plantes comme remedes
remonte a au moins 60 000 ans. Au départ, les premiers humains pouvaient consommer des
plantes toxiques en cherchant leur nourriture, ce qui entrainait vomissements, diarrhée, d’autres
réactions toxiques, voire la mort. Toutefois, ce processus leur a permis d’acquérir des

connaissances sur les substances comestibles et la médecine naturelle (Haidan et al., 2016).

La médecine traditionnelle repose en grande partie sur [’utilisation des plantes
médicinales, constituant ainsi la base de la phytothérapie moderne. Cette derniére s’appuie sur
les propriétés thérapeutiques des composés bioactifs présents dans les plantes pour prévenir,
soulager ou traiter diverses pathologies. Elle demeure largement utilisée dans les pays en
développement, ou elle représente parfois la principale source de soins de santé en raison de
son accessibilit¢ et de son colt relativement faible. Par ailleurs, I’intérét croissant pour les
approches naturelles et les effets secondaires limités des traitements a base de plantes a favorisé

son intégration progressive dans les systemes de sant¢ modernes (OMS, 2013).

I1.1.2. Phytothérapie

La phytothérapie est une branche de la médecine qui emploie des plantes pour traiter
des maladies ou agir en tant qu’agents préventifs pour la santé. L’usage traditionnel de la
phytothérapie conserve généralement la composition originale et I’intégrité de la plante source,
de sorte que ce soit la plante entiére ou une proportion souhaitée de ses composants, avec un
minimum d’altération, qui soit utilisée a des fins thérapeutiques. Elle fait appel a des plantes
sauvages ou cultivées, mais la culture doit respecter des conditions réglementaires strictes.
L’utilisation des plantes se fait par voie interne ou externe, sous des formes telles que tisanes,

gélules (Falzon et al., 2017).

I1.1.3. Composition des plantes médicinales
Les effets thérapeutiques des plantes proviennent des métabolites, en particulier des
composés secondaires produits par les especes végétales. Les métabolites végétaux se divisent

en deux catégories : les métabolites primaires et les métabolites secondaires (Singh, 2015).
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»  Métabolites primaires

Les composés organiques synthétisés par les plantes ont des fonctions métaboliques
essentielles a leur croissance et a leur développement. Ils comprennent notamment les glucides,

les acides aminés, les nucléotides, les acides gras, les stéroides et les lipides (Singh, 2015).

> Meétabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques que les plantes produisent a
partir des métabolites primaires via diverses voies biochimiques. Ces composés n’interviennent
pas directement dans la croissance ou le développement des plantes. Ils sont synthétisés dans

différentes familles végétales, au sein de certains tissus, cellules ou a des stades spécifiques du

développement de la plante (Singh, 2015 ; Gnatta et al., 2016).

I1.1.4. Principales classes de métabolites secondaires

Les métabolites secondaires peuvent étre classés selon leur structure chimique (par
exemple, la présence de cycles ou de sucres), leur composition (avec ou sans azote), leur
solubilité dans différents solvants, ou encore la voie biosynthétique par laquelle ils sont produits
(comme la voie des phénylpropanoides, qui génére des tanins). Trois grandes familles de
composeés sont couramment reconnues : les composés phénoliques, les terpenes et les alcaloides

(Tiwari et al., 2015).

»  Composés phénoliques
Les composés phénoliques (figure 10) forment un groupe hétérogeéne issu du
métabolisme secondaire des plantes. Sur le plan structurel, ils comportent au moins un cycle

aromatique auquel est attaché un ou plusieurs groupes hydroxyle, rattachés a des structures

aromatiques ou aliphatiques (Ambriz-Pérez et al., 2016).

Les polyphénols représentent les principes actifs de nombreuses plantes médicinales ;
ils peuvent moduler I’activit¢ d’un grand nombre d’enzymes ainsi que certains récepteurs
cellulaires (Sumner et al., 2005). Ils sont de puissants antioxydants qui completent et renforcent
les fonctions des vitamines et des enzymes antioxydantes dans la défense contre le stress
oxydatif provoqué par un exces d’especes réactives de ’oxygene (ROS). Le représentant le plus

simple de cette classe est le phénol (Tsao, 2010 ; Gonzalez Mera et al., 2019).
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Figure 10 : Structure chimique du phénol (Sobiesiak, 2017).

> Les flavonoides

Les flavonoides constituent une classe importante de produits naturels. Ils appartiennent
a une catégorie de métabolites secondaires a structure polyphénolique, présents presque partout
dans les plantes. Grace a leurs propriétés biochimiques et antioxydantes, ces composés suscitent
un intérét croissant en raison de leur implication potentielle dans la prévention et la prise en
charge de diverses affections, notamment le cancer, la maladie d’Alzheimer, I’athérosclérose et

d’autres maladies li€es au stress oxydatif (Gomes et al., 2008 ; Panche et al., 2016).

En outre, les flavonoides exercent d’autres effets liés notamment a I’inhibition de
I’expression des geénes inflammatoires ou a I’augmentation de celle des génes antioxydants.
Parmi ces effets, on peut citer des propriétés antiasthmatiques, des bienfaits contre la bronchite
chronique obstructive, I’inhibition de la résistance a I’insuline, ainsi que des effets protecteurs

contre le diabete de type 2 et le syndrome métabolique (Stoclet ef al., 2011).

La structure chimique de base des flavonoides (figure 11) se compose de deux cycles
benzéniques (A et C) reliés par un cycle pyrane (B). L’'un des cycles benzéniques (A) est
fusionné avec le cycle pyrane, tandis que I’autre cycle benzénique (C) est attaché en substituant

au cycle pyrane (Ayaz et al., 2019).

Figure 11 : Structure de base des flavonoides (Karak, 2019).
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> Les tanins

Les tanins sont des composés polyphénoliques aux structures complexes que 1’on trouve
dans les plantes. Ils jouent un réle défensif en protégeant les tissus végétaux des attaques des
herbivores grace a leur gout astringent. Plusieurs tanins naturels et composés apparentés ont
démontré diverses activités biologiques, telles que des propriétés antioxydantes, antitumorales,
hypolipidémiantes, hypoglycémiantes et antibactériennes (Chang et al., 2019 ; Girard et al.,
2019).

Sur le plan thérapeutique, les tanins favorisent la cicatrisation des blessures et des
muqueuses enflammées. Ils sont utilisés en application externe pour traiter les ulceres
variqueux, les hémorroides, les engelures et les briilures, ainsi que sous forme de bains de

bouche contre I'inflammation et les maladies parodontales. Par voie interne, ils servent a

soigner la diarrhée et I’hypersécrétion des muqueuses intestinales (Sereme et al., 2008).

Généralement, les tanins sont classés en deux catégories comme le montre la figure

12 les tanins condensés (CT), les tanins hydrolysables (HT) (Chang et al, 2019 ; Girard et al.,
2019).

Figure 12 : Structure chimique des tanins ; (a) : condensés (b) : hydrolysables
(Dotan, 2014; Magalhaes et al., 2014).

> Les coumarines

Les coumarines, illustrées en figure 13, constituent une vaste classe de substances
phénoliques présentes dans les plantes, caractérisées par des anneaux fusionnés de benzene et
d’a-pyrone. Plus de 1300 coumarines ont ét¢ identifiées en tant que métabolites secondaires

issus de plantes, de bactéries et de champignons (Venugopala et al., 2013).
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Les coumarines sont des composés hétérocycliques dotés de diverses activités
pharmacologiques, notamment antibactérienne, antivirale, antidiabétique, anticoagulante,
analgésique, hypothermique et anticancéreuse. Elles possédent également des propriétés
antioxydantes, antiparasitaires, anti-inflammatoires et antihypertensives (El Asbahani ez al.,

2015 ; Hussain et al., 2019).
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Figure 13: Structure de base des coumarines (Stefanachi ez al., 2018).

Grace a ces propriétés biochimiques, la coumarine a été proposée pour un usage en
médecine clinique. Elle doit étre évaluée pour le traitement de diverses affections cliniques
telles que I’cedéme a haute teneur en protéines, les infections chroniques, les maladies
d’Alzheimer et de Parkinson, ainsi que pour le traitement du cancer, de I'inflammation, de la

coagulation sanguine et comme anticoagulant (Jain ef al., 2012 ; Stefanachi et al., 2018).

>  Les alcaloides

Les alcaloides constituent une classe de composés organiques azotés a faible poids
moléculaire, dérivés d’acides aminés, que I’on retrouve principalement dans divers organismes
vivants tels que les bactéries, les champignons, les plantes et les animaux. Chez les plantes, les
alcaloides sont des métabolites secondaires produits en réponse a des variations
environnementales et a des stress biotiques ou abiotiques, ce qui leur confére une grande

diversité structurale et des activités biologiques vari¢es (Peng et al., 2019).

D’un point de vue biologique, les alcaloides sont particulierement intéressants, car
certains constituent le principe actif de plusieurs extraits de plantes anciennement utilisés
comme stupéfiants, laxatifs, aphrodisiaques, cholinergiques ou agents anticancéreux. Ils
peuvent aussi provoquer une accélération du rythme cardiaque et stimuler le systéme nerveux

central, entralnant une augmentation de la vigilance (Hess, 2002 ; Sereme et al., 2008).

»  Terpenoides

Les terpénoides (ou isoprénoides) représentent la classe de composés chimiques la plus

importante et la plus diversifiée parmi la multitude de substances produites par les plantes. Bien
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qu'ils remplissent des fonctions primaires essentielles, telles que la régulation de la croissance
et du développement ainsi que la glycosylation des protéines, ils jouent également un rdle clé
dans le métabolisme secondaire. Dans ce cadre, ils interviennent en tant que molécules de
défense, composé€s toxiques et agents dissuasifs alimentaires pour les insectes (Schrader ez al.,

2015 ; Gonzalez Mera et al., 2019).

Avec environ 50 000 substances identifiées, les terpénoides sont classés en
monoterpenes (10 atomes de carbone), sesquiterpenes (15 atomes de carbone) et diterpénes (20

atomes de carbone) (Tholl, 2015 ; Tiago ef al., 2017).

I1.2. Les huiles essentielles

11.2.1. Définition des HEs

L'étymologie du terme « huile essentielle » provient du latin « quinta essentia », qui
signifie « le cinquieme élément ». Puisque le cinquiéme élément est I'«esprit », une HE est un

esprit capturé dans l'air ou condensé par distillation (Sell, 2020).

Selon la Commission de la Pharmacopée Européenne et la norme ISO 9235, les HEs
sont des substances odorantes, complexes, obtenu a partir d’une matiere premiere veégétale
botaniquement définie, soit par entrainement par la vapeur d’eau, soit par distillation séche, ou
par un procédé mécanique approprié¢ sans chauffage. L’HE est la plus souvent séparée de la
phase aqueuse par un procédé physique n’entrainant pas de changement significatif de sa

composition » (Bouarfa, 2019).

En d'autres termes, on peut dire que les HEs ou volatiles sont extraites des fleurs, de
I'écorce, de la tige, des feuilles, des racines, des fruits et d'autres parties de la plante par diverses

méthodes (Babar Ali et al., 2015).
I1.2.2. Caractérisation physico-chimique des HEs

La structure chimique de I'HE est formée chimiquement par deux voies de
biosynthése (figure 14): la voie du mévalonate et celle des phénylpropanoides, dont les

structures sont représentées dans la figure suivante (Syafri et al., 2022).

La voie du mévalonate conduit a la formation de composés terpénoides. La voie des

phénylpropanoides, quant a elle, produirait des composés non terpénoides (Dhifi et al., 2016).

23



Chapitre 11 Plantes médicinales et huiles essentielles

o]
O QOH OH
N e
HO/U\>\/\OPP T oee Z"opp O/jﬂ:z”\

Mevalonate 5-diphosphate dimethyl allyl

lsoprn(l;Pn_\Pl)—p_\'l'ophmphllr Phenylalanine

pyrophosphate

4) Mevalonic Pathway o)

- | e b0
OPP= —0—PuOmbom
b e N
/L\/\/;\/«opp @/\/LOH
. F

-H Chinnamic acid

O |
o |

NN Nopp

(o}

AN -HOPP Gerauylpyrophosphate

AR (monoterpenes) N

Lymonene 1 AN OH

l‘IPP ‘
\ F
— | H

/Oi/é : /\\/Q\V\)\/\OPP ©

HOPP p-Coumaric acid
Farnesylpyrophosphate
(sesquiterpenes) b) Phenylpropanoid Pathway

8- Cadinene (C6-C3) l Q HO. l
X H |
~ o N N
Cinnamaldehyde Eugenol

Figure 14 : Voies de biosynthése des HEs chez les plantes aromatiques (voie du
mévalonate et voie des phénylpropanoides) (Syafri ez al., 2022).

Les HEs contiennent généralement de 20 a 60 constituants, voire plus de 100, a des
concentrations variables. Deux ou trois d'entre eux sont des ingrédients principaux présents en
quantité relativement ¢€levée (20 a 70 %), tandis que les autres sont des composants mineurs.
De plus, les HEs sont des mélanges complexes de composés volatils (hydrocarbures et dérivés

oxygénés) produits par les plantes aromatiques et peuvent étre extraites de différentes parties

de la plante, comme les fleurs, les feuilles et les fruits (Santos et al., 2016).

Ces composés volatils appartiennent a différentes classes chimiques : alcools, éthers ou
oxydes, aldéhydes, cétones, esters, amines, amides, phénols, hétérocycles et principalement les
terpénes. Les alcools, les aldéhydes et les cétones offrent une grande variét¢ de notes

aromatiques, telles que fruitées ((E)-nérolidol), florales (linalol), d’agrumes (limonéne),
herbacées (y-sélinene), etc. (Dhifi ef al., 2016).

Concernant les propriétés physiques, la densité et le volume massique constituent des
paramétres essentiels. Ces propriétés varient principalement en fonction de la composition
chimique des huiles essentielles. En effet, certaines huiles ou systémes riches en composés
oxygénés ainsi qu’en eau présentent des densités plus élevées (Kim et al., 2021). Par ailleurs,

une augmentation de la densité est généralement corrélée a une proportion plus importante de
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composés oxygénés dans le mélange, ainsi qu’a une teneur élevée en eau dans le solvant

(Koshima et al., 2019).

La solubilit¢ des huiles essentielles dans 1’eau est généralement faible, la majorité
d’entre elles étant peu ou pas miscibles dans ce milieu aqueux (Kim et al., 2021). De plus, ces
composés sont sensibles a divers facteurs tels que la chaleur, I’oxydation et la lumiére, qui

peuvent entrainer leur dégradation (Kumar & Singh, 2022).

Concernant la viscosité, elle est globalement faible a modérée et dépend étroitement de
la composition chimique des huiles essentielles. Elle tend également a diminuer lorsque la
température augmente, en lien avec les variations des interactions moléculaires au sein du

systeme (Koshima et al., 2019).
I1.2.3. Répartition et localisation des HEs dans le régne végétal

Les HEs sont biosynthétisées dans des cellules spécialisées, telles que les cellules
sécrétrices d'huile, les poils glandulaires, les canaux et les cavités, présentes sur différentes
parties de ces plantes. Au sein de ces cellules, les huiles essentielles sont biosynthétisées,
s'accumulent, puis sont libérées dans l'atmosphére par divers mécanismes de sécrétion bien

documentés (Rehman et al., 2016)

Mais leur accumulation est limitée a des structures sécrétrices spécialisées, a savoir les
poils glandulaires (tribulosus), dont la structure est illustrée dans la figure 15, et ce sont des
glandes multicellulaires que l'on trouve dans certaines familles de plantes comme la menthe
(Lamiacées), I'¢toile (Astéracées) et la morelle noire (Solanacées), ou les terpénes sont sécrétés

dans une cavité extracellulaire a l'extrémité du poil (Hazzoumi et al., 2019).
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Figure 15 : Structure morphologique des poils glandulaires sécréteurs (Iriti et al., 2006).
I1.2.4. Role physiologique des HEs

Quant a la plante elle-méme, elle joue un rdle crucial dans sa réponse aux stress
abiotiques, tels que la sécheresse et la salinité, dont les effets sont exacerbés par le changement
climatique. Chez de nombreuses cultures, une augmentation de la synthése des huiles

essentielles est souvent observée en conditions de stress léger, tandis qu'un stress modéré ou

sévere entraine une baisse du rendement (Borromeo et al., 2025).

De ce fait, la production des HEs est considérée comme un mécanisme de défense vital

pour les plantes (Hubai et Kovats, 2024).

Par ailleurs, plusieurs articles et études cliniques indiquent l'existence d'effets
physiologiques des HEs sur le corps humain, par exemple, il existe des preuves modérément
convaincantes que l'aromathérapie est bénéfique pour soulager la dysménorrhée.
L'aromathérapie est également potentiellement efficace pour soulager la douleur de
l'accouchement ; abaisser la tension artérielle en cas d'hypertension ; réduire le stress, la
dépression et les troubles du sommeil chez les patients dialysés ; atténuer le stress chez les
adultes en bonne santé ; réduire l'anxiété chez les patients en période périopératoire ; et
améliorer la qualit¢ du sommeil dans diverses populations, avec un niveau de confiance faible

a modéré quant aux preuves (Freeman et al., 2019).

Bassos et al. (2022) ont également constaté que l'aromathérapie module principalement
le systtme nerveux autonome, avec une activation prédominante du systéme nerveux
parasympathique, contribuant ainsi a diminuer le taux de cortisol et a augmenter celui de

mélatonine. De plus, elle peut soulager I'anxiété, la dépression et l'insomnie.
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I1.2.4. Classification des HEs
Les HEs sont principalement classées selon leur composition chimique. Les études
consultées montrent qu’elles sont dominées par deux grands groupes de composés : les terpenes
et les phénylpropanoides. Parmi les terpenes, les monoterpénes et les sesquiterpénes sont les
plus fréquemment rencontrés. Ces composés peuvent se présenter sous forme d’hydrocarbures

ou de dérivés oxygénés, comme l’illustre le tableau 5 (Dhifi ez al., 2016 ; Sadgrove et al.,
2022).

Tableau 5: Classification des HEs

Classe chimique Exemples typiques Référence

Monoterpénes hydrocarbonés | a-pinéne, [-pinéne, limonene, p-|(Ameur et al,
cymene 2014)

Monoterpenes oxygénés 1,8-cinéole, linalool, bornéol, | (Satyal et al.,
géraniol, thymol, carvacrol, terpinen- | 2016)
4-ol, sabinéne hydrate

Sesquiterpénes hydrocarbonés | aromadendréne, bicyclogermacréne, | (Ameur et al.,

B-phellandréne, humuléne 2014)
Sesquiterpénes oxygénés spathulenol, globulol, viridiflorol, | (Ameur et al.,
oxyde de caryophylléne, o-/B- | 2014)
eudesmol
Phénylpropanoides eugénol, anéthol, estragole, safrol, | (Carvalho et al.,
cinnamaldéhyde 2015)

I1.2.5. Composition chimique des HEs

Sur le plan chimique, les HEs sont des mélanges de structure extrémement complexe,
pouvant contenir plus de 300 composés différents. Ces substances sont des molécules tres
volatiles appartenant pour la grande majorité a la famille des terpénes comme les monoterpeénes
(myrcene, B-pinéne, O-terpinéne) et les sesquiterpénes (p-caryophylléne, ohumuléne, [-
bisaboléne etc...) (Bunse et al., 2022).
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A. Les terpénoides

IIs représentent le groupe le plus diversifi€¢ des métabolites secondaires des végétaux,
plus de 15.000 composés différents sont décrits dans la littérature. Ils dérivent d’une structure
de base a cinq carbones (CsHsg), communément appelée isopréne (figure 16). Selon le nombre

répétitif de cette unité, les terpénoides sont classés en :

% Les monoterpénoides (C10)
% Les sesquiterpénoides (C15)
% Les diterpénoides (C20).

CH,

I
H C*;i': *«E’:AC Hz

2

Figure 16 : Structure de la molécule d’isoprene (Calsamiglia et al., 2007).

Dans la composition de la plupart des huiles essentielles les monoterpénoides et les
sesquiterpénoides forment la majeure partie dont leur structure est illustrée au niveau de la

(figure 17) (Benchaar et al., 2008).
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Figure 17 : Structure de quelques composés des HEs (A) : monoterpénoides (B) :
sesquiterpénoides et (C) : phénylpropanoides (Calsamiglia et al, 2007).

»  Les monoterpenes

Sont volatiles, entrainables a la vapeur d’eau, d’odeur souvent agréable et représentent
la majorit¢ des constituants des Huiles essentielles, parfois plus de 90%. Ils peuvent étre
acycliques (myrcene, ocymene), monocyclique (terpinéne, p-cimene) ou bicyclique (pinéne,
sabinene). A ces terpenes se rattachent un certain nombre de des substances a fonction chimique
: alcools (géraniol, menthol), aldéhydes (géranial, citronellal, sinensal), cétones (carvone,
menthone, B-vétinone), et des esters (acétate de géranyle, acétate de linalyle, acétate de cédryle,

acétate a-terpinyle).
»  Les sesquiterpénes

Il s’agit de la classe la plus diversifié¢e des terpénes. Elle contient plus de 3000

molécules comme par exemple : B-caryophylléne, B-bisaboléne, a-humuléne, a-bisabolol,

farnesol (Bruneton, 1995).

B. Les composés aromatiques

Les dérives du phénylpropane (C6-H3) sont beaucoup moins fréquentes que les
terpénoides. Ce sont trés souvent des allyles et propénylphénols, parfois des aldéhydes,

caractéristiques de certaines huiles essentielles d’Apiaceae (anis, fenouil, persil, etc...). Les
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HEs contiennent aussi des composés en (C6-C1) comme la vanilline (assez fréquente) ou

comme ’authranilate de méthyle (Bruneton, 2002).

C. Composés d'origines diverses

Compte tenu de leur mode d'extraction, les huiles essentielles peuvent renfermer divers
composes aliphatiques, généralement de faible masse moléculaire, entrainables lors de I'hydro
distillation carbure, acide (C3 a C10), alcools, aldéhydes (octanal, décanal ...), esters, lactones,

produits azotés ou soufrés (Bruneton, 2002).

D. Les facteurs influen¢ant la composition chimique
IT existe beaucoup de facteurs externes pouvant influencer la composition chimique de ’'HE :

La température
Le taux d'humidité

e La durée d'ensoleillement

e Lacomposition du sol

e La partie de la plante utilisée

e Le cycle végétatif de la plante

e [a méthode utilisée pour I’extraction.

Sont d’autant de facteurs susceptibles d'exercer des modifications chimiques (Bruneton, 1999).
I1.2.6. Propriétés physiques des HEs

Les HEs constituent un ensemble homogene et leurs propriétés physiques sont :

» Ce sont des substances huileuses

» Elles sont généralement liquides a la température ambiante

» Elles sont trés rarement colorées

» Leur densité est inférieure a celle de 1’eau, exception faite pour les huiles
essentielles de la cannelle, du girofle, et du sassafras

» Elles sont extrémement volatiles, et perdent rapidement leurs propriétés

» Les huiles essentielles sont solubles dans I’alcool, dans I’éther et dans la plupart

des solvants organiques mais trés peu soluble dans 1’eau

» Leur indice de réfraction et leur pouvoir rotation sont généralement élevés, du
fait de leur composition principale en molécules asymétriques

» Leur point d’ébullition se situe entre 60°et 240°C

» Les huiles essenticlles sont stables a température ambiante si elles sont
conservées de maniere adéquate (a 1’abri de I’oxydation et de la polymérisation
provoquées par l’air, par la lumic¢re et par les variations de température)
(Bruneton ,1995).
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11.2.7. Procédé d'extraction des essences naturelles

On peut extraire les HEs par différents procédés ; certains d'entre eux ne sont toutefois
plus employés de nos jours. Méme si la méthode actuelle la plus courante est la distillation a la

vapeur, des techniques plus efficace et plus économique sont continuellement mises au point.
A. L’hydrodistillation simple

Le procédé consiste a immerger directement le matériel végétal (rameaux, feuilles...)
découpés en morceaux dans un alambic remplit d’eau et porté a ébullition. Les constituants

volatils sont entrainés par la vapeur d’eau et sont condensés sur une surface froide (figure 18).

L’HE est séparée par différence de densité.

bl e~ 5
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Figure 18 : Schéma d’un montage d’hydro-distillation (Bruneton, 1999).

B. L’hydrodiffusion

L'hydrodiffusion est une forme de distillation a la vapeur. La différence tient a la fagon
dont la vapeur entre dans I'alambic. Pour I'hydrodiffusion, c'est par le haut que la vapeur est
introduite pour passer a travers la matiere végétale, plutot que par le bas comme dans les
systetmes de distillation habituels. La condensation du mélange de vapeur contenant l'huile se

produit sous la grille retenant la maticre végétale (figure 19) (Bruneton, 1999).
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Figure 19: Dispositif de I'hydrodiffusion (Bruneton, 1999).

C. Extraction par CO; supercritique

L'originalit¢ de cette technique réside dans le solvant utilisé : le dioxyde de carbone
supercritique. Le procédé d'extraction consiste a comprimer le dioxyde de carbone a des
pressions et des températures supérieures a son point critique (pression = 72,8 bar et
température = 31,1 °C). A I'état supercritique, le dioxyde de carbone n'est ni liquide ni gazeux,
ce qui lui confere une excellente capacité d'extraction, ajustable par la température. Les fluides
supercritiques, comme le dioxyde de carbone, sont de bons solvants a 1'état supercritique, mais

de mauvais solvants a I'état gazeux (Bouras, 2018).

D. L’extraction par micro-ondes

L’extraction par micro-ondes ou la distillation de l'eau sous vide par micro-ondes a vu
le jour au début des années 1990. Ce procédé consiste a chauffer la matiere végétale par micro -
ondes dans une chambre étanche, ou la pression est progressivement réduite. La vapeur d'eau
ainsi libérée par la plante transporte les composés volatils. Ces composés sont ensuite extraits

par des procédés classiques de condensation, de refroidissement et de précipitation (Zinasni,
2014).

I1.2.8. Domaine d’utilisation des HEs
Les HEs sont principalement utilisées dans quatre grands secteurs : 1’alimentation, les
cosmétiques et la parfumerie, la pharmacie et la santé, ainsi que ’agriculture (Jugreet et al.,
2020). Selon Bolouri et al. (2022), leurs applications potentielles concernent explicitement «

la médecine, I’alimentation, les cosmétiques et le secteur agricole ». Des travaux plus récents
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ont ¢élargi ce champ d’application en y incluant également le secteur textile, mettant en évidence
I’intérét croissant des HEs dans le développement de matériaux fonctionnels aux propriétés

antimicrobiennes et protectrices.
I1.2.9. La toxicité des HEs

Les HEs ne sont pas des produits qui peuvent étre utilisés sans risque. Comme tous les
produits naturels : "ce n'est pas parce que c'est naturel que c'est sans danger pour l'organisme".
Cet aspect des HEs est d'autant plus important que leur utilisation, de plus en plus populaire,
tend a se généraliser avec I'émergence de nouvelles pratiques thérapeutiques telle que
l'aromathérapie. Certaines HEs sont dangereuses lorsqu'elles sont appliquées sur la peau en
raison de leur pouvoir irritant (huiles riches en thymol ou en carvacrol), allergeéne (huiles riches

en cinnamaldéhyde (Smith ef al., 2000) ou phototoxique (huiles de citrus contenant des

Furocoumarines (Naganuma et al., 1985).

D'autres HEs ont un effet neurotoxique. Les cétones comme la thuyone sont

particulierement toxiques pour les tissus nerveux (Franchomme et al., 1990).
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Chapitre 11 Salvia officinalis L.

I11.1. Définition et Historique

Salvia officinalis L., communément appelée sauge de jardin ou sauge commune, est une
plante herbacée vivace appartenant a la famille des Lamiacées ou Labiacées, une grande famille
de plantes a distribution mondiale comprenant environ 200 genres, principalement aromatiques
et riches en HEs (Frohne ef al, 2009 ; Liang et al., 2020). Depuis I’Antiquité, la sauge est
connue sous le nom de « Salvation Plant », dérivé de ’ancien terme latin « salvarem », signifiant
sauver ou guérir (Jakovljevi et al., 2019). Elle est traditionnellement reconnue comme une
herbe culinaire dans les cultures occidentales, utilisée pour parfumer viandes, saucisses et
poissons. Cette plante est cultivée pour ses HEs contenues dans les feuilles et les tiges,
lesquelles sont exploitées dans les domaines cosmétique et pharmaceutique (Ghorbani et

Esmaecilizadeh, 2017 ; Sharma et al., 2019 ; Paje et al., 2022).

IIL.2. Description botanique

La sauge est une plante vivace a tige ligneuse a la base, formant un buisson dépassant
parfois 80 cm, rameaux vert-blanchatre (figure 20). Les feuilles sont opposées et simples avec
des poils blancs sur la face inférieure des feuilles et verdatres ou gris verdatre sur la face
supérieure (Jakovljevié¢ et al, 2019). Les feuilles de sauge sont dressées sur les bords ; elles
mesurent 1 & 4 cm de diametre, 4 a 10 cm de long et sont ovales (Altindal et Altindal, 2016).
Si on les frotte, elles dégagent I’odeur caractéristique de la plante. Les fleurs de couleur bleu-
violacée mesurent 2 a 4 mm de long a partir du pédicelle. Le fruit estun tétrakene lisse persistant
au fond du calice, de couleur brun foncé a noir, chaque akéne de forme globuleuse, a 2 mm de

diametre (Figurel.d) (khirddine, 2013 ; Joubert, 2019).

Figure 20 : a) La plante S. officinalis L. (Altindal et Altindal, 2016). b) Les feuilles de sauge
(Altindal et Altindal, 2016). c¢) Les fleurs de sauge (Joubert, 2019). d) Les graines de la
sauge (Botinreau, 2010).
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I11. 3. Habitat et répartition géographique

Il s’agit d’une plante annuelle originaire de la région méditerranéenne, qui pousse
spontanément a I’état sauvage dans diverses zones géographiques. Elle préfére les sols chauds
et calcaires. On la trouve dans les clairiéres, les foréts, les broussailles, les paturages, les
steppes, les plaines, les hauts plateaux ainsi que dans les montagnes jusqu’a 2500 metres
d’altitude. Sa répartition est trés étendue, particulierement dans les pays autour de la
Me¢éditerranée, notamment en Yougoslavie, Bulgarie, France, Italie, Espagne, Turquie, Maroc et

Grece, et elle est également présente en Amérique du Sud ainsi qu’en Asie du Sud (Inde) (Jedidi
et al., 2018).

I11.4. Systématiques de la sauge

La sauge officinale (S. officinalis L.), connue sous plusieurs noms vernaculaires tels que
Souagennebi, Houdbiques Essedr, Salma et Kheyat Djouhat, est une plante appartenant a la
famille des Lamiacées. Sa classification taxonomique, selon Lahrech K. (2010), est présentée

dans le tableau 06 :

Tableau 6: Classification de S. officinalis L. (Lahrech, 2010).

Rang taxonomique Classification
Régne Plantae (végétal)
Sous-Regne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Asteridae
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae
Genre Salvia
Espece Salvia officinalis L.

IIL.5. Composition chimique de S. officinalis L.
Les principaux composés phytochimiques présents dans les fleurs, les feuilles et la tige
de S. officinalis L. ont ét¢ clairement identifiés. Cette plante renferme une large variété de

constituants, parmi lesquels des alcaloides, des glucides, des acides gras, des dérivés
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glycosidiques, ainsi que des composés phénoliques tels que les acides phénoliques, les
coumarines, les flavonoides et les tanins. On y trouve également des polyacétylénes, des
stéroides, des terpénes et terpénoides (monoterpénoides, diterpénoides, triterpénoides,
sesquiterpénoides), ainsi que des cires. Par ailleurs, S. officinalis L. contient aussi des
saponines, des résines, des cestrogénes, de 1’asparagine, de la vitamine K, du fer et divers

composés organiques (Paje et al., 2022).

I11.5.1. Les composés phénoliques de S. officinalis L.

S. officinalis L. est riche en composés biologiquement actifs, principalement constitués
de composés phénoliques ou polyphénols. Ces composés regroupent une grande diversité de
molécules caractérisées par la présence d’un ou plusieurs cycles aromatiques portant un ou
plusieurs groupes hydroxyles. IIs incluent également des molécules comportant un seul cycle
phénolique, comme les acides phénoliques et les alcools phénoliques. Les polyphénols se
divisent en plusieurs classes selon le nombre de cycles phénoliques qu’ils contiennent ainsi que
les fonctions chimiques associées a ces cycles, notamment les acides phénoliques, les
flavonoides, les tanins, les stilbénes et les coumarines (El-feky et Aboulthana, 2016 ;

Ghorbani et Esmaeilizadeh, 2017 ; Paje et al., 2022).

I1L.5.2. L’huile essentielle de S. officinalis L.

Les HEs sont des substances odorantes, volatiles et huileuses, de nature hydrophobe,
totalement solubles dans les alcools, I’éther ainsi que dans les huiles végétales et minérales.
Lorsqu’elles sont pures et naturelles, elles ne contiennent aucun corps gras et sont composées
uniquement de molécules aromatiques volatiles. A température ambiante, elles sont liquides,
ont une consistance huileuse mais non grasse, une densité¢ inférieure a celle de 1’eau, sont
insolubles dans I’eau et sont rarement colorées. Il est important de les conserver a I’abri de I’air

et de la lumicre, car elles sont sensibles a I’oxydation et peuvent se détériorer (Lakhdar, 2015

; Bouchekri, 2018).

Les HEs peuvent étre stockées dans différents organes des plantes, notamment les
feuilles (comme celles de citronnelle, eucalyptus, laurier), et, bien que ce soit moins fréquent,
dans les fleurs, les écorces (par exemple le cannelier), les bois (bois de rose, santal), les racines

et rhizomes (curcuma, gingembre), les fruits (divers épices, anis, badiane) ainsi que les graines

(muscade) (Oussala et al., 2006 ; Paje et al., 2022).

La composition chimique des huiles essentielles est trés variable. Cette variation au sein

d’une méme espeéce dépend de plusieurs facteurs, tels que le climat, I’origine géographique, le
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mode de culture, la saison et les modalités de récolte, la partie de la plante utilisée, ainsi que le

matériel et les techniques d’extraction employés, entre autres (Duraffourd et Lapraz, 2002).

Parmi les innombrables substances présentes dans les huiles essentielles, on peut

compter les carbures saturés ; les alcools ; les phénols ; les aldéhydes ; les cétones ; les esters.

Selon Wolter (2007), les principaux constituants des HEs de S. officinalis L. et leurs

quantités sont présentés dans le tableau 7 ci-dessous :

Tableau 7. Les principaux constituants des huiles essentiels de S. officinalis L. et leurs
quantités (%) (Wolter, 2007).

Constituant Quantité (%) Constituant Quantité (%)
Hydrocarbures terpéniques Cétones
Myrcéne 0.32a3% Camphre 4.1227.5%
Limonéne Trace a 7.6% Alpha thujone 18.83%
Humuléne Trace a 18.9% B-thujone 4.46%
a-pinene 1.7a13.1% Ester
f3- pinéne 0.5a17.9% Acetate de bornyl 0.123.5%
B- caryophylléne 3.30% Alcools
Camphéne 1.1a210.3% Linalol Trace a 1.8%
p-cymene Trace a 1.1% Bornéol 0.726.2%
Autres Viridiflorol 02a9.9%
1,8-cinéole 0.7 2 20.8%

Selon Paje et al. (2022), plus de 120 composants ont ét¢ identifiés dans I’'HE extraite
des parties aériennes de S. officinalis L. Les principaux constituants de cette huile comprennent
le bornéol, le camphre, le caryophylléne, le cinéole, I’élémenes, ’humuléne, le I€déne, le pinéne
et la thuyone.

La structure des principaux terpenes et terpénoides isolés de S. officinalis L. est illustrée
a la figure 21. Les terpénes et leurs dérivés sont constitués d’unités isopréniques, c’est-a-dire

des unités pentacarbonées ramifiées. Dans cette catégorie de composés, seules les molécules de

faible poids moléculaire, contenant entre 10 et 20 atomes de carbone, sont présentes dans les
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huiles essentielles. En conséquence, elles peuvent pénétrer plus facilement dans la peau, ce qui

peut entrainer des réactions allergiques et des inflammations (Cazzola et Doublet, 2015).
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Figure 21: Structure des principaux terpeénes and terpenoides isolées de S.
officinalis L. (Ghorbani et Esmaeilizadeh, 2017).

I1I. 6. Principaux usages traditionnels de S. officinalis L.

La sauge officinale est riche en HEs, vu ses propriétés importantes, elle est I'une des plantes

les plus utilisées.

»  Usages pharmaceutiques
La sauge a été principalement utilisée par les anciens Egyptiens pour traiter l'infertilité,
et par la suite, elle a servi a soigner presque toutes sortes de maladies, y compris la peste
(Ghorbani et Esmaeilizadeh, 2017 ; Hassan et al., 2019). Elle a ét¢ employée pour traiter des
troubles digestifs et circulatoires, la bronchite, la toux, I'asthme, I'angine de poitrine, ainsi que
les inflammations de la bouche et de la gorge, la dépression et la transpiration excessive. Ses
capacités a améliorer la mémoire, a stimuler les sens et a retarder le déclin cognitif li¢ a ’age

ont également été rapportées (Lopresti, 2017).

»  Usages cosmétologiques
Les especes Salvia ont un grand intérét en cosmétologie, dont les extraits de S. officinalis

L. et S. lavandula sont largement introduits dans les produits de beauté et les parfums. La sauge
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est utilisée comme compresse ou infusion dans les préparations des masques de visage

(Radulescu et al., 2004).

»  Usages alimentaires

Les parties aériennes de I’arbuste S. officinalis L. sont largement utilisées comme épice
dans la cuisine méditerranéenne, que ce soit sous forme seche ou d’HE (Abu-Darwish et al.,
2013 ; Ghorbani et Esmaeilizadeh, 2017). La découverte des propriétés antioxydantes a

favoris¢ 1'usage accru des extraits de sauge officinale, reconnus pour leur forte activité

antioxydante (Paje et al., 2022).

II1.6. L’activité anti-oxydante de S. officinalis L.
Plusieurs recherches pharmacologiques ont prouvé I’activité antioxydante des extraits

de S. officinalis L. (Kozics et al., 2013; Hadjila, 2016; Jedidi et al, 2022).

L'antioxydant le plus efficace des constituants de S. officinalis L. sont le carnosol, I'acide
rosmarinique et l'acide carnosique, suivi de I'acide caféique, du rosmanol, du rosmadial. L'effet
d’antiradicalaire du carnosol est comparable a celui de l'a-tocophérol. Le piégeage du
superoxyde de I'acide rosmarinique est 15 a 20 fois supérieure que celui du trolox (Cuvelier et

al., 1996).

Plusieurs études ont démontré une bonne capacité¢ a piéger les radicaux libres. Par
exemple, une étude de 2018 arapporté des valeurs d’ICso de 10,47 pg/mL et 10,32 pg/mL pour
les tests DPPH et ABTS, respectivement, avec une activité également observée dans le test de
réduction du fer. Une autre étude portant sur différentes durées de distillation a révélé que
I’activit¢ antioxydante dépend du mode d’extraction, les huiles extraites pendant 2 a 3 heures

¢tant les plus actives dans plusieurs tests (Sivaraj et al., 2018).

Les résultats varient selon les protocoles, mais la tendance reste cohérente : ’'HE de
sauge officinale présente une activité antioxydante mesurable, souvent décrite comme un bon
piégeur de radicaux libres ou d’intensité¢ forte a moyenne selon la méthode utilisée. Une étude
récente a également montré une activit¢ DPPH élevée et une valeur FRAP supérieure a celle de
S. lavandulifolia dans le méme contexte. Les recherches biologiques restent principalement
précliniques : un modele protozoaire a révélé une restauration des enzymes antioxydantes et
une diminution de la peroxydation lipidique, tandis qu’un mod¢le in vivo chez le rat a suggéré
une augmentation des enzymes antioxydantes apres inhalation (Cioanca et al, 2015 ; Mar et

al,, 2019).
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II1.7. Autres activités biologiques de S. officinalis L.

Salvia officinalis L.

Les principales activités biologiques de cette plante sont résumées dans le tableau 8 suivant :

Tableau 8: Les principales activités biologiques de S. officinalis L.

¢thanolique de S. officinalis L. aux doses de
50, 100 et 200 mg/kg de poids corporel/orale
a été évaluée sur des rats Wistar immatures
ovariectomisés. Les résultats ont révélé une
augmentation significative du poids de
l'utérus des rats traités par ’extrait de sauge
par rapport aux rats témoins. De plus, S.
officinalis L. a montré différentes phases du
cycle de l'oestrus indiquant une activité
oestrogénique et ont considérablement
diminué les taux sériques de FSH et de LH.
L’extrait éthanolique de S. officinalis L.
pourrait é&tre utiles en tant que source
naturelle siire pour l'activité oestrogénique,
soutenant son utilisation traditionnelle pour
améliorer les symptomes post-
ménopausiques

L’activité L’effet Les références
Activité (Horiuchi et al,
antibactérienne, L’effet antibactérien de S. officinalis L. | 2007; Ghorbani et
antifongique et dépend du type de I’extrait utilisé. Les effets | Esmaeilizadeh,
antiparasitaire antimicrobiens de S. officinalis L. sont | 2017).
attribués aux terpenes et terpénoides
composants cette plante. 11 a été montré que
le camphre, la thuyone et le 1,8-cinéole ont
des propriétés antibactériennes contre
Aeromonas hydrophila, Aeromonas sobria,
B. megatherium,B. subtilis, B. cereus et
Klebsiella  oxytoca.75  Aussi, I’acide
oléanolique et l'acide wursolique, deux
triterpénoides de S. officinalis L., ont action
inhibitrice sur la croissance des bactéries
multirésistantes

Activité (Sabry et al, 2022).

oestrogénique L'activit¢ ~ oestrogénique  de  I'extrait

Activité anti-
tumorale

(Pedro et al., 2016).
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» L'activité  anti-tumorale de .
officinalis L. a été étudiée sur plusieurs
lignées cellulaires cancéreuses et sur des
modeles animaux de cancer. Il a été rapporté
que le thé des feuilles de sauge a empéché la
phase d'initiation de la carcinogenése du | (Garcia et al, 2016
cOlon ; E1 Hadri et al.,

» Les extraits de cette plante se sont | 2010 ;Russo et
révélés pro-apoptotiques et présentent des | al,2013).
effets cytotoxiques trés puissants. Ils
inhibent la croissance des lignées cellulaires
du cancer du sein (MCF-7), adénocarcinome
du col de l'utérus (HeLa), cancer colorectal
(HCT-116, HT29), carcinome laryngé (Hep-
2), carcinome  pulmonaire (A549),
mélanome  (A375, MIl4, A2058) et
carcinome épidermoide de la cavité buccale

Activité (Kianbakht, 2014;
hypoglycémiante Un essai randomisé en double aveugle sur Al-Mijalli et al,
une durée de deux mois, chez des patients 2022).

diabétiques présentant une hyperlipidémie, a
démontré une diminution de la
cholestérolémie, de la concentration sérique
en HDL, ceci avec un extrait de feuilles a la
dose de 500 mg trois fois par jour

Activité anti- (Hubbert et al,
inflammatoire L’activités anti-inflammatoire et antalgiques | 2006).

lors d’un essai randomisé en double aveugle,
a montré qu’un collutoire dosé a 15% en
extrait de S. officinalis L. a permis de
soulager les symptdomes de la pharyngite en
2 heures apres son administration, par
rapport a un placebo.

I11.8. Toxicité de S. officinalis L.

En général, aucun effet secondaire 1ié a I’utilisation de S. officinalis L. n’a été rapporté,
malgré son usage prolongé. L’emploi de la sauge est considéré comme trés sir ; toutefois, une
toxicité peut survenir en cas de consommation excessive, notamment en raison des fortes

concentrations de thuyone (Hamidpour et Shahlari, 2014). Une ingestion prolongée de fortes
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doses d’huile essentielle peut provoquer des convulsions de type épileptique. Cette activité
convulsivante est d’origine centrale, avec des manifestations apparaissant des une dose de 0,5
g/kg de poids corporel administrée par voie intrapéritonéale (IP). La toxicité est principalement
attribuée aux cétones monoterpéniques, telles que les thuyones et le camphre (Rombi et

Robert, 2015).
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Notre étude expérimentale a été réalisé au niveau du laboratoire de biochimie 01 et
microbiologie 03 a I'universit¢ Abdelhamid Ibn Badis Mostaganem facult¢ SNV site ex ITA et

au niveau du laboratoire de recherche et de traitement des produits apicoles et des plantes

meédicinales site ex INES

L’extraction a été réalisée au niveau du laboratoire biochimie 01 et 1’activité

antibactérienne au niveau du laboratoire de Microbiologie 03 facult¢ SNV

IV.1. Matériel végétal

A ftitre d’exemple des plantes les plus couramment utilisées contre les infections

vaginales chez les femmes du nord-ouest de I’Algérie (province de Mostaganem),

Toutes les parties aériennes de la sauge officinale (S. officinalis) (feuilles et tiges)
vendues dans un centre commercial du marché du centre-ville de Mostaganem ont servi de

référence pour I’achat de plantes médicinales a usage traditionnel dans la région.

Cette plante est récoltée de la commune de Sidi Lakhdar Mostaganem, située aux
coordonnées géographiques approximatives : latitude [N] 36.16187° etlongitude [E] 0.44316°.
Cette commune cotiere se trouve a environ 50 km du centre de Mostaganem. Selon les

fournisseurs, la récolte a eu lieu fin février 2026.

IV.2. Identification botanique

L'identification préliminaire de la sauge a été réalisée par reconnaissance visuelle

numérique via la plateforme collaborative Pl@ntNet (accessible sur https:/plantnet.org/). Les

caracteres morphologiques observés (feuilles, tiges) ont été confrontés a la base de données du

site pour confirmant l'identité de I'espéce et leur région.

IV.3. Les souches et les isolats utilisées
IV.3.1. Model de candidose vulvo-vaginale

Un isolat de C. albicans (figure 22) fournie par le laboratoire d'analyses médicales privé
du Dr CHAIBE-DRAA Ain-Tedeles, W Mostaganem, d’un exo-prélévement vaginal, isolé sur

milieu Sabouraud chloramphénicol, a ét¢ utilisée comme modele d’étude de candidose vulvo-
vaginale (CVV).
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Figure 22: Aspect macroscopique de C. albicans sur milieu (Sabouraud+ chloramphénicol).
IV.3.1. Modéles de microbiote vaginal normal
Deux modeles de microbiote vaginal normale chez la femme ont été étudiés.

A. Le premier était une souche de bactéries lactiques « S5 » (figure 23) d'origine
vaginale a été obtenue a partir des travaux de Mebarki et Henni (2024). Le prélévement a été
effectué¢ de maniére stérile par une sage-femme a l'aide d'un écouvillon stérile. La volontaire,
en age de procréer, n'avait aucun antécédent d'infection vaginale, n'utilisait aucune
contraception et ne présentait aucun symptome d'infection génitale. L'échantillon a été
immédiatement transporté au laboratoire de microbiologie n° 3 de 'universit¢ Abdelhamid Ibn
Badis de Mostaganem, ancien site de I'Institut de recherche agricole (ITA). La souche a été
isolée le 23 janvier 2024. Une souche de bactéries lactiques d'origine vaginale a été obtenue a
partir des travaux de Mebarki et Henni (2024). Le prélevement a été effectué de manicre stérile
par une sage-femme a l'aide d'un écouvillon stérile. La volontaire, en dge de procréer, n'avait
aucun antécédent d'infection vaginale, n'utilisait aucune contraception et ne présentait aucun
symptome d'infection génitale. L'échantillon a ét¢ immédiatement transporté au laboratoire de
microbiologie n°3 de l'universit¢ Abdelhamid Ibn Badis de Mostaganem, ancien site de

I'Institut de recherche agricole (ITA). La souche a ét¢ isolée le 23 janvier 2024.
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B. Le deuxiéme modé¢le est un échantillon commercial d'un mélange de bactéries
lactiques VGA-1, une formule combinée de souches de Lactobacillus GMNL (lactobacillus
rhamnossus 3 milliardiufc + lactobacillus acidophilus 3 milliard/ufc) et lactobacillus
plantarum 2 milliard /ufe, utilisé comme complément alimentaire pour maintenir le microbiote

vaginal (figure 24).

Figure 23: Aspect macroscopique de la souche commercial sur milieu MRS
IV.4. Agent antifongique de référence

Les activités antimicrobiennes des huiles essentielles ont ét¢ comparées a celles d’une

pommade antifongique commerciale, Mycocide (Saidal) (figure 25).

Cette formulation contient notamment de la Nystatine, un antifongique reconnu pour

son efficacité contre les levures du genre Candida.

La pommade a été préalablement diluée dans du Tween 80 afin d’assurer une meilleure

dispersion et diffusion dans le milieu gélosé.
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Figure 25: photo réelle de ’agent antifongique de référence Mycocide (Saidal).
IV.S. Confirmation des souches et des isolats

La confirmation des souches a été réalisée par une étude macroscopique et
microscopique.
L’examen macroscopique a consisté a observer les caractéristiques des colonies (forme, taille,

couleur, aspect et relief).

L’étude microscopique a été effectuée a I’état frais ainsi qu’apres coloration de Gram,
permettant de déterminer la morphologie cellulaire et la nature de la paroi bactérienne ainsi

qu’une coloration avec le bleu de méthyléne pour la levure.

Un test de catalase a également été réalis¢ afin de différencier les bactéries lactiques.

IV.6. Extraction et caractérisation de ’huile essentielle

1V.6.1. Méthode d’extraction de I’huile essentielle

L’extraction de I'HE de la plante S. officinalis a été¢ effectué par la méthode
d’hydrodistillation (figure 26).

Pour ce faire, une quantit¢ de 515.5 g de la matiere végétale séchée a été placé dans une
cuve remplie d’eau aux 2/3 de son volume. Puis I’ensemble a été chauffé jusqu’a I’ébullition
pendant 2 heures. La vapeur d’eau enrichie d’HE traverse un serpentin de refroidissement ou
aura lieu la condensation. Les gouttelettes produites s’accumulent dans un collecteur ce qui

entraine en raison de la différence de densité, I’apparition d’une phase huileuse riche en HE de

S. officinalis et une phase aqueuse formée a partir de I'eau issue de I'hydrodistillation
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Figure 26: Dispositif de ’hydrodistillation (Universit¢ de Mostaganem)

1V.6.2. Régles de conservation de I’huile essentielle

Lorsque les huiles essentielles sont volatiles et capable de perdre leur propriété, donc il
faut le gardée et conservée dans des flacons opaques bien scellés a une température basse (4

°C) (Chellouai et Hamza, 2022).

1V.6.3. Calcule de rendement d’extraction

Le rendement est défini en rapportant le rapport entre la masse de ’huile (MHE) et la

masse de la matiere végétale utilisée (MV), et ce, selon les normes AFNOR (2000) (équation
1) RHE (%) = (MHE /MV) x100

IV.6.4. Caractéristiques organoleptiques

e [aspect,
e La couleur,

e [’odeur.
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IV.7. Potentiel d’hydrogene (pH)

Le protocole le plus simple est : prendre un échantillon représentatif dans un récipient
propre, lier une bandelette a la plage adaptée ; si la valeur est inconnue, commencer par un

papier large plage puis affiner avec un papier a plage étroite (OMS, 2023).

IV.8. Détermination de I'activit¢ antiradicalaire du DPPH (2,2-diphényl-1-
picrylhydrazyle)

L'activit¢ antiradicalaire du DPPH a ét¢ déterminée selon la méthode décrite par Tong

et al. (2014) and Latifova et al. (2022) (figure 25).
A. Matériel

e Spectrophotometre UV-Visible (A =517 nm)
« Vortex
e Tubes a essai / microtubes

o Pipettes automatiques
B. Réactifs :

e DPPH (fraichement prépar¢)
e Me¢éthanol (ou éthanol analytique)
o Infusion (huile essentiel)

e Acide ascorbique (standard)
C. Préparation des solutions
Solution de DPPH

e Dissoudre le DPPH dans le méthanol
e Concentration typique : 0,1 mM (40 mg DPPH/IL ou 0.04mgDPPH/10ml)

e Conserver a I’obscurité (flacon ambré ou couver pour protéger de la lumicre)

Préparation du standard

Préparer une solution mere d’Acide ascorbique a 1 mg/mL concentration 100%

Une série de dilutions géométriques au facteur 2 a été effectuée a partir d’une solution

mere d’acide ascorbique a 1 mg/mL. Chaque dilution a ét¢ obtenue en mélangeant 1 mL de
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solution précédente avec 1 mL de solvant, permettant d’obtenir une gamme de concentrations

allant de 1 mg/mL a 0.0625 mg/mL.

DILUTION GEOMETRIQUE (DILUTION EN SERIE AU FACTEUR 2)

[ Principe : Transférer un volume fixe de la solution précédente dans le méme volume de diluant ]

pour obtenir une dilution au facteur 2 a chaque étape.

SOLUTION MERE

Acide ascorbique ' Eta pes:

1 mg/mL (100%)

1. Prélever 1 mL de la solution
mére et l'ajouter 3 1 mL de
solvant = Tube 1.

2. Mélanger homogénement.
3. Prélever 1 mL du Tube 1 et
+1mlL ‘ +1mlL +1mlL +1ml I'ajouter 3 1 mL de solvant -
solvant solvant solvant solvant
Tube 2.
4. Répéter le méme procédé
jusqu’au Tube 4.
5. On obtient ainsi une série de
1 mg/mL m Tube 2 Tube 3 Tube 4 dilutions au facteur 2.
oo Mowe) (rupe2] - (rubes]
| 0.5 mg/mL 0.25 mg/mL 0.125 mg/mL 0.0625 mg/mL
| (50%) (25%) ‘ (12.5%) (6.25%)
— N e——— — — S
Solution mére Tube 1 Tube 2 Tube 3 ‘ Tubed | [T ——
Concentration (mg/mL) 1 0.5 0.25 0.125 ‘ 0.0625 f 1 mL prélevé
| |
Concentration (%) 100 % 50 % 25% 125% ‘ 6.25% ‘ 4 1mLde solvant ajouté
[ Remarque : Le facteur de dilution ici est 2. A chaque étape, la concentration est divisée par 2. ]

Figure 27: Représentation schématique des étapes de la dilution géométrique

D. Préparation des tubes

Un millilitre de l'infusion a ét¢ ajouté a 1 mL d'une solution méthanolique de DPPH

fraichement préparée. Le mélange a été vortexé pendant 30 secondes
E. Incubation

e Incuber 30 minutes a température ambiante

e A I’obscurité totale
F. Mesure

e Mesurer ’absorbance a 517 nm contre le blanc

e Répéter au moins 3 fois (triplicat) pour fiabilité statistique
G. Calcul de P’activité antioxydante
1% = [(DO témoin — DO échantillon) / DO témoin] x 100

Avec :
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Témoin : DPPH + éthanol

Blanc : Infusion + éthanol

IV.9. Activité antimicrobienne par la méthode d’aromatogramme.

L’évaluation de l’activité antimicrobiennes in vitro a été réalisée par la méthode de
diffusion des disques sur milieu solide ou aromatogramme. Cette méthode repose sur le pouvoir
migratoire des huiles essentielles sur un milieu solide (Gélose Muller- Hinton) a I'intérieure
d’une boite de pétri qui consiste a déposer des disques de papier Wattman (6 mm de diametre)
imprégnés d’HE a la surface d’une gélose préalablement inoculée avec une suspension du
microorganisme a étudier pour déterminer la résistance ou la sensibilité vis-a-vis de cette huile

essentielle.

Les boites sont ensuite incubées pendant une période de temps appropriée et observées
pour la croissance microbienne. Si une huile exerce une activit¢ antimicrobienne, le micro -
organisme ne se développera pas dans la zone qui entoure le disque du papier filtre, cette zone

claire ou « zone d’inhibition » est mesurée ensuite et enregistrée en mm (Hussain ez al., 2010).
A. Matériel

o Boites de Pétri stériles

o Gélose Mueller-Hinton agar

o Disques de papier filtre stériles (6 mm, type Wattman)
o Pipettes stériles

e Suspension microbienne

« Echantillon (huile essentielle ou extrait)

B. Préparation de ’inoculum bactérien
e Prélever des colonies fraiches (18—24 h)
o Préparer une suspension dans solution saline stérile

e Ajuster la turbidit¢ a 0.5 McFarland

C. Ensemencement de la gélose
e Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne
« Etaler uniformément sur toute la surface de la gélose
o Réaliser un ensemencement en trois directions croisées

e Laisser sécher 5 a 10 minutes a température ambiante.
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D. Dépot des disques
e Placer les disques a la surface de la gélose inoculée
e Apres leur dépot sur la surface de la gélose, les disques imprégnés ne sont plus déplacés,
afin de préserver I'intégrité du gradient de diffusion et d’assurer la validit¢ de la mesure

des zones d’inhibition.

E. Préparation des disques
e Déposer un volume précis d’échantillon sur chaque disque

o Laisser sécher légerement si nécessaire

F. Incubation
e Incuber les boites 24 h a 37°C (température de corp humaine)
o Retourner les boites

I. Lecture des résultats
e Observer les zones claires autour des disques
e Mesurer le diametre de la zone d’inhibition (mm)

L’activité antimicrobienne a été évaluée par la méthode de diffusion sur disque, en

utilisant un milieu MRS adapté a la croissance des bactéries lactiques.

Les conditions d’incubation ont été¢ ajustées afin de répondre aux exigences

physiologiques de ces microorganismes (atmosphere anaérobie, temps : 24—48 h).

Une pommade antifongique commerciale (Mycocide) a été utilisée comme agent de
référence. Elle a été préalablement diluée dans du Tween 80 afin d’améliorer sa dispersion et

sa diffusion dans le milieu gélosé

IV.10. Justification des choix des diluants

Afin de solubiliser et de disperser efficacement l'huile essentielle dans le milieu de

culture tout en préservant la stabilité de la forme galénique, le Tween 80 a été sélectionné

comme agent tensioactif pour préserver la forme galénique de la pommade.

Concernant la dilution de I'huile essentielle, la viscosité élevée du Tween 80 modifie
les propriétés physico-chimiques du mélange et inhibe la dispersion de I'huile ; par conséquent,
le DMSO a ¢té utilisé pour la dilution afin d'assurer une répartition homogene de I'huile

essentielle au sein du milieu de culture.
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Chapitre V Reésultats et discussion

V.1. Identification de la plante

L'analyse comparative des caractéres morphologiques des feuilles et des tiges via
l'application Pl@ntNet a orienté l'identification vers le genre Salvia L'alignement numérique
avec la flore d'Afrique du Nord a validé une correspondance préférentielle pour I'espéce Salvia
officinalis L. (Sauge officinale), se positionnant en téte des suggestions taxonomiques devant
Salvia fruticosa Mill. (Sauge a trois lobes). L'authenticité¢ botanique du matériel d'étude a ainsi
¢té retenue sur la base de ces confirmations morpho-numériques et de la confrontation avec

I'écosysteme local (figure 28)

NOM COMMUN
Sauge officinale Salvia Lamiaceae

GENRE FAMILLE

Figure 28 : Interface de la plateforme Pl@ntNet confirmant l'identification botanique de
Salvia officinalis L.

V.2.Confirmation des souches

V.2.1. Etude macroscopique

L'observation macroscopique des échantillons des bactéries lactiques (souche S5 et

commerciale) réalisée sur milieu MRS a montré des colonies de différentes formes (figure 29
et 30).

Figure 29: Observation macroscopique des colonies de la souche commercial sur milieu
MRS.
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Figure 30 : Observation macroscopique des colonies de la souche S5 sur milieu MRS.

Selon Dasari et al. (2014), I’observation macroscopique des lactobacilles cultivés sur
milieu MRS agar a révélé des colonies de petite taille, de couleur blanchatre a beige, présentant

des variations morphologiques selon les souches.

En revanche, I'observation microscopique d'échantillons de levure Candida cultivés sur
milieu Sabouraud avec du chloramphénicol pour inhiber la croissance de nombreux organismes
et assurer la pureté de I'échantillon de levure a montré des tailles de colonies différentes malgré

le fait qu'elles aient les mémes caractéristiques générales, comme le montre la figure 31.

Figure 31: Observation macroscopique des colonies de la souche C. albicans sur milieu
Sabouraud

Notre étude macroscopique révele que les colonies de Candida sont lisses, d'un blanc
nacré et présentent des formes variées, allant du circulaire a l'ovale. Bien que leur forme

générale ne soit pas toujours circulaire, elles conservent des contours lisses et continus.

Dans le méme contexte, Pramayon. (2001), rapport que le genre Candida, rassemble
des levures non pigmentées fagonnant des colonies blanches crémeuses. Leur forme est variable

: globuleuse, ovoide, cylindrique ou allongée qui correspond a notre résultat.
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V.2.2. Etude microscopique

L'observation microscopique des échantillons des bactéries lactiques (souche S5 et
commerciale) aprés coloration de Gram (figure 32 et 33) a mis en évidence des cellules
immobiles, se présentant sous forme de bacilles ou de coccobacilles, toutes caractérisées par
une coloration de Gram positive. Ces résultats confirment que les souches étudiées
appartiennent bien au genre Lactobacillus qui correspond avec les études de Dasari et al

(2014).

4 RPER a0 TR N
REET i)

Figure 32: Observation microscopique des cellules de la souche commerciale
apres coloration de Gram.

Figure 34: Observation microscopique des cellules de la souche C. albicans.
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En revanche, I'examen microscopique de Candida apres coloration de Gram montre que
Candida apparait le plus souvent sous forme de levures ovales bourgeonnantes, ce qui est

cohérent avec nos résultats comme le montre la figure 34 (Pramayon, 2001).

V.3. Rendement d’extraction et caractérisation de I’huile essentielle

Apres extraction, nous avons obtenu environ 9 ml d'huile, soit un poids de 8,28 mg. Le

rendement en huile est donc estimé a Y% = 1,61 %.

En comparaison avec les données de la littérature, une étude d'El Euch et al. (2019) a

¢établi un taux d'extraction de 1,03 % (sur la base de la matiere séche).

Parallélement, une autre étude de Nazari et al. (2008) a obtenu un rendement de 1,09

%, tandis que la valeur la plus ¢élevée, comprise entre 2,25 % et 2,5 %, a été observée par
Boutebouhart ef al. (2019).

V.4. Caractérisation de ’huile essentielle

V.4.1. Caractéristiques organoleptiques

Aprées extraction, on obtient une huile limpide, jaunatre et fluide, de faible viscosité.

Son ardme est puissant, herbacé, 1égérement épicé et camphré.

La plupart des articles de recherche, tels que Baydar et al. (2009), Fellah et Romdhane
(2015) et Tundis et al (2020), indiquent que la couleur de l'huile varie du jaune au jaune
verdatre, en fonction de la composition chimique, du lieu d'origine, de la méthode d'extraction

et de la technique d'extraction.

Ces mémes articles indiquent également que l'huile de sauge est dominée par des
monoterpénes oxygénés tels que la thuyone, le camphre et le 1,8-cinéole, ce qui correspond

bien a son ardme épicé, herbacé et camphré.
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V4.2 .Potentiel d’hydrogene (pH)

L'utilisation de bandelettes indicatrices de pH a fourni une valeur apparente d’environ 6;
toutefois, cette mesure reste approximative, car le concept de pH s’applique rigoureusement

aux solutions aqueuses et n’est pas directement transposable aux huiles essentielles.

Figure 30: Détermination du pH de I'échantillon par bandelette indicatrice universelle.

La valeur apparente obtenue pour I’huile essentielle de sauge, proche de 6, est
légérement acide. Toutefois, cette lecture doit étre interprétée avec prudence, car le pH des
huiles essentielles n’est pas directement comparable aux résultats de la littérature fondés sur
des solutions aqueuses ; dans les milieux non aqueux, des méthodes pH-métriques spécifiques

ou la détermination de I’indice d’acidité sont généralement utilisées (Yaakov et Berezin, 2017).

V.4.3. L’activité antiradicalaire du DPPH

Les résultats du test DPPH présentés dans le tableau 9 et 10 et figure 36 et 37, indiquent
une corrélation nette entre la concentration et le pourcentage d'inhibition, reflétant une activité
antioxydante dose-dépendante. On observe que le pourcentage d'inhibition augmente
progressivement de 25,56 % a une concentration de 10 a 85,04 % a une concentration de 100,
démontrant ainsi l'efficacité¢ croissante de I'huile pour neutraliser les radicaux libres. Ce profil

confirme que le composé posséde un pouvoir réducteur important qui augmente avec la

concentration.
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Tableau 9: Activité de piégeage des radicaux libres DPPH (%) de I'huile essentielle a

différentes concentrations, en fonction de la dose.

10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

uo
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Figure 36: Courbe d'activité¢ de piégeage des radicaux libres DPPH en fonction de la dose (%)
de I'huile essentielle a différentes concentrations

Tableau 10: Activité¢ de piégeage des radicaux libres DPPH (%) de l'acide ascorbique a

différentes concentrations.

Concentration (%) 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

38,42 56,87 73,15 8648 9432 9587 96,75 97,41 98,03 98,67

120

100

80
60
40
20

0

Figure 31: Courbe d'activit¢ de piégeage des radicaux libres DPPH en fonction de la dose
(%) de 'acide ascorbique a différentes concentrations.
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Pour le calcul de I'ICso de I’huiles essentielle : On utilise les valeurs les plus proches de 50 %

d'inhibition :

e A une concentration de 30 % — Inhibition = 42,89 %

e A une concentration de 20 % — Inhibition = 51,82 %
Donc ICso de I’huiles essentielle <37.96 ul/mg

Et pour le calcul de I'ICso de I’acide ascorbique : On utilise les valeurs les plus proches de 50 %

d'inhibition :

e A une concentration de 10 % — Inhibition = 38,42 %

e A une concentration de 20 % — Inhibition = 56,87 %
Donc ICso de I’huiles essentielle ~16.28 ul/mg

L'activité antiradicalaire de l'acide ascorbique, évaluée par le test DPPH, augmente
progressivement avec la concentration. Le pourcentage d'inhibition passe de 38,42 % a une
concentration de 10 % a 98,67 % a une concentration de 100 %, traduisant une forte capacité
de piégeage des radicaux libres. Cette évolution met en évidence une relation dose-dépendante,
caractéristique d'un puissant antioxydant. Les valeurs élevées d'inhibition observées aux
concentrations supérieures a 50 % confirment l'efficacit¢ de l'acide ascorbique dans la

neutralisation des radicaux libres du DPPH.

Une étude a décrit l'huile de sauge comme possédant une capacité antioxydante
modérée, mesurée par le test DPPH (inhibition de 33,61 %), tandis qu'une autre étude a constaté
que les meilleurs échantillons d'huile, aprés 2 a 3 heures de distillation, présentaient une
capacité¢ de piégeage des radicaux libres plus importante. Ceci indique que la durée et les
conditions de stockage influent sur la qualité, la composition et les propriétés de I'huile (Miguel

et al., 2011 ; Asamenew et al., 2017).

L’infection s’accompagne de stress oxydatif et d’atteinte épithéliale : un modele murin
de candidose vaginale (CVV) montre que C. albicans augmente les niveaux de NOX2 et de
MDA, tout en inhibant les enzymes antioxydantes vaginales. Par ailleurs, un antioxydant

expérimental corrige partiellement ces anomalies et réduit I’apoptose (Chen et al., 2022).

Parallélement, une revue récente qualifie la CVV de maladie inflammatoire, ou la

réponse symptomatique est principalement liée a une réponse innée non productive, plutot qu’a

une simple élimination du champignon (Yano et al., 2012).

58



Chapitre V Reésultats et discussion

V.5. Activité antimicrobienne par la méthode d’aromatogramme

Pour mesurer l'efficacité de l'inhibition de la croissance bactérienne, le diamétre de la
zone d'inhibition a été mesuré en calculant le diameétre global puis en soustrayant le diametre

du disque (6 mm) pour obtenir les résultats présentés dans les tableaux et les figures suivantes.

Tableau 11: Activité antimicrobienne de l'huile essentielle contre 1’isolat S5 en (mm).

Concentration de Rl Moyenne +
I’huile essentielle Ecart-type
(mm)
100% 12.8 mm 12.7 mm 12.3 mm 12.6 £ 0.26
50% 7.3 mm 7.4 mm 7.2 mm 7.3+£0.10
25% 4.7 mm 4.6 mm 4.8 mm 4.7+0.10
12.5% 2.9 mm 3.2 mm 3.3 mm 3.13+0.21
14
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Figure 38: Un graphique a barres représentant l'activit¢ antimicrobienne de I'huile essentielle
contre I’isolat S5.
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Tableau 12: Activité antimicrobienne de l'huile essentielle contre la souche commerciale en

(mm)
Concentration de Rl Moyenne +
I’huile essentielle Ecart-type
(mm)
100% 10.2 mm 10.8 mm 10.3 mm 10.4 +0.32
50% 6.4 mm 6.2 mm 6.2 mm 6.2+0.11
25% 3.5 mm 3.6 mm 3.8 mm 3.6+ 0.15
12.5% 1.8 mm 1.6 mm 1.9 mm 1.7£0.15

Figure 32: Diamétres des zones d'inhibition (mm) obtenus lors de I'é¢tude de
l'activité antimicrobienne de I'huile essentielle

[
o N

100% 50% 25% 12,50%

o N B O

ER1 MR2 ER3 M moyenne

Figure 40:Un graphique a barres représentant l'activité¢ antimicrobienne de I'huile essentielle
contre la souche commerciale.
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Figure 41: Diameétres des zones d'inhibition (mm) obtenus lors de I'étude de l'activité
antimicrobienne de I'huile essentielle de sauge contre la souche commerciale. Avec CN :
control négative et disque de control de DMSO.

Les résultats de I’évaluation de I’activit¢ antimicrobienne de I’huile essentielle de S.
officinalis contre la souche d’intérét (S5) et la souche de référence commerciale sont présentés
dans les tableaux 10 et 11 et les figures 35, 36, 37 et 38. L’analyse comparative des diamétres
des zones d’inhibition montre une sensibilité différenciée notable entre les deux souches, tout

en conservant un profil d’inhibition strictement dose-dépendant pour chacune.

Globalement, I’isolat S5 s’est avérée nettement plus sensible a I’huile essentielle que la
souche commerciale, et ce,  toutes les concentrations testées. A I’état pur (100 %), ’huile
essentielle génére une zone d’inhibition importante de 12,60 + 0,26 mm chez la souche S5,
contre 10,43 + 0,32 mm pour la souche commerciale. Cette supériorité se maintient aux
dilutions les plus élevées : a 12,5 %, I’isolat S5 présente encore un diametre d’inhibition de
3,13 £ 0,21 mm, tandis que la souche commerciale voit son inhibition diminuer

significativement a 1,76 + 0,15 mm.

Royo et al. (2010) ont constaté que l'huile essentielle de sauge était inactive contre les
organismes testés sur des films de protéines de lactosérum, tandis que Cisarova ef al. (2018)
ont observé qu'elle était plus efficace contre les bactéries Gram-positives, avec une CMIS0 de
96,05 pg/mL contre S. aureus. Yazgan et al. (2020) et Benkherara ef al. (2015) ont ¢galement
montré que l'activité pouvait étre forte chez certains isolats, mais qu'elle dépendait de la souche
et de la méthode ; ils ont enregistré des zones d'inhibition de 17,25 et 19,00 mm chez certains

organismes, et supérieures a 34 mm chez d'autres.
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Au vu de ce qui précede, la faible activité antimicrobienne de I'huile peut étre attribuée
au fait que cet isolat posséde une capacité¢ de production de biofilm relativement importante, ce

qui lui confere une forme de résistance.

La résistance relative observée chez la souche commerciale, comparée a la souche locale
S5, pourrait s’expliquer par des différences structurelles au niveau de la membrane cellulaire
ou par des mécanismes de tolérance intrinséques propres aux souches de collection. A I’inverse,
la forte sensibilité 1’isolat sauvage S5 souligne I'intérét biotechnologique et thérapeutique de
cette huile essentielle, démontrant son efficacit¢ contre des isolats cliniques ou

environnementaux réels souvent a I’origine de problémes sanitaires.

Tableau 13: Activité antimicrobienne de l'huile essentielle contre Candida en (mm).

Concentration de R1 Moyenne + Ecart-
I’huile essentielle type (mm)

100% 1LIlmm 113 mm 114 mm 112+0.15

50% 6.5 mm 6.7 mm 6.3 mm 6.5+0.20

25% 3.8 mm 3.9 mm 3.8 mm 3.8+ 0.06

12.5% 2.1 mm 1.8 mm 1.9 mm 1.9+0.15
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Figure 42: Un graphique a barres représentant l'activit¢ antimicrobienne de I'huile essentielle
contre Candida

Figure 33: Diamétres des zones d'inhibition (mm) obtenus lors de I'étude de l'activité
antimicrobienne de l'huile essentielle de sauge contre Candida.

Les résultats présentés dans le tableau 12 et les figures 39 et 40 montrent l'activité
antimicrobienne de I'huile essentielle contre I’isolat fongique Candida. L'analyse des diamétres

des zones d'inhibition révele une forte activité antifongique, strictement dépendante de la dose.

L'effet maximal est observé a la concentration pure (100 %), avec un diamétre moyen
d'inhibition de 11,27+ 0,15mm. Cette activité diminue progressivement avec les dilutions : 6,50
+ 0,20 mm a 50 %, 3,83 + 0,06 mm a 25 %, et 1,93 £ 0,15 mm a 12,5 %, la concentration la

plus faible testée.

La diminution progressive de la zone de lyse avec la baisse de concentration confirme
que l'effet inhibiteur dépend directement de la quantité¢ de principes actifs volatils présents. La
faible variation entre les trois répétitions (R1, R2, R3), avec des écarts-types tres faibles, atteste
de l'excellente reproductibilit¢ des essais et de la fiabilit¢ de la méthode de diffusion en milieu
gélosé utilisée.
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Selon Sookto ef al (2013) et Agrawal et al (2021), I'huile de S. officinalis présente une
activité anti-candida, mais l'intensité de cette activité varie considérablement en fonction de la
souche, du schéma chimiotactique et de la méthode ; par exemple, une étude rapporte des zones
d'inhibition allant de 40,5 a 19,5 mm contre C. albicans, tandis qu'une autre étude n'a trouvé

que 2,80, 6,70 et 6,30 mm en fonction du temps d'incubation.

En comparaison, une valeur de 11,27 mg/ml a une concentration de 100 % se situe dans
la moyenne : son activit¢ n’est ni exceptionnellement forte, ni faible, et la diminution
progressive observée aux concentrations de 50 %, 25 % et 12,5 % est tout a fait cohérente avec
une activité dépendante de la concentration. D’autres études confirment ce résultat, montrant
que I’huile de sauge est efficace contre les levures a des concentrations minimales inhibitrices
(CMI) comprises entre 0,5 et 2,0 mg/ml ou entre 3,125 et 100 mg/ml, tout en restant souvent

moins efficace que d’autres huiles de Lamiacées comme I’origan ou le thym (Jirovetz et al
2007 ; Kedziae et Holderna-Kedzia., 2019 ; Karpinski., 2023).

Tableau 14:Activit¢ antimicrobienne de Mycocide contre I’isolat S5 en (mm).

Concentration de Rl Moyenne +
Mycocide Ecart-type
(mm)
100% 16.2 mm 16.6 mm 16.7 mm 16.5+0.26
50% 9.7 mm 9.8 mm 9.4 mm 9.6 +0.21
25% 7.8 mm 7.5 mm 7.9 mm 7.5+0.21
12.5% 5.3 mm 5.4 mm 5.5 mm 54+0.10

64



Chapitre V Reésultats et discussion

Figure 44: Diamétres des zones d'inhibition (mm) obtenus lors de I'étude de l'activité
antimicrobienne de Mycocide contre 1’isolat S5
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HR1 MR2 WR3 ™ moyenne
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Figure 34: Un graphique a barres représentant l'activité antimicrobienne de Mycocide contre
I’isolat S5

Tableau 15: Activité antimicrobienne de Mycocide contre la souche commerciale

Concentration de R1 Moyenne +
Mycocide Ecart-type
(mm)
100% 14.6 mm 14.4 mm 14.7 mm 14.5+0.15
50% 7.4 mm 7.2 mm 7.4 mm 73+£0.12
25% 5.3 mm 5.7 mm 5.9 mm 5.6+0.31
12.5% 4.1 mm 4.3 mm 4.5 mm 4.3+0.20
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Figure 46 : Un graphique a barres représentant l'activité antimicrobienne de Mycocide contre
la souche commerciale.

Les résultats montrent que le produit Mycocide exerce une activité antimicrobienne
significative contre I’isolat S5, avec une inhibition dépendant de la concentration. Une relation
dose-effet nette a été observée : plus la concentration de Mycocide augmente, plus le diamétre

de la zone d’inhibition est important.

La concentration pure (100 %) arévélé I’activité la plus élevée, avec un diametre moyen
d’inhibition de 16,5 £+ 0,26 mm, démontrant une forte sensibilité¢ de la souche S5 au produit. En
revanche, la diminution progressive des diametres a 50 %, 25 % et 12,5 % refléte une baisse

d’efficacité liée a la dilution du principe actif.

Les faibles valeurs des écarts-types (0,10-0,26 mm) indiquent une bonne
reproductibilité expérimentale et une faible variabilité entre les répétitions, confirmant ainsi la

fiabilité des résultats obtenus.

Dans le méme contexte, les résultats montrent une activité antimicrobienne claire de la

pommades Mycocide contre la souche commerciale, avec une réponse fortement dépendante

de la concentration.

A 100 %, le produit atteint une inhibition maximale de 14,5 + 0,15 mm, illustrant une
forte efficacité a pleine concentration. Le diamétre d’inhibition diminue progressivement avec

la dilution, passant a 7,3 0,12 mm a 50 %, 5,6 £0,31 mm a 25 %, puis 4,3 £0,20 mm a 12,5%.

Cette tendance confirme un effet dose-réponse classique, ou l’'intensit¢ de l’activité

antimicrobienne dépend directement de la concentration du composé actif.
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Les écarts-types restent globalement faibles (0.12—0.31 mm), ce qui indique une bonne
reproductibilité expérimentale et une homogénéité satisfaisante entre les répétitions. La légere
variabilité observée a 25 % pourrait étre liée a une diffusion plus hétérogéne du produit a faible

concentration dans le milieu gélosé.

Peu d'¢tudes scientifiques portent spécifiquement sur l'effet du traitement topique a base
de pommades Mycocide, mais plusieurs se sont intéressées a ses principes actifs : la nystatine,
un antifongique efficace contre les levures comme Candida, et la néomycine, un antibiotique

qui combat la prolifération bactérienne.

Une étude clinique de Bohbot, Sednaoui et Verriere (2014), ouverte sur la vaginite
infectieuse a montré que l'association nystatine-néomycine-polymyxine B a obtenu un succes
clinique de 97,8 % selon l'investigateur et de 95,7 % selon la patiente, avec un succes
microbiologique de 81,3 % ; une étude in vitro plus récente a également montré que la NPN
posséde une activité¢ bactéricide rapide contre les principales bactéries responsables de la

vaginose bactérienne et de la vaginite a¢robie (Feuillolay ez al., 2025).

En ce qui concerne les lactobacilles vaginaux, en revanche, les données tendent a
indiquer une résistance relative a la nystatine seule, une étude de Min (2010) a rapporté des
taux de sensibilité trés faibles des lactobacilles aux antifongiques testés, y compris la nystatine,

mais I’effet persiste.

Tableau 16: Activit¢ antimicrobienne de Mycocide contre Candidas

Concentration de Rl Moyenne
Mycocide :
+ Ecart-type
(mm)
100% 15.3 mm 15.3 mm 15.6 mm 154+0.17
50% 8.8 mm 8.7 mm 8.6 mm 8.7+0.10
25% 5.8 mm 5.5 mm 5.7 mm 5.6+0.15
12.5% 4.2 mm 4.1 mm 4.2 mm 4.1 +£0.06
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Figure 47: Un graphique a barres représentant l'activit¢ antimicrobienne de Mycocide contre
Candida.
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Figure 35: Les zone d’inhibition de Mycocide contre Candida selon la concentration de
produit.

Les résultats montrent que Mycocide posséde une activité antifongique nette contre
Candida, avec une inhibition clairement dépendante de la concentration. Le diametre des

zones d’inhibition diminue progressivement lorsque la concentration passe de 100 % a 12,5%.

A pleine concentration (100 %), Mycocide affiche I’activité la plus élevée avec un
diametre moyen de 15,4 + 0,17 mm, traduisant une forte sensibilit¢ de Candida au produit.
Cette activité reste significative a 50 % (8,7 0,10 mm), puis diminue fortement a 25 % et 12,5

%, reflétant une perte progressive d’efficacité li¢e a la dilution du principe actif.

Les faibles écarts-types (0,06-0,17 mm) témoignent d’une excellente reproductibilité
expérimentale et d’une homogénéité¢ des mesures entre répétitions, renfor¢ant ainsi la fiabilité
des résultats. La stabilit¢ des valeurs suggere également une diffusion réguliére du produit dans

le milieu de culture.

Une étude de Guaschino et al. (1986) menée sur 160 patientes enceintes atteintes

d'infections vaginales a levures a conclu que la nystatine était le « médicament le plus efficace
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in vitro », ce qui est cohérent avec l'efficacité apparente contre Candida observée dans notre

expérience.

En d'autres termes, un diamétre de 15,4 mm a 100 % correspond a une activité
antifongique réelle, mais ne peut pas étre directement traduit en « bonne » ou « mauvaise »

performance sans connaitre I'espéce exacte de Candida, la norme d'inoculation, le milieu et la

concentration de l'ingrédient actif
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Conclusion

Le vagin est considéré comme un écosystéme dynamique et équilibré, abritant une flore
microbienne dominée principalement par des bactéries lactiques, qui jouent un rdle essentiel
dans le maintien de ’homéostasie de ce milieu. Cet équilibre peut toutefois étre influencé par
divers facteurs, notamment les variations hormonales au cours de la vie reproductive de la
femme. Toute perturbation de cet équilibre favorise la prolifération de microorganismes
opportunistes, tels que certaines bactéries et levures, entrainant des infections génitales et un

déséquilibre du microbiote vaginal.

La candidose vaginale constitue I’'une des infections les plus fréquentes, en particulier
chez les femmes en age de procréer. Elle est généralement traitée par des antifongiques
topiques, souvent formulés en association avec d’autres agents antimicrobiens. La créme
Mycocide, par exemple, contient principalement la nystatine, un antifongique actif contre les

levures du genre Candida, ainsi que la néomycine, un antibiotique ciblant certaines bactéries.

Cependant, I'utilisation de ces traitements peut également perturber 1’équilibre de la
microflore vaginale. Dans ce contexte, 'intérét pour des alternatives d’origine naturelle,
notamment les extraits de plantes médicinales, ne cesse de croitre. Parmi celles-ci, Salvia
officinalis est traditionnellement utilisée pour ses propriétés biologiques, notamment grace a sa

richesse en huiles essentielles.

Le présent travail vise a évaluer in vitro ’activité antioxydante et antifongique de’huile
essentielle de S. officinalis vis-a-vis un isolat clinique de C. albicans et de bactéries lactiques
isolées chez des femmes en age de procréer, ainsi qu’a comparer ces effets a ceux d’un
¢chantillon commercial. L’étude examine également I’'impact potentiel de cette huile sur le
microbiote vaginal, notamment sa capacité a inhiber les microorganismes pathogénes tout en

limitant les effets sur les bactéries lactiques.

Apres extraction, I’huile essentielle obtenue a présenté un rendement de 1,61 % et une
activité antioxydante caractérisée par une ICsod’environ 37,96. L’huile a également montré une
activité antimicrobienne dose-dépendante. Elle a induit des zones d’inhibition de 12,60 + 0,26
mm contre I’isolat S5 et de 10,43 + 0,32 mm contre la souche commerciale a I’état pur (100

%). Vis-a-vis de Candida, les diamétres d’inhibition observés étaient de 11,27 +0,15 mm, 6,50
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+ 0,20 mm, 3,83 £ 0,06 mm et 1,93 + 0,15 mm aux concentrations respectives de 100 %, 50 %,
25 %et 12,5 %.

En comparaison, la créme antifongique commerciale Mycocide a présenté une activité
plus élevée a 100 %, avec un diamétre d’inhibition de 16,5 £ 0,26 mm contre I’isolat S5. Une
diminution progressive de I’activité a été observée aux concentrations de 50 %, 25 % et 12,5
%, respectivement 9,6 £ 0,21 mm, 7,5 + 0,21 mm et 5,4 + 0,10 mm pour S5. Contre la souche
commerciale, les valeurs étaient de 14,5 = 0,15 mm, 7,3 + 0,12 mm, 5,6 + 0,31 mm et 4,3 +
0,20 mm selon les mémes concentrations. Vis-a-vis de Candida, les diamétres d’inhibition

étaient de 15,4 £ 0,17 mm, 8,7 = 0,10 mm, 5,6 + 0,15 mm et 4,1 = 0,06 mm.

L’ensemble de ces résultats met en évidence le potentiel biologique des HEs de S.
officinalis en tant qu’agents naturels dotés d’une activité antioxydante et antifongique contre
des isolats de Candida impliqués dans la candidose vulvovaginale. Bien que la créme
antifongique commerciale présente une efficacité supérieure, I’HE montre une activité dose-

dépendante significative ainsi qu’un pouvoir antioxydant susceptible de contribuer a la

réduction du stress oxydatif et de I’inflammation locale.

Ces résultats suggérent que I’huile essentielle de sauge pourrait constituer une piste
intéressante comme agent naturel complémentaire dans la prise en charge des candidoses
vulvovaginales. Toutefois, des études complémentaires in vivo, ainsi que des évaluations
toxicologiques et pharmacologiques, sont nécessaires afin de confirmer son innocuité et son

efficacité clinique.
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Annexe

Composition des milieux liquides et solides utilisé.

MRS Bouillon (MRSB) (g/1)

Peptone de caséine .............cooiiiiiiiiiiiiiiiii 10g
Extrait de viande ... 8g
Extrait delevure ..o 4g
GIUCOSE . e 20g
Hydrogénophosphate dipotassique ......................... 2g
TWeen 80. ... lg
Hydrogénocitrate di-ammonium ........................... 2¢g
Acétate de sodium...........cooiiiiiiiiiii 5¢g
Sulfate de magnésium ...............cooeiiiiiiiiiin.. 0,2g
Sulfate de mangan€se .............cccoeviiiiiiiinninnn.. 0,04g
Eaudistillée ... 1000 ml
pH =6,5+0,1

MH Bouillon (g/1)

Extrait de viande............coooiiiiiiii i 3g

Hydrolysat acide de caséine................coooviiiieinnn... 17,5¢
AmIdOn. ....ooii e, 1,5g

Eaudistillée...........ooviiiiiiiii 1000 ml
pH=173

MRS Agar (MRSA) (g/l)

Peptone de caséine ............o.ooeiiiiiiiiiiiiiiiiie 10g
Extrait de viande............coooiiiiiiiiii e 8g

Extrait de levure..........cooiiiiiiiiii 4g
GIUCOSE . 20g
Hydrogénophosphate dipotassique ..............cccoevvennnn... 2g

TWeen 80.....ooi lg
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Hydrogénocitrate di-ammonium ...............cooeveveinennene. 2g

Acétate de sodium..........coovviiiiiiiiii S5g
Sulfate de magnésium .............ccovviiiiiiiiiiiiiia, 0,2g
Sulfate de mangan€se ............ccooviiiiiiiiiiiiiia., 0,04¢g
N .2 ) 20g
Eaudistillée. ... 1000 ml
pH =6,5%0,1

Sabouraud-chloramphénicol gélose (g/1)

Peptone ......ooooiiii 10g
GIUCOSE ...t 20g
A AT e I5g
Eaudistillée ..........cooiiiiiiiiiii 1000 ml
Chloramphénicol............cooooiiiiii i, 0,5g
pH=5,7+0,2
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