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Résumé

Actuellement les huiles essentielles commencent a avoir beaucoup d’intérét comme
sourcepotentielle de molécules naturelles bioactives. Elles font 1’objet d’étude pour leur
éventuelleutilisation comme alternative pour le traitement des maladies et bien que d’autres
propriétésbiologiques importantes. Le but de ce modeste travail est de déterminer
I'activitéantibactérienne des huiles essentielles (Salviaofficinalis.L) sur deux souches
bactériennespathogenes Staphylococcus aureus et Escherichia coli responsables  de
I’infection vaginale.

L’infection vaginale est le résultat d’un déséquilibre de la flore vaginale normale
caractérisé par un remplacement des lactobacilles par des bactéries pathogeénes.

L’activité antibactérienne des huiles essentielles de la sauge officinalis est réalisée par
la méthode de diffusion sur gélose (aromatogramme).

Plusieurs études effectuées ont montré que L huile essentielle de la sauge posséde une
forte activitéantibactériennevis-a-vis les souches bactériennes étudiées représentée avec des
diamétres d’inhibition différentspar rapport aux antibiotiques testées.et que le rendement
d’huile essentielle de la sauge se varie d’une région a une autre.

Ces résultats sontprometteurs et apportent une validation scientifique quant a I’usage
massif de cette espece.Ainsi ’effet des substances naturelles extraites des plantes médicinales
pourraient bienrivaliser celui des antibiotiques. L huile essentielle de Salvia officinalis s’est

avérée dotée depropriétés antibactériennes incontestables.

Les mots clés : Activité antibactérienne ,SalviaOfficinalis.L, les huiles essentielles, infection

vaginale , bactéries pathogenes.



Abstract

Currently, essential oils are starting to have a lot of interest as a potential source of
bioactive natural molecules. They are being studied for their possible use as an alternative in
the treatment of disease and other important biological properties. The aim of this modest
work is to determine the antibacterial activity of essential oils (Salvia officinalis.L) on two
bacterial strains pathogens Staphylococcus aureus and Escherichia coliresponsible for vaginal
infection.

Vaginal infection is the result of an imbalanceof the normal vaginal flora characterized
by replacement of lactobacilli by pathogenic bacteria.

The antibacterial activity of the essential oils of sage officinalis is achieved by the disk
diffusion (aromatogram) .

Many studies carried out have shown that the essential oil of sage has a strong
antibacterial activity with respect to the bacterial strains studied represented with different
diameters of inhibition compared to the antibiotics tested. And that the essential oil yield of
sage varies from region to region.

These results are promising and provide scientific validation for the massive use of this
species. So the effect of natural substances extracted from medicinal plants may well rival that
of antibiotics. Salvia officinalis essential oil has been shown to have indisputable antibacterial

properties.

Keywords:Pathogenic bacteria, vaginal infection, essential oil, Salvia officinalis.L,
antibacterial activity.
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Introduction

De nombreux microorganismes coexistent dans 1’organisme humain et constituent ce
qu’il est convenu de designer sous le terme de «Flore normale ou commensale». Ces
microorganismes appartenant a diverses espéces sont inoffensifs a 1’état normal et souvent

douées d’un effet positif. (Bergogne-Beérézin, 2009)

Parmi ces flores, la flore vaginale est particulierement importante par sa dimension,
sa diversité, son evolution et son réle. Le tractus génital constitue une partie complexe de
I’anatomie de la femme. Il est colonisé par un ensemble des microorganismes commensaux,
en particulier les Lactobacillus, qui forment un biofilm protecteur sur la mugueuse vaginale

empéchant ainsi la prolifération des germes pathogénes. (Dong-Hui Y et al ,2009)

Toutefois, en dépit du contrble exercé par ces bactéries de nombreux microorganismes
réussissent a s’y implanter et provoquer enfin des infections génitales (Hyman RW et al,
2005). Les infections génitales sont classeées en deux types selon la localisation du germe
causal ; les infections basses qui touchent la vulve, le vagin et le col de I'utérus, et les
infections hautes localisées au niveau des trompes et des ovaires (Pellati D, Mylonakis | et
al, 2008).

Le traitement des infections bactériennes est en général basée sur I’utilisation des
antibiotiques et la fréquence élevée des bactéries résistantes aux antibiotiques complique la
conduite thérapeutique de cette pathologie, et justifie d’une part d’une évaluation de
I’efficacité de ces médicaments et d’autre part la recherche de nouvelles molécules

antimicrobiennes. (Peyramaure Sandra L, 2008)

Depuis des milliers d'années, I'humanité a utilisé diverses plantes trouvées dans son

environnement, afin de traiter et soigner toutes sortes de maladies.

L’Algérie, de par sa gamme de climats trés variée et sa situation géographique,
possede un ensemble considérable d’espéces naturelles qui représentent un patrimoine
phytogénétique de trés grande importance vu leur mode de répartition spatiale et leur réle

dans 1’équilibre écologique (Adossides A, 2003).

La valorisation de ces ressources est devenue indispensable.



Introduction

A cet effet, et dans le cadre de la valorisation de la flore algérienne, on s’est intéressé
aux espéces de la famille des lamiacées . La plante sur laquelle a porté notre choix d’étude est
une espéce de la sauge (Salvia officinalis) sous le nom usuel « miramya» provenant de la

région de sidi bel abbés.

Dans ce contexte, 1’objectif de ce travail était de mettre en évidence I’activité
antibactérienne  de I’huile essentielle de Salvia officinalis. Vis-a-vis des bactéries

responsables de I’infection vaginale : Escherichia coli , Staphylococcus aureus .

Pour cela, notre travail a été organisé selon le plan suivant:
Dans une premiere partie « Etude bibliographique » portée sur :

-rappels sur 1’écosystéme vaginale et les infection génitales de la femme et sur les
bactéries responsables de ces infections (Escherichia coli , Staphylococcus aureus).

-étude de la plante d’intérét (Salvia officinalis).

-Généralité sur les huiles essentielles.
Dans une deuxieme partie :

-Protocole expérimental

-Une synthése portée sur 1’activité antimicrobienne de la sauge vis-a-vis des souches
bactériennes pathogénes (E. coli ,Staphylococcus aureus) responsables de I’infection

vaginale.
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Chapitre | :L’infection génitale de la femme

|.1.L’appareil génital féminin :
I.1.1.les organes génitaux :
L'appareil génital féminin est l'ensemble des organes chargés de la reproduction chez la
femme. Comporte trois parties :
> Les organes génitaux internes représentés par deux ovaires;
» Les voies génitales formées par la trompe utérine, 1’utérus et le vagin

> Les organes génitaux externes comprenant la vulve (Demondion et al,2003).

trompe
utérine

pavillon ———»

paroi utérine

ovaire as
muqueuse uterine

col de l'utérus

vagin

grande lévre petite lévre

vulve

-Figure 01 :L’appareil génital féminin en coupe frontale
(www.assistancescolaire.com)

1.1.1.1. les organes génitaux externes :
La vulve représente I’ensemble des organes génitaux féminins externes visibles.

Il s’agit d’un repli cutané érogéne recouvrant |’espace superficiel du périnée.
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La vulve comprend les éléments suivant:

» Lemontdu pubis.
Les grandes lévres .
Les petites levres .
Le clitoris .

Le vestibule du vagin .

vV V V V V

Le bulbe du vestibule.

»  Périnee : Cette région ne constitue pas une partie des organes génitaux externes
proprement dite. Il s’agit d’une zone anatomique, losangique, englobant la vulve et la
séparant de ’anus.

» Les glandes mammaires:Les glandes mammaire ou seins se développent au
moment de la puberté sous I’influence des hormones. Elles sont constituées d’un tissu
glandulaire (lobes et canaux galactophores) et d’un tissu adipeux. Il considérés comme

étant des organes génitaux externes (Tortora et Derrickson.B , 2008).

1.1.1.2.Les organes génitaux internes :
a/ Vagin :
Le vagin est une cavité musculo-membraneuse située entre la vessie et 1’uretére en avant,
et le rectum en arriere (KaminaP et al. 2003). Le vagin est un viscere pelvi-péritonéal, qui
compte 2 faces, antérieure et postérieure, 2 bords latéraux, et 2 extrémités, le fornix vaginal, cul-

de-sac annulaire au fond du vagin, et I’orifice vaginale.

b/ Utérus :

L’utérus est un organe musculaire creux, dont le role principal est d’étre 1’hdte de 1’ceuf
fécondé tout au long de son développement durant les 9 mois de gestation de la femme
(KaminaP et al. 2003).

¢/ Trompes utérines, ou trompes de Fallope :

Ce sont deux conduits musculo membraneux d’environ 12 cm de long composé de quatre
portions :

® Le pavillon, évasé hérissé de franges situé¢ au dessous de I’ovaire

e [’ampoule , dilatée fait suite au pavillon

e[ ’isthme , partie moyenne
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e Le segment intra-muralou partie intersticielle, située dans 1’épaisseur de la paroiutérine

.(Chantal Kohler ; 2011)

d/ Les ovaires :

Les ovaires sont des glandes en forme d'amande, situés de part et d'autre de l'utérus. lls
produisent les ovules et ont pour fonction la sécrétion des hormones sexuelles féminines telles
que les cestrogenes et la progestérone qui interviennent dans le développement des caracteres

sexuels secondaires, dans le cycle menstruel, dans la nidation de I’ceuf ainsi que dans le

développement du placenta ( Larousse médical) (Matthieu Lacroix,2016)

Trompe Cavité du corps
utérine de I'utérus

__//“_t‘\\‘\\

Myometre "\
(muscle lisse)

—

Endomeétre (péritoine)

{epithelium)

Canal cervical~j

de l'utérus
Cavité du col

de l'utérus
Vagin

Figure 02 : Vue latérale des organes féminins de reproduction dans le pelvis, et les

structures voisines (Waugh et al, 2007)

1.2. Infection génital feminin:

1.2.1. Ecosysteme vaginal:

D’un point de vue microbiologique, I'appareil génital féminine constitué de deux
secteurs trés distincts. Tout d’abord, on retrouve un secteur totalement stérile représenté par
I’endocol, la cavité utérine, la cavité tubaire située a 1’intérieur des trompes de Fallope et la
cavité péritonéale. A la jonction de ce premier secteur, on retrouve un second secteur constitué

de la vulve, du vagin et de I’exocol , qui est lui largement colonisé¢ par les flores commensales.

Ostium interne

.................. : 4 Ostium externe
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Ces deux secteurs sont donc séparés par le col de ’utérus qui peut-&tre considéré comme

un véritable « verrou microbiologique », empéchant les bactéries au niveau vaginal de remonter

dans I’utérus. La stérilité¢ du premier secteur est également maintenue grace a I’action mécanique

de la glaire cervicale qui s’écoule de I'utérus vers le vagin et constitue ainsi une barriére

infranchissable pour les bactéries vaginales (Denis F et al,2007)

utérus
|

‘ paroi cavité ¢
musculaire

trompe

oviﬂg AN
expulse %/ )
p L)

A \ 7/
\], 271R i
\ i

col de
['utérus

vagin

vulve

ouche interne ‘

de la paroi =
e

ndométre

pavillon de
la trompe

= Cavites steriles : péritonéale, tubaire, utérine, endocervicale

» Parties non steriles : exocol, vagin, vulve avec forte colonisation par la flore
vaginale commensale :

- Bacteries permanentes du groupe 1: flore de Doderlein
- Bacteéries transitoires du groupe 2: flore contaminante d'origine digestive
- Bacteéries transitoires du groupe 3 : flore contaminante oro-pharyngée

Figure 03 :Caractéristiques anatomo-bactériologiques de I’appareil génital féminin (Pilly,

2012)

La flore vaginale normale compte des bactéries tant aérobique qu’anaérobique, les

microorganismes de 1’espéce Lactobacillus occupant une place prédominante et constituante

plus de 95 % de toutes les bactéries présentes. On estime que les lactobacilles offrent une

défense contre I’infection, ce qui s’explique en partie par le fait qu’ils maintiennent un pH acide

dans le vagin et qu’ils assurent la présence de peroxyde d’hydrogéne au sein du milieu génital

(Spiegel CA et al,1980).

La flore vaginale normale ou flore de Ddderlein, est un milieu en constante évolution, qui

peut subir des modifications importantes physiologiques sous I’influence de nombreux facteurs

tels que : &ge, imprégnation hormonale , contraception ,activité sexuelle, conditions

hygiéniques.Présente deés les premiers jours de vie de la petite fille, elle reste pauvre jusqu’a la
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puberté ; puis les oestrogénes vont induire la sécrétion de glycogene, substrat favori des

lactobacilles qui s’y développent dés lors (LeBlanc , 2009).

Tableau I. Composition de la flore vaginale avant la puberté, pendant la grossesse
et apres la ménopause. (Lefévrej.c 2002)

Espece bactérienne Pourcentage de femmes positives
(UFC/ml)
Prépuberté® Grossesse™* Post-
ménopause™*®

Lactobacillus sp 11 (<10%) 92 (107) 49 (10%)
Staphylocoques 68 86 59
Corynébactéries 42 78 58
Streptocoques 42 59 74
o-hémolytiques
Gardnerella vaginalis 0 58 27
Bacilles anaérobies 89 (107) 90 (10%) 89 (10%)
a Gram neégatif . ) )
Peprtostrepfococcus sp 89 (109 92 (107 g8 (107
Mycoplasma hominis 0 23 0
Ureaplasma wurealyticum 20 82 13
* Hill GB.(8); ** Hillier 5L. (7, 10/

1.2.2.les types des infections de tractus genitale :

1.2.2.1.Les infections génitales basses (IGB):

Les infections génital basses sont des infections vulvo-vaginales, c¢’est-a —dire touchant la

vulve ou le vagin . Sont dues, soit a des pathogéenes spécifique exogénes contracte notamment

lors des rapporte sexuelles soit a la prolifération anormal d’une partie a la flore commensale du

vagin (Cérusites ,vulvites ,vaginites) (Gaillard et al, 1988).

Les infections génitales basses chez la femme sont représentées par :

1.2.2.1.1.Vaginites :

Une vaginite est un processus inflammatoire localisé au niveau de la cavité vaginale

(muqueuse). Il peut étre consécutif a la présence d’un ou plusieurs agents infectieux associés :

champignons, parasites, bactéries, virus ... Il est presque toujours associé a une irritation de la vulve ;

c’est pour quoi on parle généralement de = “’vulvo-vaginite’’

(Bedossa,2000)
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erpes virus canin @
vaginite vésiculeuse avec apparition de

pétéchies sur la muqueuse vaginale. Ces
vésicules disparaissent en quelques
Virus semaines et peuvent se transformer en
follicules lymphoides
Maladie de carré

Escherichio coli,
Streplocoques Béta hémolytiques

Bactéries Staphylocoques
Facteurs Pasteurello multocida

infectieux Proteus ssp
Pseudomonas ssp
Hoemophilus comés

Origine Mycosigque:

trés rare ot souvent
associée & une
immunodepression ou

& un diabéte sucré
Brucella canis

Figure 04 : les facteurs infectieux responsables de la vaginite
(http://www.vetrepro.fr/article-veterinaire-13-6-vaginites)

Mycoplasma et Ureaplasma ssp,

a. Vaginite parasitaire : Trichomonose :

La trichomonose est une infection sexuellement transmise affectant essentiellement le tractus
génital, dans les deux sexes (Dolivo et al, 1997).

Chez la femme La forme classique de la vulvo-vaginite aigiie a T. vaginalis (25 % des vulvo-
vaginites) associe des leucorrhées spumeuses, aérées, jaune vert, (parfois blanchatres) continuelles et
nauséabondes, un prurit vulvaire avec sensation de brdlure, des dyspareunies et parfois une cystite
(dysurie, pollakiurie, bralures mictionnelles). (Anofel ,2014)

L'examen direct doit étre effectué le plus rapidement possible dans de I'eau physiologique a
37°C ou sur platine chauffante. Cet examen permet de repérer les parasites mobiles, réfringents de
forme ovalaire ou arrondie. On peut également réaliser un frottis séché et fixé par alcool-éther puis
coloré au Giemsa (les parasites apparaissent avec un cytoplasme bleu et un noyau rouge).
(Anofel ,2014)


http://www.vetrepro.fr/article-veterinaire-13-6-vaginites
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Figure 05: Trichomonas vaginalis : Frottis vaginal en contraste de phase
(Anofel ,2014)

Figure 06: Trichomonas vaginalis obtenus en culture et colorés au
Giemsa(Anofel ,2014)

b.Vaginite mycosique (Candidose vulvo-vaginale) :

Ce sont des affections dues a des champignons du genre Candida, ces champignons sont
des levures produisant un pseudo ou un vrai mycélium portant des verticilles réguliers et des
blastopores (Belkaid et al,1992).C’est une infection mycosique caractérisée par un prurit
vulvaire et des leucorrhées blanchatres, caillebottées (Amouri 1 et al,2010).
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L’examen direct est une étape importante du diagnostic mycologique. A 1’état frais (une
goutte de sécrétion ou de suspension entre lame et lamelle) a 1’objectif 10 ou 40 on observe les
levures, généralement abondante facilement reconnaissables a leur forme ovoide, a leur
réfringence due a la paroi épaisse, bourgeonnantes ou parfois accompagnées de filaments
(Delcroix, 1994).

Figure 07 : Levures, levures bourgeonnantes et filaments mycéliens
visualisés au microscope a 1’état frais (DjamiliH ,2010)

c.Vaginite bactérienne :
Les vaginites bactériennes qui sont dues a des bactéries généralement d’origine exogéne,
mais parfois liées a la flore locale.se manifestent cliniqguement par des brdlures vulvo-vaginales

accompagnées de leucorrhées jaune verdatre plus ou moins purulent (Bergogne-Bérézin, 2007).

> Vaginites dues aux entérobactéries :les entérobactéries et plus
particulierement Escherichia coli et Proteus et aussi Enterobactercloacae.

> Vaginites dues aux cocci Gram positif :1l s’agit notamment des vaginites dues
aux Staphylocoques et aux Streptocoques (Agalactiae , Entérocoques ,des groupes B et D) .Ces
germes peuvent entrainer des ruptures prématurées des membranes, des accouchements

prématurés, des méningites et des septicémies néonatales (Avanont et Chitouc, 2012)

10
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1.2.2.1.2.Vaginoses Bactériennes :

La vaginose bactérienne est une des causes les plus fréquentes de leucorrhée chez la
femme en période d’activité génitale. Ne s’accompagnant pas en général de réaction
inflammatoire, elle est souvent négligée par la patiente car asymptomatique une fois sur deux.
Relevant d’une altération de 1’écosysteme vaginal, elle voit le remplacement de la flore normale,
ou dominent les lactobacilles, par d’autres especes bactériennes de cette flore qui se multiplient
anormalement. La cause de ce remplacement n’est pas connue a ce jour. Longtemps considérée
comme une affection dénuée de toute gravité, la vaginose peut pourtant, comme d’autres
infections génitales bactériennes, étre a 1’origine de complications impliquant le haut appareil
génital (endométrite, salpingite). Chez la femme enceinte, son rdle dans les risques de
chorioamniotite, d’infections intra-amniotiques et d’accouchements prématurés est établi. Elle
parait enfin étre associée a des risques accrus vis-a-vis de D’infection par le virus de
I’immunodéficience humaine, tant en matiére de susceptibilité que d’infectiosité.(Lefevre

j.,2002)

Tableau I1. Caractéristiques bactériologiques de 1’écosystéme vaginal chez la femme en
période d’activité génitale (Lefévre j.c,2002).

Ecosystéeme normal Vaginose bactérienne

107 bactéries/ml 10° bactéries/ml
anaérobies/aérobies = 2-5/1 anaérobies/aérobies = 100-1000/1
Lactobacillus sp prédominants Lactobacillus HO, (+) rares
G. vaginalis : G. vaginalis :

—chez 5-60 % des femmes —chez > 95 % des femmes
Mobiluncus sp Mobiluncus sp

—chez 0-5 % des femmes —chez > 50 % des femmes
M. hominis M. hominis

—chez 10-30 % des femmes —chez > 50 % des femmes

11
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1.2.2.1.3.Cervisites :

Les cervicites sont des inflammations du col de [’utérus, 1’exo-cervicite est
I’inflammation de la paroi externe du col alors que 1’endo cervicite est 1’inflammation de la paroi
interne(LeBlanc R-M, 2009)..L'infection est due a des germes variés : gonocoques (rapports
sexuels), streptocoques (accouchements, avortements), staphylocoques, entérocoques,
colibacilles etc., mais pouvant étre aussi d'origine traumatique, hormonale, ou caustique. Les
cervicites peuvent se compliquer d'infections touchant les éléments plus haut situés : endométrite
(infection de I'endomeétre), salpingite (infection d'une trompe), parfois méme pelvi-

péritonites.(Rossant-lumbroso.J et Rossant.L, 2016)

1.2.2.2.Les infections génitales hautes (IGH):

Les infections génitales hautes (IGH), ou « pelvicinflammatorydisease » en anglais, sont
définies par une infection du tractus génital féminin supérieur au-dela de 1’endocol, entrainant
une inflammation de I’endometre (endométrite), des trompes (salpingite), ces 2 atteintes pouvant
co-exister. Elles peuvent se compliquer d’abcés tuboovariens, de pelvipéritonites, et plus
rarement de péri-hépatite ou de manifestations systémiques graves (sepsis) (Verdon 2019).

Les IGH et leurs complications (abceés tubo-ovariens, péritonite...), sont caractérisées
microbiologiquement par la multiplicité des agents potentiellement impliqués qui dépendent des
circonstances de survenue. Dans un contexte d’infections sexuellement transmissibles (IST),
Neisseriagonorrhoeae (NG), Chlamydia trachomatis (CT), Mycoplasmagenitalium (MG)
dominent le tableau étiologique ; la vaginose bactérienne (VB) et I’infection a Trichomonas
vaginalis sont assez réguliérement associées. Dans les formes compliquées ou consécutives a un
accouchement, un avortement ou a un geste endo-utérin, les bactéries issues du portage vaginal
sont les causes principales. Il s’agit en particulier des Entérobactéries, des Streptocoques et
Staphylocoques, des bactéries Anaérobies voire Mycoplasmahominis (MH) et
Ureaplasmaurealyticum (UU).(Judlin et Thiebaugeorges, 2009).

1.2.3.Examen bacteriologique des prélevements génitaux chez la
femme :

1.2.3.1.prélévement :
Les prélevements génitaux chez la femme sont divers ,Deux sont couramment effectués :
- le préléevement vaginal qui permet de poser le diagnostic de mycose, vaginose

bactérienne et de rechercher les bactéries a risque d’infection materno-foetale et néonatale.

12
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- le prélévement de I’endocol qui permet de diagnostiquer deux bactéries fragiles N.
gonorrhoeae et C. trachomatis. Les techniques par biologie moléculaire permettent aujourd’hui

d'effectuer le diagnostic de ces deux especes fragiles pour la culture.(Archambaud .M et Clave

.D ;2008)

Tableau I11 : Les prélevements génitaux chez la femme(Archambaud .M et
Clave .D ; 2008)

Site Conteneur Transport Recherches
Vulve écouvillon < 2 heures | Levures,
température | staphyloceques, Streptocoques
ambiante
Vaginal écouvillon < 2 heures | BVHRI pendant grossesse
auto prélévement température Vaginose bactérienne
ambiante | - trachomatis et N. gonorrhoeae
(par PCR)
Vaginal 2 < 2 heures | 1 écouvillon : examen direct
Sous spéculum écouvillons | température | 1 geouvillon : culture
ambiante - Levures
- Trichomonas vaginalis
- Vaginose bactérienne
- Vaginite bactérienne
- BVHRI pendant grossesse
Endocol 2 écouvillons | < 2 heures
Aprés désinfection de Avec milieu | température | par culture
lexocol de transport | ambiante |4 ;oo villon coton : Al gonorrhoeae
1 écouvillon dacron : € trachomatis
Urefre 1 autre écouvillon : Mycoplasmes
Par PCR
N. gonorrhoeae et C. trachomatis
Sous coelioscopie Flacon < 2 heures
température

13
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Prélévements tubo- stérile ambiante
péritonéaux
Premier jet des urines Flacon < 2 heures | £ Trachomatis par PCR
stérile température
ambiante
Stérilet Flacon < 2 heures
stérile température
ambiante
Orifice glande de Ecouvillon = 2 heures
Bartholin température
ambiante
Ulcération génitale Ecouvillen < 2 heures | Ecouvillon : Levures, Streptocoques
Grattage T"~"“'l|3"i_r':”‘-‘""'~ Grattage :
avec ambiorte Syphilis : Trepomema pallidum
vaccinestyle Autres :
Haemophilus ducreyi
¢. Trachomatis : L6V
Donovanose

Herpes : H5V-1 et H5V-2

1.2.3.2. Identification :

> Examen direct :

-Etat Frais : polynucléaires PN et cellules épithéliales CE

» Aspect inflammatoire : tres nombreux PN, rares CE

» Aspect non inflammatoire : nombreuses CE, méme si nombreux PN

-Coloration de Gram : Présence de levures et Aspect de la flore bactérienne (Score de

Nugent qui permet de faire le diagnostic de vaginose avec disparition des Lactobacilles,

prolifération de plusieurs especes bactériennes)

-Immunofluorescence : recherche d’antigéne C. trachomatis

-Fond noir : Treponema pallidum morphologie hélicoidale et mouvement de rotation

caractéristique sur serosité fraichement prélevée (Archambaud .M et Clave .D ; 2008)

14
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Tableau 1V : les germes responsables des I’infections génitales

(Archambaud.M et Clave.D, 2008).

Germes considérés toujours comme pathogénes

Type d'infections
ITs

Meisseria gonorrhoeae
Chlamydia trachomatis

Endocervicite
Complications :
Endométrite, Salpingite, Pelvipéritonite

Trichomonas vaginalis

Infection vaginale

Germes a potentialité pathogéne

Type dinfections

Flore de voisinage digestive et cutanée -Groupe IT

Anaérobies : plusieurs espéces
Streptocoques du groupe B (S.agalactiae)
Entérocoques

Corynebacterium spp.

Staphylocoques d coagulase négative
Gardnerella vaginalis

Mobiluncus spp.

Mycoplasma hominis, genitalium
Ureaplasma urealyticum

Entérobactéries : Escherichra coli, ...

Endométrite :

Circonstances cliniques a risque
Port d'un stérilet, investigation
endoutérine pestpartum, postabortum

Salpingite

Candida
Flore oropharyngée -Groupe ITT

Streptocoques

Haemophilus

Germes de portage Type dinfections

BHVRI
Streptococcus agalactiae ++++ Infections maternofoetales et
Escherichia coli néonatales
Staphylococcus aureus Situation & risque : rupture prématurée
Streptococcus preumonide de la poche des eaux, menace
Streptococcus pyogenes d'accouchement prématuré
Haemaphilus spp

15
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1.2.4.Prise en charge thérapeutique:
1.2.4.1.Antibiothérapie :

La prescription d'un antibiotique doit aboutir a l'efficacité thérapeutique. Pour cela, une
antibiothérapie correcte repose sur la connaissance a la fois des données bactériologiques du
germe responsable de l'infection, de la pharmacocinétique de I'antibiotique prescrit et de la prise
en compte du terrain(Belouni.R,2015).

Le choix d'un traitement dépend du site prouvé de l'infection (haute ou basse), des
complications éventuelles et de la nature du germe . L'antibiotique peut éradiquer une bactérie,
mais bien sdr il ne peut pas réparer les lésions anatomiques sous- jacentes, dans certains cas, une

intervention chirurgicale s'impose. (Pechere et Girard, 1991).

1.2.5. Les bactéries en cause :

1.2.5.1 Staphylococcus aureus :
» Généralités :

Les staphylocoques sont des bactéries sphériques, qui se divisent sur plusieurs plans pour
former des amas réguliers ou irréguliers en grappe de raisin, d’ou leur nom (en grestaphylos), ils
sont immobiles et cultivent sur des milieux contenant 5% de Na Cl et pour certain jusqu'a 10 et
méme 15%. Ils sont aérobies ou anaérobies facultatifs.

Les staphylocoques sont des germes ubiquistes largement distribués dans I'environnement
naturel de I'homme, mais ils le sont plus fréquemment et en plus forte densité sur les surfaces
cutano — muqueuses des mammiferes.

Il existe une certaine relation entre les espéces de staphylocoques et I'héte qui le héberge.

S.epidermidisest I'espece la plus fréquente et la plus abondante sur les surfaces cutanées
de I'homme. S.aureusest l'espéce prédominante chez I'hnomme et autres mammiféeres, | cavité
nasale de I'hnomme est sa niche préférentielle (Leclerc et al, 1995)

Les Staphylocoques se multiplient trés bien en 24 heurs sur la plus part des milieux
usuels : la température optimale de croissance est 37°C (culture entre 12 et 46°C), pH optimale
estde7,2a74.

Sur gélose nutritives : on obtient des colonies arrondies, bombées, luisante, opaque a
contours nets (Pillet et al, 1983). Se sont des bactéries duis élaborent un pigment caroténoide
qui donne aux colonies une coloration jaune ou orange d’intensité trés variable selon les souches

(Barbier,2008).
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Figure 08: staphylococcus

aureus(https://www.pourlascience.fr/sd/biologie/lestaphylocoque-

» Classification :
Réne : bactéria
Division : Firmicutes
Classe : Bacilli
Ordre : Bacillaless
Famille : Micrococcaceae
Genre : staphylococcus

Espece : staphylococcus aureus (Pillet et al, 1983).

> Habitat :
Cette bactérie et tres répandue chez I’homme et dans de nombreuses espéces animales,
chez ’homme environ un tiers des sujets sont des porteurs sains qui hébergent la bactérie au
niveau des mugqueuses (principalement les fausses nasales) et des zones cutanées humides

(périnée, aisselles) (Nauciel et Vildé, 2005).

» Caractéres culturaux
Les Staphylocoques sont des Cocci a Gram positif, de 0,8 a 1 pum de diamétre,
immobiles,aérobie anaérobie facultatif, disposés en amas, en diplocoques, en courtes chainettes,

voire engrappes typiques (Avril et al, 1992).
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C’est I’une des bactéries non productrices de spores laplus résistante, et elle peut survivre
longtemps sur des objets inanimés et secs. Elle résisteaussi relativement bien a la chaleur, ¢’est
la raison pour laquelle il est difficile de sedébarrasser de cette bactérie une fois qu’elle s’est
introduite dans 1’environnement del’homme (Schaechter et al, 1999).

Les Staphylocoques sont des germes peu exigeants et peuvent étre isoles en bouillon
ousur milieux solides simples tels que géloses ordinaires ou géloses au sang. Staphylococcus
aureus pousse bien sur tous les milieux usuels, son optimum de culture est de 37°C.(Denis et al,
2007).

Le milieu de Chapman est particulierement utilisé, il ne laisse croitre au bout de 24 a 48
heures que les staphylocoques, germes halophiles qui tolérent des concentrations élevées de
NaCl jusqu’a 7,5% ( qui inhibe pour cette raison, la plupart des autres germes), ce milieu sélectif
rendu différentiel par I'addition de Mannitol a 1% et d'un indicateur d'acidité, le rouge de phenol,
permet a la fois d'isoler le staphylocoque a partir d'un prélevement contenant un melange de

germes et nous oriente vers un S. aureus ou un S. epidermidis(Couture.B,1990).

> Le pouvoir pathogene :
Les pouvoirs pathogénes de S. aureus se présentent par des aspects multiples :
Virulence majeure (exotoxines+++, facteurs d’adhésion)
- Infections cutanéo-muqueuses (impétigo, furoncle, dermo-hypodermite)
- Pleuro-pneumonies (nécrose++ Toxi-infections alimentaires
- Choc toxémique
- Infections sur corps étrangers (pace-Maker, prothéses articulaires ou valvulaires,

cathéters vasculaires (Barbier, 2008).

1.2.5.2.Escherichia Coli :
» Généralités

Les membres du genre Escherichia sont constituants presque universels de la flore
intestinale humaine et des animaux a sang chaud (Michael et John, 2007). Le genre Escherichia
comprend plusieurs especes, dont seul E.coli(colibacille) est potentiellement pathogene pour
I’homme. Escherichia coli est I'espéce bactérienne qui a été la plus étudiée par les
fondamentalistes pour des travaux de physiologie et de génétique.(Avril et al, 2000).1l
représente 1’espéce dominante de la flore intestinale aérobie, ou il participe a la barriere

intestinale en arrétant la croissance d’especes bactériennes nuisibles.
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La colonisation du tube digestif commence des les premiéres heures apres la naissance et
le rythme de division d’E.colilui permet de garder pendant toute la vie de I’individu sa place

dominante dans la flore. (Carip, 2008).

Figure 09 : Escherichia coli

(https://www.pourquoidocteur.fr/Articles/Question-d-actu/21642-Escherichia-coli)

» Classification :
Réne : Bacteria
Embranchement : Prteobacteria
Classe : Gamma Prteobacteria
Ordre : Enterobacteriales
Famille : Enterobacteriaceae

Genre : Escherichia (Sezonov, 2008).

> Habitat :
E. coli fait partie de la flore digestive de I’homme et des animaux. C’est 1’espéce
prédominante de la flore fécale humaine aéro-anaérobie. Sa présence dans 1’eau est un indice de

contamination fécale (Danielle, 2012).

» Caractéres culturaux :
Les E.colise développent rapidement in vitro sur des milieux ordinaires a une
température de 37°C mais la culture est possible entre 20°C et 40°C.. lls sont aéro-anaerobie

facultatif.
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Leur temps de division varie entre 20 a 40 minutes. Le PH optimum est de
7,5.(Cheikh, 2010). Sur gélose simple, les colonies atteignant 2-3 mm sont
rondes, lisses, brillantes, a bord bien délimitées ou réguliers dans le cas des
colonies lisses ou smooths mais il existe aussi des formes rugueuses qui
présentent un contour irrégulier, une surface rugueuse. (Le Minor et Veron,
1989).

> Pouvoir pathogene :

Les colibacilles, hotes normaux de I’intestin, ne provoquent normalement
pas de maladie.

Cependant ils possedent un potentiel pathogéne qu’ils expriment dans certaines
circonstances(Pathogenes opportunistes).

Certaines souches de colibacilles ont un pouvoir entéropathogéne
intrinséque paracquisition de génes de pathogénicité (Anonyme, 2003).

Escherichia coli peuvent aussi produire des pili (protéines de surfaces) qui
leur permettentd’adhérer aux cellules de I’hote (Favet, 2014).

Escherichia  coli  qui vit dans Dintestin  sans  cause
d’infection mais qui peut devenirpathogéne s’il se trouve dans le
systeme urinaire  normalement  stérile et ainsi  provogue  une

infection urinaire. (Bordet et al, 2006).
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Chapitre 11 : Géneralité sur Salvia officinalis

I1.1. Description morphologique :
La famille des Lamiacées (labiées) comprend pres de 200 genres et 4000 especes dont

la plupart ont une importance économique due a leur production d’huiles essentielles.Un trés
grandnombre de genres de la famille des Lamiaceaes sont des sources riches en terpénoides,

flavonoides et iridio des glycosylés (kabouche , 2005).

Figure 10 : la sauge Salvia officinalis.L
(https://static.aujardin.info/cache/th/img9/salvia-officinalis-)

Tableau V : description morphologique de la sauge (Taleb,2015) (Belkamel et al, 2019)

Les différents parties Description morphologique Les photos

La tige Atteint 80cm de haut

Les feuilles Elles sont opposées, pétiolées a la base,
de 3a 10 cm de long sur 3 cm de large.
Elles sont de couleur vert grisatre
d’aspect velouté, les bords du limbe sont
leégerement crénelés.

Les fleurs Elles sont de couleur bleu violacé, sont
groupées par 3 a 5 en petites grappes
verticillées. La corolle tubuleuse munie a
sa base d’un anneau de poils bilabiée, la
levre supérieure est presque droite.

Les fruits Elles sont des tétrakenes sphériques, de
couleur brun foncé a noir
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11.2. Classification taxonomique :

A\

Reégne : Plantae

Sous régne : Tracheobionta

Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Sous classe : Asteridae

Ordre : lamiales

Famille : lamiaceae

Genre : salvia

Espéce : Salvia officinalis L. (Demet. A, Nuket, 2016).

vV V V V V V V V

11.3. Répartition géographique :

Cette plante vivace est originaire des régions méditerranéennes orientales. Elle
préféere les terrains chauds et calcaires. Elle croit de maniere spontanée et en culture de long
de tout le bassin méditerranéen, depuis I’Espagne jusqu’a la Turquie, et dans le nord de

I’ Afrique. Cette plante est assez commune en Algérie (Baba, 2000).
I1.4. Nomenclature :

Noms Communs : Herbe sacrée, thé de Grece, herbe sage .
Nom scientifique : Salvia Officinalis

Nom vernaculaire :Salmiya,Miramya

Nom francais : Sauge

Nom anglais : Garden sage (Ghourri et al., 2013 ;Azzi, 2013).

AN NI NEEN

I1.5.1a partie utilisée :

La sauge dégage une forte odeur balsamique (Gilly, 2005). Les parties utilisées sont les
sommités fleuries et les feuilles qui doivent étre récoltées avant la floraison. Elles fournissent
une huile volatile jaune péle, contenant un huitiéme de camphre et un hydrolat tres odorant
(Aouadhi, 2010).
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11.6.Les principaux constituants chimiques de Salvia officinalis :

a/ Huile essentielle :

Chimiquement ’huile essentielle de la sauge est un mélange complexe surtout riche en
thyones avec une teneur comprise entre 35-50% (mélange de (-) — alpha thyone et de (+) —
alpha thyon, la forme — alpha étant dominante le plus souvent) ; présence également de 1.8-
cinéol ,bornéol, camphre, caryophylléne, acétate de linalyl et d’autres terpenes
(Teuscher,2005).

Les groupes de principes actifs a effet thérapeutique sont présentés dans le tableau

suivant :

Tableau VI : Composition de 1’huile essentielle de Salvia officinalis (Wolter,2007)

hydrocarbures terpéniques Cétones

Myrcene 0,3a3% | Camphre 4,1a275%
Limonene trace a 7,6% |a-thujone 1,5a44.2%
Humulene trace a 18.9% | P-thujone 1a36,7%
a-pinene 1.7a13.1% Ester
P-pinene 0.5a17.9% |Acetate de bornyl 0.12a3.5%
Camphene 1.1a10.3% Alcools
P-caryophylléne | trace a 9.4% | Linalol trace a 1.8%
p-cymene trace a 1,1% | Borneéol 0,726,2%
Viridiflorol 02a9.9%
Autres
1,8- cineole 0,7a20,8%
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b/Autres constituants :
Plusieurs autres constituants chimiques composent la sauge a savoir : les flavonoides

(1-3% ), des triterpenes (acide oléanique et ursolique ), des diterpénes de type abiétane
(carnosol, rosmanol ) et des acides phénols (acide rosmarinique). (Carlier, 2005).

11.7.Les propriétés pharmacologiques de la plante:

11.7.1.Activité hypoglycémiante :

Une étude a évalué ’effet de 1’extrait méthanolique de Salvia officinalis sur un
modéle murin d’obésité, état inflammatoire et insulino-résistance. Les souris ont été traitées
pendant cing semaines avec 100 mg ou 400 mg/kg par jour d’extrait de sauge, ou de 3 mg/kg/j
de rosiglitazone (antidiabétique oral, appartenant a la famille des thiazolidinediones), utilisé
comme témoin positif. Enfin, une derniere partie des souris a recu une solution contrdle
composée d’eau a 10 ml/kg/j. Au bout de 14 jours de traitement, la glycémie et la
concentration plasmatique sérique, trente minutes post-prandiale, ont significativement
diminué dans le groupe des souris traitées par les extraits de sauge et dans le groupe témoin
positif par rapport au groupe de souris traitées avec la solution controle. 1l semblerait que la
sauge sensibilise les tissus a 1’insuline. (Ben Khedher ,2018).

Les meilleurs résultats ont été obtenus avec le plus faible dosage de 100 mg/kg/j Sur
des patients diabétiques type 2, 150 mg, trois fois par jour, d’extrait de sauge sous forme de
comprimé, permet une diminution significative de la glycémie postprandiale par rapport a un
placebo. Ces résultats sont obtenus a partir de la douziéme semaine de traitement.
(Behradmanesh, 2013).

11.7.2. Activité ostrogénique :

Une étude a été menée sur un groupe de patientes ménopausées depuis au moins douze
mois et présentant au moins cing bouffées de chaleur par jour. Pendant huit semaines, elles
ont pris un comprimé de feuilles fraiches de feuilles de Salvia officinalis. Dés la premiere
semaine de traitement, le nombre moyen de bouffées de chaleur a diminué avec une

amélioration au fil du temps. (Bommer, 2011).
11.7.3. Activité anti-tumorale :

L’huile essentielle de Salvia officinalis inhibe la mutagenése induite par les UV chez
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Escherichia coli et Saccharomyces cerevisiae. (Vukovié-Gaci¢, 2006).L extrait
méthanolique, contenant principalement des acides phénoliques, présente une activité
protectrice contre le stress oxydatif et la génotoxicité induit par le cyclophosphamide chez le
rat. (Ersilia, 2018).

11.7.4. Activité anti-inflammatoire et antalgique :

Un essai randomisé en double aveugle, a montré qu'un collutoire dosé a 15% en
extrait fluide de Salvia officinalis permet de soulager les symptémes de la pharyngite en 2
heures apres son administration, par rapport a un placebo. Il ne présente que tres peu d’effets
indésirables, sécheresse du pharynx et moyennes sensations de brdlures. (Hubbert, 2006).

En usage local, différents extraits ont été testés afin d’évaluer les mémes propriétés. Il
semble que I’extrait chloroformique soit le plus efficace pour diminuer un cedéme sur des
modeles murins. Le composé principal de cet extrait est 1’acide ursolique, testé seul, ce
principe actif présente une activité anti-inflammatoire deux fois plus forte que I'indométacine,
un AINS utilisé comme référence dans cette étude .(Baricevic, 2001).

Des souris traitées par un extrait hydro-alcoolique de feuilles de Salvia officinalis, ont
¢été exposées a différents agents chimiques afin d’induire une réaction inflammatoire. L’extrait
hydroalcoolique de Salvia officinalis, a des posologies comprises entre 10 et 30 mg/kg par
voie orale, permet de réduire significativement les phénomeénes de nociception induit par le
glutamate. L'cedéme a été réduit quelque soit la dose utilisée per os, entre 3 et 100 mg/kg.
Seule la dose de 100 mg/kg a permis de contrbler les réponses au cinnamaldehyde et a la
capsaicine. L’extrait de sauge aurait donc une action inhibitrice ou au moins modulatrice de
’activation des nocicepteurs au glutamate.

Le taux de leucocytes a été¢ augmenté avec de 1’acide acétique et un cedéme des pattes

a été induit par du glutamate, de cinnamaldéhyde et de la capsaicine (Rodrigues,2012).

11.7.5. Activité antimicrobienne :

Une ¢étude portant sur Dactivité antibactérienne des HE de onze épices
turques dont 1’origan, a été test¢é sur 17 bactéries pathogénes dont Escherichia
aerogenes , Escherichia coli, Klebsiellapneumoniae, staphylococcus typhinirium,
staphylococcus aureus, pseudomonasaeruginosa et P.fluorescens , ceci par la
méthode de diffusion sur disque en papier .L’activité antibactérienne des HE de six

épices parmi les onze a été testée a quatre concentrations différentes(0.2,0.4,1,2%).

25



Partie | : Synthése bibliographique

Les différents résultats ont montré que toutes les préparations présentaient une activité
antibactérienne contre au moins une bactérie, et qu’en général , les huiles testées aux
concentrations de 1 et 2% étaient les plus efficaces, surtout celles de la marjolaine, du thym,

de la sauge et de 1’origan (Ozkan et al, 2003).

11.7.6. Activité antiparasitaire :

L’huile essentielle de sauge en fumigation présente une activité sur le troisiéme stade
larvaire de Spodopteralittoralis. Cette activité pourrait étre due aux monoterpénes présents
dans I’huile, qui inhibent l'acétylcholinestérase, enzyme trés importante dans le systéme
nerveux central de ces insectes(Ben Kheder, 2017).

11.7.7. Fonctions cognitives :

Dans un essai en double aveugle contre un placebo, ’extrait de Salvia officinalis
permet une amélioration des fonctions cognitives avec une diminution de 1’agitation chez des
patients présentant une maladie d’Alzheimer d’intensité moyenne. L’étude a été réalisee avec

60 gouttes par jour d’extrait alcoolique sur une période de 4 mois(Akhondzadeh, 2003).

11.8. toxicité :

Certains auteurs se basent sur la composition des huiles essentielles en termes de
toxicités relatives des familles biochimiques auxquelles appartiennent leurs constituants. On
peut citer ’exemple de 1‘huile essentielle de Salvia officinalis qui contient jusqu'a 50 % de
thuyone. Dans la littérature, il a été rapporté que I’utilisation prolongée des huiles a thyones,
est neurotoxique et que l'exces de thuyone peut provoquer des convulsions (Bruneton, 1999 ;
Iserin, 2001).

11.9.réglementation :

La vente au détail et la dispensation de I’huile essentielle, de ses dilutions et
préparations sont réservees aux pharmaciens, en raison des risques préecédemment .En juillet
2010, I’Agence européenne du médicament, a estimé, au vu du rapport défavorable bénéfice-

risques de I’huile essentielle, qu’elle ne pouvait pas proposer de monographie communautaire

Un médicament a base de plantes, composé de poudre de feuilles, d’un extrait hydro-
alcoolique de titre alcoolique supérieur a 30% ou d’une teinture de sauge, doit présenter dans

son dossier “abrégé” d’AMM, une étude toxicologique allégée.
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La feuille visant a étre utilisée en tisane, son extrait aqueux et ses extraits hydro-
alcooliques a titre alcoolique inférieur a 30%, ne nécessitent pas cette étude. De plus, le

dossier doit comprendre une teneur limite en principe actif (Bruneton, 2016).
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Chapitre III : Les huiles essentielles
I11-1. Définition :

Selon les standards 1ISO et AFNOR, d'octobre 1987, une huile essentielle est : « un produit
obtenu a partir d'une matiére premiere végétale, aprés séparation de la phase aqueuse par
précedés physiques ; soit par entrainement de la vapeur d'eau, soit par des procédés
mécaniques de I'épicarpe des citrus, soit par distillation seche».

Ce sont des substances de consistance huileuse mais sans corps gras, plus ou moins
fluides, voire résinoides, tres odorantes, volatiles, souvent colorées (Joulaut, 2012).

Les huiles essentielles, appelées aussi essences, sont des mélanges de substances
aromatique produites par de nombreuses plantes et présentes sous forme de minuscules
gouttelettes dans les feuilles, la peau des fruits, la résine, les branches, les bois. Elles sont
présentes en petites quantités par rapport a la masse du végétal : elles sont odorantes et tres
volatiles, c'est-a-dire qu'elles s'évaporent rapidement dans laire (Bekhichi et
Abdelouahid,2010).

I11-2.Répartition et localisation :

Selon Lawrence (1995) les huiles essentielles existent chez 17 500 espéces végétales.
Les genres riches en huile essentielle sont répartis dans un nombre limité de familles a haute
teneur en matieres odorantes tels que (les Myrtaceae, les Lauraceae, les Rutaceae, les
Lamiaceae, les Asteraceae, les Apiaceae, les Cupressaceae, les Poaceae, les Zingiberaceae,
Piperaceae, etc...) (Lograda, 2010).

Les essences peuvent étre localises au niveau des :
v' Cellules sécrétrices (Lauracées, Magnoliacées, Pipéracées). Elles peuvent étre de deux
types :

-Cellules épidermiques comme celles des pétales de rose, de violettes ou de muguet.
-Cellules sécreétrices internes retrouvées au niveau du parenchyme corticale, du libere et du
Bois.

v’ Organes sécréteurs :
-Poches sécrétrices : (Myrtacées)
-Poils excréteurs : (Labiées, Oléacées, Géraniacées)

-Canaux secréteurs : (Coniferes, Ombelliferes) (Duval, 2012).

28



Partie [ : Synthese bibliographique

Selon les espéces, les organes sécréteurs d’essence peuvent se trouver dans les fleurs
(Oranger, Rose, Lavande), les feuilles (Citronnelle, Eucalyptus, Laurier noble), les
écorces(Cannelier), les bois (Bois de rose, Camphrier, Santal), les racines (Veétiver), les
rhizomes(Curcuma, Gingembre), séve (encens, myrte), bourgeons (pin), les fruits (Anis,
Badiane), les graines (Muscade).Si tous les organes d’une méme espeéce peuvent renfermer
une HE,la composition de cette derniere (qualitative et quantitative) peut varier selon sa

localisation dans la plante (DA Saliva, 2010).

111-3.Classification :

La composition d’une huile essentielle (HE) est souvent trés complexe. La plupart du
temps, une HE comporte un ou deux composants majoritaires qui vont jouer un role central
dans ses propriétés thérapeutiques. D’une facon générale, les constituants appartiennent
principalement a deux types chimiques.

D’un c6té, on retrouve les composés terpéniques (hydrocarbures) : monoterpenes(C10),
sesquiterpenes (C15), diterpénes (C20), triterpénes (C30). Ce sont les molécules les plus
fréguemment rencontrés dans les HE. Exemples : alcools, esters, aldéhydes, cétones,
éthersoxydes mono- et sesquiterpéniques.

L’autre groupe correspond aux composés aromatiques dérivés du phénylpropane.
Exemples : Acide et aldéhyde cinnamiques, eugéniol, anéthole...

Les HE sont classées usuellement selon la nature chimique de leurs principes actifs
majoritaires, plus rarement selon leur mode d'extraction, ou leurs effets biologiques

(pharmaceutique/cosmétologique ou phytosanitaire).(Couic,2013).

I11-4.Activité biologique des H.Es :

Les plantes aromatiques possedent plusieurs activités biologiques, parmi lesquelles on
peut citer les activités Fongicide, Insecticide, Herbicide, Bactéricide, ...etc.

Les huiles essentielles sont connues pour étre douées de propriétés antiseptiques et
antimicrobiennes. Beaucoup d'entre elles, ont des propriétés antitoxiques, antivenimeuses,
antivirales, anti-oxydantes, et antiparasitaires. Plus réecemment, on leur reconnait également

des propriétés anticancéreuses .
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L'activité biologique d'une huile essentielle est & mettre en relation avec sa
composition chimique et les possibles effets synergiques entre ses composants. Sa valeur tient

a l'intégralité de ses constituants et non seulement a ses composes majoritaires.(Lahlou,2004).

I11-5.Les différentes méthodes d’extraction :
I11-5-1. - Extraction par hydrodistillation :

Il s'agit de la méthode la plus simple et de ce faite-la plus anciennement utilisée. Le
matériel végétal est immergé directement dans un alambic rempli d'eau placé sur une source
de chaleur. Le tout est ensuite porté a ébullition. Les vapeurs hétérogénes sont condensées
dans un réfrigérant et I'huile essentielle se sépare de I'hydrolat par simple différence de
densité. L'huile essentielle étant plus Iégere que I'eau (sauf quelques rares exceptions), elle

surnage au-dessus de I'hydrolat.(Piochon,2008).
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Figure 11 :montage d'extraction par Hydrodistillation

(https://www. Fdorossinet.blogspot.comFextraction-separation-et-identification).

111-5-2. Extraction par entrainement a la vapeur d'eau :

A la différence de I’hydrodistillation, cette technique ne met pas en contact direct I’eau
et la matiére végétale a traiter. De la vapeur d’cau fournie par une chaudiére traverse la
matiere végétale située au-dessus d’une grille. La vapeur endommage la structure des cellules
vegétales et libere ainsi les molécules volatiles pour former un mélange « eau + huile
essentielle ».

Le mélange est ensuite véhiculé vers le condenseur et I’essencier avant d’étre séparé

en une phase aqueuse et une phase organique " I’huile essentielle”". L’absence de contact
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direct entre 1’eau et la maticre végétale, puis entre I’eau et les molécules aromatiques évite
certains phénoménes d’hydrolyse ou de dégradation pouvant nuire a la qualit¢ de

I’huile.(Lucchesi,2005).

Vapeur deau chargée Eau chaude
d husde essentele
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Figure 12 : montage d'extraction par entrainement a la vapeur d'eau.
(https://www.google.com/url?sa=i&url=http-les-differentes-techniques-d-extraction-des-
huiles-essentielles.html&psig=A0OvVaw2sxkjDPvyjwzAe94)

111-5-3. Hydrodiffusion :
Elle consiste a pulvériser de la vapeur d'eau a travers la masse végétale, du haut vers le

bas. Ainsi le flux de vapeur traversant la biomasse végétale est descendant contrairement aux
techniques classiques de distillation dont le flux de vapeur est ascendant. L'avantage de cette
technique est traduit par lI'amélioration qualitative et quantitative de [I'huile récoltée,

I'économie de temps, de vapeur et d'énergie. (Bassereau,2007).
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Figure 13 : montage d'extraction par hydrodiffusion
(https://www.google.com/url?sa=i&url=https%3A%2F%2Fdocplayer.fr%2F108187877-
Projet-de-fin-d-etudes.html&psig=AOvVaw?2)

regulation de condenseurs

La vapeur
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111-5-4. Expression a froid :
Cette technique sans chauffage est réservée a l'extraction des zestes des agrumes. Le

principe est mécanique. 1l est fondé sur la rupture des péricarpes, réservoirs d'essences
olfactives, en passant les agrumes sur des récipients dont les parois sont recouvertes de pics
en métal. L'essence est libérée par un courant d'eau, puis décantée. La présence de l'eau peut
entrainer des phénomeénes d'hydrolyse, de contamination par des pesticides résiduels ou des
micro-organismes. Une nouvelle technique physique basée sur l'ouverture des sacs oléiféres
par éclatement sous l'effet soit d'une dépression, soit par abrasion de I'écorce fraiche,
éliminerait l'eau et diminuerait les effets d'oxydation des composés de ces

essences.(Pierron,2014).

Figure 14 : presse hydraulique pour la méthode d’expression a froid
(https://www.les-differents-procedes-d-extraction-d-une-huile-essentielle%2F6-extraction-

par-expression-a-froid)

I11-5-5. Extraction par solvants :

La technique d’extraction par solvant, consiste a placer dans un extracteur un solvant
volatil et la matiere végeétale a traiter. Grace a des lavages successifs, le solvant va se charger
en molécules aromatiques, avant d’étre envoyé au concentrateur pour y étre distillé & pression
atmosphérique. Le produit ainsi obtenu est appelé « concréte ». Cette concréte pourra étre par
la suite brassée avec de I’alcool absolu, filtrée et glacée pour en extraire les cires végétales.
Aprés une derniere concentration, on obtient une « absolue ».

- Les rendements sont généralement plus importants par rapport a la distillation.
- L’intervention de solvants organiques qui peut entrainer des risques d’artéfacts et des

possibilités de contamination de I’échantillon par des impuretés parfois difficile a éliminer.
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- Le choix du solvant : le méthanol, 1’éthanol, 1’éther de pétrole ou encore le dichlorométhane.

- Cette technique d’extraction a été récemment combinée aux micro-ondes et aux ultra-
sons.(Benouali,2016).
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Figure 15 : les différents types d’extraction par solvants volatils.
(https://www.univ usto.dz%2Ffaculte%2Ffac-
chimie%2Fimages%2FCHAPITRE_I_separation_et_analyses_des_biomolecules.pdf&psig)

111-5-6. Extraction par les corps gras :

La méthode d'extraction par les corps gras est utilisée en fleurage dans le traitement
des parties fragiles de plantes telles que les fleurs, qui sont tres sensibles a I'action de la
température. Elle met a profit la liposoluble des composants odorants des végétaux dans les
corps gras. Le principe consiste & mettre les fleurs en contact d'un corps gras pour le saturer
en essence vegetale. Le produit obtenu est une pommade florale qui est ensuite épuisée par un
solvant qu'on élimine sous pression réduite. Dans cette technique, on peut distinguer
I'enfleurage ou la saturation se faite par diffusion a la température ambiante des ardbmes vers

le corps gras et la digestion qui se pratique a chaud, par immersion des organes veégétaux dans
le corps gras. (Lawrence,1995).
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Figure 16:Extraction par les corps gras
(https://www.google.com/url?sa=i&url=http.les-differentes-techniques-d-extraction-des-
huilesessentielles.html&psig=AOvVawlgh4kONNHmMBempTXSptCsG&ust=159950435680)

111-5-7. Extraction par micro-ondes :

Le procedé d'extraction par micro-ondes appelée Solvent Free Microwaves Extraction
ou SFME consiste a extraire I'huile essentielle a l'aide d'un rayonnement micro-ondes
d'énergie constante et d'une s€équence de mise sous vide. L’extraction sans solvant assistée par
micro-ondes a été concue pour des applications en laboratoire pour 1’extraction d’huiles
essentielles de plantes aromatiques. Cette technologie est une combinaison de chauffage
micro-ondes et d’une distillation a la pression atmosphérique. Basée sur un principe
relativement simple, cette méthode consiste a placer le matériel végétal dans un reacteur
micro-ondes, sans ajout de solvant organique ou d’eau. Le chauffage de I’eau contenue dans
la plante, permet la rupture des glandes renfermant 1’huile essentielle. Cette étape libere
I’huile essentielle qui est ensuite entrainée par la vapeur d’eau produite par le végétal. Un
syst¢tme de refroidissement a I’extérieur du four micro-ondes permet la condensation du
distillat, composé d’eau et d’huile essentielle, par la suite facilement séparable par simple
décantation. D’un point de vue qualitatif et quantitatif, le procédé SFME semble étre plus
compétitif et économique que les méthodes classiques telles que 1’hydrodistillation ou

I’entrainement a la vapeur. (Lucchesi,2004).
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Figure 17 : Extraction assisté par micro-ondes.
(https://iwww.google.com/url?sa=i&url=http%3A%2F%2Ftpe-huile-essentielle.e-
monsite.com%2Fpages%2Fi-les-differents-procedes-d-extraction-d-une-huile-
essentielle%2F1-extraction-par-micro-ondes.html&psig=AOvVaw1PgOx-RSscMOPXz)

I11-6.Conservation des huiles essentielles

Les huiles essentielles de bonne qualité peuvent se conserver plusieurs années sous
certaines conditions, jusque cing ans pour les H.E.C.T par exemple. Seules les essences de

Citrus se gardent un peu moins longtemps (trois ans).

Les huiles essentielles sont volatiles, il ne faut donc pas oublier de bien fermer les
flacons. Il est préférable de les conserver dans un flacon en aluminium ou en verre teinté
(brun, vert, ou bleu) et de les garder a I’abri de la lumiére & une température ambiante jusque
vingt degrés (Raynaud.j,2016).

I11-7. La filiere des huiles essentielles en Algérie :

L’Institut National de la Recherche Agronomique d’Algérie, ‘INRAA’ dans son
rapport national sur 1’état des ressources phylogénétiques pour 1’alimentation et 1'agriculture
en 2006, signale plus de 626 especes, sous espéces et variétés médicinales(Rapport
NationalINRAA, 2006).Selon le méme rapport sur les 1600 especes spontanées utiles et
cultivées, I’ Algérie n’en utilise que 1 %.

Concrétement, la premiére grande action concernant les plantes médicinales fut la

création en 1941 du comité de contréle de la production, de la répartition et de la vente des
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plantes médicinales et aromatiques en Algérie (Rapport IUCN, 2003). L’un des objectifs
majeur de ce comité était de combler I’importante pénurie de drogues officielles et limiter
ainsi les importations. En 1942, un répertoire de plantes aromatiques et médicinales a été
publié. Dans cet ouvrage, 98 especes vegétales sont décrites (nom latin, nom vernaculaire,
odeur, saveur et usages)(Fourment, Roques & Comité de Contrdle de la Production de la
Répartition et de la Vente des Plantes Médicinales et Aromatiques d’Algérie, Alger,
1942).Selon le rapport de 1’Union Internationale pour la Conservation de la Nature, ‘UICN’ et
de 1I’Agence Nationale pour la Conservation de la Nature, ‘ANN’ sur le Programme de la
Biodiversité en Afrique du Nord (Rapport Phase I1IUCN, 2003),les chances de réussite d’une
industrie de fabrication de médicaments a partir de plantes en Algérie existent et ceci grace a
I’abondance des plantes médicinales, a la diversité climatique, a 1’existence d’une main
d’ceuvre et a ’expérience dans les domaines agronomique et artisanal.

Depuis 2003, la politique agricole de I’ Algérie encourage la culture et la valorisation
des plantes médicinales et aromatiques par la mise en ccuvre de projets de développement
rural. En effet dans la phase Il du programme sur la Biodiversité en Afrique du
Nord(Rapport Phase IHHIUCN, 2003),des projets pilotes pour la culture de plantes
médicinales ont été mis en place dans trois fermes dirigées par des femmes. Chaque
bénéficiaire s’est engagée a cultiver des plantes médicinales sur 800 m2 de sa principale terre
arable. La récolte entiere est vendue aux herboristes locaux. Cette action a permis le
développement rural et I’amélioration des conditions de vie. En dépit de cette richesse
floristique, la filiere des plantes aromatiques et médicinales et de ses dérivés est peu
développée en Algérie. Aucune étude estimative n’a pu mettre en évidence quantitativement
et économiquement leurs utilisations dans la pharmacopée (Abdelguerf.k, 2003).Elles sont
traditionnellement utilisées par les populations locales pour 1’aromatisation des aliments, les
arts culinaires et les vertus médicinales. Cette utilisation traditionnelle résulte de
connaissances pratiques ancestrales accumulées dans le temps, puis transmises de génération

en génération.
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Matériels et méthodes

- Comme vous saviez, a cause de 1’épidémie covid-19 on n’a pas pu manipuler et pour cela

nous avons compté sur la méta- analyse.

1. Objectif :
I’objectif de ce travail est de mettre en évidence 1’activité antibactériennede 1’huile
essentielle de Salvia officinalis sur lesbactéries responsables de I’infection vaginale :

Escherichia coli et Staphylococcusaureus.

2. Matériels utiliseés :

2.1. Matériel biologique et site de prélévement :

- Service de frottis de la maternité (Sidi Bel Abbes) .
Un questionnaire (annexe IIl) comprend des informations basiques (&ge, motif de
consultation, état gestationnel, état infectieux et prise d’antibiotiques) est automatiquement
fait.

Le matériel microbiologique : deux souches pathogenes ( S.aureus; E.coli )

responsables de ’infections génitales de la femme.

2.2. Matériel végétal :
Le mateériel végétal utilisé est constitué des feuilles de I’espece : La Sauge officinale

(Salvia officinalis L) récoltée dans la région de Sidi-Khaled wilaya de Sidi-Bel-Abbés.

3. Méthodes suivies :
3.1.Analyse microbiologique des souches :

3.1.1.Prélevement vaginale :

Avant d’entamer le diagnostic, la concordance entre le nom écrit sur le prélevement et
le bon contenant les informations nécessaires de la patiente est vérifiée.

Le prélevement est pratiqué apres arrét d’une éventuelle antibiothérapie
locale ou générale et en I’absence de toilette locale le jour de I’examen. La patiente
ne doit pas avoir uriné depuis au moins deux heures. Le prélévement est a effectuer

en dehors des periodes de menstruation et loin des rapports sexuels.
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On note a I’inspection I’aspect macroscopique a savoir la présence des leucorrhées,
leur couleur, odeur, et I’aspect du col.

Les sites du prélevement sont dictés par les signes cliniques et comprennent le vagin-
exocol et I’endocol, selon le contexte. Le prélévement peut étre vulvaire quand il s’agit d’une

jeune fille.(EImoghazliRajaa, 2018).

» Protocole de Prélévement :

Sont concernés tous les prélevements auparavant réalisés a l'aide d'écouvillons (avec
ou sans milieu de transport).

Réalisation du prélevement:

- Sortir le tube et I’écouvillon de I'étui

- Prélever I'échantillon

- Dévisser puis enlever de maniére aseptique le bouchon du tube.

- Insérer I'écouvillon dans le tube jusqu'au trait de couleur indiquant le point de rupture
de la tige et agiter I'écouvillon dans le liquide de conservation. Rompre la tige et éliminer le

morceau restant.
- Refermer le tube en vissant fermement le bouchon - Identifier le

prélevement..(CBM 25 ; 2019)

Figure 18 : Protocole prélevement vaginale

» Conservation des écouvillons :
Avant préléevement : Conservation a température ambiante. Vérifier la date de

péremption avant d’utilisation.(CBM 25 ; 2019).
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Apreés prélevement : Conservation en conditions réfrigérées (+4°C). (CBM 25 ;
2019).

3.1.2. Isolement des souches pathogenes :
a. L’enrichissement :
Pour chaque prélevement, un enrichissement est réalis€ en inoculant 1 ml de
I’échantillon dans 5 ml d’un bouillon spécifique a la bactérie recherchée comme suit :
» Bouillon nutritif pour la recherche d’E. coli
> Bouillon nutritif additionné de 7,5 % (m/v) de NaCl pour la recherche de
S. aureus
Le tube contenant S.aureus incubés a 37°C et pour la recherche d’E.colia une
incubation a 44°Cpendants24h.

b. Isolement :
Des isolements en stries sont effectués sur géloses spécifiques a partir de chaque
bouillon positif comme suit :
» Gélose « Eosine Methylene Blue ») avec incubation a 44°C pour
sélectionner les souches d’E. coli.
» Gélose Chapman avec incubation a 37°C pour sélectionner les souches

de S. aureus.

3.1.3.Purification et identification phénotypique des souches :

La purification consiste a faire des repiquages successifs (gélose <« bouillon) jusqu’a
I’obtention d’une culture pure de colonies caractéristiques et bien isolées en vérifiant
séquentiellement la forme, I’organisation cellulaire, le Gram et la présence ou 1’absence d’une
catalase.

L’identification des souches est réalisée a I’aide d’une étude morphologique et
physiologique: I’identification préliminaire est réalisée en se rapportant a certaines conditions
de culture (aspect colonial sur milieu spécifique, T° de croissance) et aux résultats de la
coloration de Gram (Gram, forme et organisation cellulaire). Quant a 1’étude physiologique,
elle consiste a soumettre les souches au test de recherche de la catalase, au test de recherche
de la coagulase pour les staphylocoques et culture dans des milieux spécifiques (Schubert,

citrate de Simmons et TSI) pour Escherichia coliTableau Ill et Tableau IV(Annexell).
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3.1.4. Caractéristiques des colonies :

Milieu de Chapman: Sur le milieu de Chapman, les colonies sont souvent
pigmentées et entourées d’une aérole jaune, la plupart des souches de S. aureus fermentent le
mannitol et font virer le milieu du rouge au jaune orangé (Kloos W.E. et Bannerman TL
1999).

MilieuEosineMethylene Blue Agar : Les colonies de Escherichia coli peuvent
présenter un aspect caractéristique vert métallisé brillant d0 a la fermentation rapide du

lactose.
3.1.5. Conservation des souches :

Les souches ont été conservées a 5°C dans des tubes stériles contenant 10 ml de milieude

culture incliné (gélose nutritive).
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3.2. Extraction des huiles essentielles

3.2.1. Récolte et séchage :

Les feuilles récoltées de la plante ont été sechés a I’air libre, a 1'abri de la lumiere
pendant 20 jours aux minimums.

Les feuilles séchés ont été nettoyées et débarrassées de tous éléments étrangers,

placées dans des sacs et transportées au laboratoire.

3.2.2. Procedé d’extraction de I’huile essentielle :

Le principe de la technique d’hydrodistillation se base sur le pouvoir que posséde la
vapeur d’eau a transporter les huiles essentielles. L’opération consiste a introduire une masse
végétale (100 g) dans un ballon en verre (2 L), on y ajoute une quantité suffisante d’eau de
robinet sans pour autant remplir le ballon pour éviter les débordements de I’ébullition et le
phénomeéne de stagnation. En suite le mélange est porté a I'ébullition a I’aide d’un chauffe
ballon.

Avec un réglage du chauffage pour permettre une stabilité de I’extraction. Les vapeurs
chargées d’huile essentielle passent a travers le tube vertical (colonne de rectification) puis
dans la colonne de refroidissement ou aura lieu la condensation, le distillat (H+E) est récupéré
dans une ampoule a decanter pour la séparation du mélange par différence de densité. Le
temps d’extraction est mesuré a partir de la chute de la premiére goute dans I’ampoule.

L’huile récupérée est séchée par filtration sur une surface de chlorure de
calcium(CaCl2) pour éliminer toute trace d’eau, finalement I’huile essentielle extraiteest
conservée dans des flacons en verre opaque fermés hermeétiquement au réfrigérateur a une
tempéraure voisine de 4°C, pour les préserver de 1’air, de la lumiére et des variations de
température.(Bazizi.M ,2017).

3.2.3. Rendement en huile essentielle
Le rendement en huile essentielle (RHE) est défini comme étant le rapport entre la
masse d’huile essentielle obtenue apres 1’extraction (M) et la masse de la matiere végétale
utilisee (MS). Le rendement est exprimé en pourcentage, et il est donné par la formule
suivante :
RHE=(M/MS)*100
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3.2.4. Conservation de I’huile essentielle :

La conservation de I’huile essentielle exige certaines précautions indispensables
(Burt,2004). C'est pour cela nous avons conservé I’huile essentielle des feuilles seches a une
température voisine de 4°C, dans un flacon en verre stérile fermé hermétiquement pour la

préserver de 1'air et de la lumiere (en utilisant le papier d’aluminium).

3.3. Test de P’activité antibactérienne de I’huile essentielle :

3.3.1. L’aromatogramme :
» Principe :

Un disque (6 mm de diametre) imprégne du produit a tester (HE pures, HE diluées au
1/2, HE diluées au 1/4) est placé sur une gélose (4 mm d’épaisseur ; dans des boites de Pétri
de 90 mm de diameétre) préalablement inoculée avec la souche,s’humidifie et le produit
diffuse radialement du disque dans la gélose en formant ainsi un gradient de concentration.

Apres une incubation de 18 a 24 heures a une température de 37°C, si le produit est
toxique pour la souche, il se forme un halo ou une zone autour du disque. Plus grande est cette
zone, plus la souche est sensible. Des disques témoins (eau distillée stérile) et des disques de

comparaison (antibiotique) sont inclus dans les essais.(Benkherara et al,2011).

Dhisque o g Croissance
d"HE microbicnne

- >

Zome dinhibitioan

Figure 19: Schéma simplifié du principe de la méthode de 1’aromatogramme
(Hallal Z, 2011)
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3.3.2.Mode opératoire de I’aromatogramme :

A/Préparation de la suspension bactérienne :

La préparation de la suspension microbienne est réalisée en introduisant deux colonies
pures bien isolées de chaque espece étudiée, dans 9 ml de 1’eau physiologie contenue dans un
tube a essai. pour I’ensemencement ultérieurs, on homogenése la suspension bactérienne par
vortex, sont opacité doit étre équivalente a une DO de 0,08 a 0,10 MCFARLAND a 625 nm a
I’aide d’une spectrophotométre de type SECOMAM 1340UV-vis, la concentration finale
obtenue est de 108 germes /ml de suspension bactérienne (Bekhichi et al; 2008).

B/Préparation des disques :
Des disques stériles de papier wathman de 6mm de diametre ont ét€¢ imprégnés d’huile

essentielle brute de la sauge officinale.

C/Ensemencement :

- Le milieu Mueller-Hinton a été fondu puis refroidi. 1l a été ensuite coulé en boites de
Pétri a une épaisseur de 4 mm.

- Apreés solidification, la surface de la gélose a été ensemencée avec une suspension de
la souche bactérienne correspondante (E.coli, S.aureus), par écouvillonnage :

Quinze minutes apres 1’ajustement de la turbidité de la suspension servant d’inoculum,
on trempe un écouvillon de coton dans la suspension, qui est pressé fermement contre la paroi
intérieure du tube, juste au-dessus du niveau du liquide et tourné afin d’enlever les liquides
excedentaires. Le prélévement est ensuite étalé a 1’aide de 1’écouvillon a trois reprises sur la
surface entiere de la gélose, en tournant la boite d’environ 60° apres chaque application pour
obtenir une distribution égale de I’inoculum.

- Les disques de papier wathman préalablement imprégnés d’huile essentielle (10ul)
ont été placé a la surface des boites de pétri ensemencées.

- Des disques vierges ont été eégalement placés a la surface des milieux ensemenceés en
guise de témoins

- Incubation a 37° pendant 24 h.

- La lecture se fait par la mesure du diamétre de la zone d’inhibition autour de chaque
disque a I’aide d’une régle en (mm). Les résultats sont exprimés par le diamétre de la zone
d’inhibition et peut étre symbolisé par des signes d’apreés la sensibilité des souches vis-a-vis

des huiles essentielles.
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3.4. La concentration minimale inhibitrice(CMI) :
al principe :

La CMI est définie comme étant la derniére ou la plus basse concentration d’un agent
antimicrobien qui peut inhiber visiblement la croissance d’un microorganisme apres 24h pour
les bactéries et 48h pour les levures.

Le but est d’établir le niveau de sensibilit¢ des pathogenes envers les agents
antimicrobiens en ’occurrence les huiles essentielles étudiés.

Cette CMI est déterminée selon la méthode des dilutions sur milieu gélose : MH pour

les bactéries et les levures.

b/Technique de CMI sur microplaque en utilisant le colorant fluorescant

résazurine :

.Cette technique consiste a ensemencer, par un inoculum standardisé, une gammede
concentration décroissante en huile essentielle. Aprés incubation,l’observation de la gamme
permet d’accéder a la concentration minimaleinhibitrice (CMI), qui correspond a la plus faible
concentration en Huileessentielle capable d’inhiber la croissance de 90% de la population
microbienne.Une microdilution des huiles essentielles a tester, est produite dans
unemicroplaque contenant 20ul DMSO, de maniére a générer une gamme dedilution. La
gamme de concentration est alors produite dans les 96 puits(Greiner, VWR). 20ul de I’huile
essentielle sont ajoutés dans le premier puits dechaque ligne a partir duquel est effectuée une
dilution geomeétrique. Puis 160ulde bouillon Mueller Hinton (BMH) inoculé avec 20ul d’une
suspensionbactérienne a 106 UFC.ml-1 sont ajoutés a chaque puits. Chaque ligne estréservée
pour une souche déterminée ajouté. Suivant, 10ul de résazurine ont étédéposés dans chaque
puits. Finalement,on laisse deux rangées verticalesreprésentent les témoins : Les puits de la
premicre rangée sont remplis par 160ul de bouillon Muller-Hinton et 10ul de la résazurine
représente le témoin négatifet les puits de la deuxiéme rangée sont remplis par 160ul de la
suspensionmicrobienne standardisée a 105UFC/ml et 10ul de la résazurine comme
témoinpositif. Les boites sont incubées a 37 °C pendant 24 heures.(Eloff JN ,1998).

3.5. Antibiogramme standard: Méthode de la diffusion en milieu gélosé :

Les disques imprégnés dantibiotiques sont disposés a la surface de la gélose et

I'antibiotique diffuse trés rapidement de maniére concentrique autour de chaque disque. Les
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boites peuvent alors étre mises en incubation a 37°C dans les conditions requises (atmosphére
ambiante, sous tension réduite en O2, en anaérobiose...).

La lecture consiste a mesurer les diamétres d'inhibition de la culture autour de chaque
disque manuellement (double décimétre ou pied a coulisse).(ElImoghazli, 2018)

Culture d’une souche

-

Préparation d’une suspension bactérienne dans 1’eau physiologique a
108 UFC/ml

(T

L’ensemencement les milieux de cultures de déférente
suspension bactérienne a I’aide d’écouvillon

(T

Disposition du disque imbibé 1l de I’huile
essentielle

24h 37°

Mesure de la zone d’inhibition en mm

Schéma :Les étapes du protocole de I’activité antibactérienne(aromatogramme)
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Résultats et discussions :

1. Ecologie microbienne vaginale :Profil microbien des flores vaginales en fonction des

patientes :
A partir des études de (Ouarabi.L, 2016)

a/Profil de la patiente N°1 : Femme de 31 ans consultant pour un fibrome utérin

La flore vaginale de cette patiente (figure 20) est majoritairement constituée de
Lactobacilles (37%) évaluée a 2.107 UFC/ml. A c6té desquels on retrouve une flore d’origine
probablement digestive : E. coli (18%), staphylocoques (18%), levures du genre Candida
(18%) et Entérocoques (9%).

Figure 20 : Répartition de la flore vaginale de la patiente N°1(Ouarabi.L, 2016)

Nous sommes face a une flore vaginale qualifiée de « normale » par de nombreux
auteurs. En effet, on peut noter au sein de la flore vaginale normale la présence de S. aureus,
d’E.coli, et d’autres Entérobactéries en proportions inférieures (Bergone-Bérézin, 2007). La
patiente consultait pour un fibrome utérin. Ce dernier appelé aussi « léiomyome » est une
tumeur musculaire bénigne localisée dans la paroi utérine (Wainsten ,2009).Les cestrogénes
sont considérés comme le principal agent induisant la croissance des fibromes (Fernandez,
2002). 11 s‘agit donc d’une pathologie a caractére non infectieux et relevant d’un déséquilibre
hormonal a tendance hyperoestrogénique.
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Le glycogéne, déposé dans I’épithélium par activation des oestrogenes, est une source
carbonée importante dans le milieu vaginal notamment pour les Lactobacilles qui 1’utilisent
dans le processus fermentaire (Lepargneur et Rousseau, 2002). Dans ce cas, le caractére

hyperoestrogénique du fibrome est en faveur de la présentation d’une flore vaginale normale.

b/Profil de la patiente N°2 : Femme de 25 ans souffrant de Dysménorrhées :

La flore vaginale de cette patiente est constituée de 45% de Lactobacilles, de 33 % de
levures du genre Candida et de 22% d’Entérocoques. La dysménorrhée dont souffre la
patiente est une physiopathologie mal connue a laquelle on attribue différentes causes : flux
sanguin utérin faible, adénomyoses, malformations utérines, ainsi qu’aux séquelles
d’infections vaginales (Fignon et al., 1995). Bien que les lactobacilles soient majoritaires, le
taux élevé de levures oriente vers une cause infectieuse de la dysménorrhée et pourrait prédire

une récidive d’infection a Candida.

c/ Profil de la patiente N°3 : Femme de 31 ans ayant été sous antibiotherapie
avant prélevement et consultant pour une infection cervicovaginale :

Le profil microbien de cette patiente (figure21) est dominé par des Staphylocoques
(44%), en plus de I’espece E. coli (39%) et de levures du genre Candida (17%). Cette flore a
été estimée a 3,3.104 UFC/ml.

Il s’agit d’un cas de déséquilibre de la flore normale par pullulation de bactéries
habituellement minoritaires dans la flore vaginale qui engendre la disparition des
lactobacilles. La patiente consulte pour une infection cervico-vaginale certainement due aux

Staphylocoques ou a E. coli.
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Figure 21 : Répartition de la flore vaginale de la patiente N°3(Ouarabi.L, 2016)

L’antibiothérapie antécédente au prélévement (Ciprolon pendant 10 jours) pourrait
étre 1’étiologie de ce déséquilibre. Cependant, les Quinolones semblent étre des antibiotiques
peu actifs sur la flore de Doderlein notamment les Lactobacilles producteurs de H202
(Lepargneur et Rousseau, 2002).

La cause de la pullulation des microorganismes minoritaires, certainement a 1’origine
de l’infection, pourrait étre les pratiques de toilettes fréquentes ou inadéquates et qui

déséquilibrent le pH vaginal (Menard et Bretelle,2008).

d/ Profil de la patiente N°4 : Femme de 31 ans portant un stérilet et consultant
pour une infection vaginale :

La flore vaginale de cette patiente (figure 22) est exempte de Lactobacilles et est
constituée d’une population microbienne évaluée a 6.103 UFC/ml avec 45% de
Staphylocoques, 33% d’E.coliet 22,22% de levures du genre Candida. Il s’agit d’un cas de
remplacement de la flore vaginale normale par des genres de portage minoritaire en temps
normal.

La patiente de 31 ans consulte pour une infection vaginale. Le port du stérilet,
dispositif intra utérin (DIU) de contraception, oriente vers une piste de contamination
exogene. Le DIU peut avoir été posé alors qu’il existait une infection méconnue.

Ce mécanisme pourrait expliquer le fait que le risque infectieux lié aux DIU soit

cantonné aux premieres semaines suivant sa pose (Serfaty , 2011).
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Chez les patientes utilisatrices de DIU, une trés nette augmentation du pH vaginal est
constatée, en corrélation avec un pourcentage élevé de vaginose. Le stérilet multiplie le cas de
vaginose par 2,5 (Lepargneur et Rousseau, 2002).

Figure 22 : Repartition de la flore vaginale de la patiente N°4(Ouarabi.L, 2016)

e/Profil de la patiente N°5 : Femme de 33 ans consultant pour une infection
cervicale :

Parmi tous les microorganismes recherchés, seul C. albicans a pu étre isolé et semble
étre I’agent causal de I’infection. On peut conclure a une candidose vulvo-vaginale. La
candidose vulvo-vaginale est 1’une des infections les plus fréquentes en consultation
gynécologique. Elle affecte environ 75% des femmes a un moment de leur vie génitale, de
plus 5% des femmes souffrent de candidoses vulvo-vaginales récidivantes (Benchellal et
al.,2011). 11 s’agit le plus souvent d’une prolifération de levures a partir d’un portage naturel
(chez 10 a 20% des femmes présentant Candida) (Le Blanc, 2009).

-D’apres les résultats des prélévements de (Ouarabi.L ,2016) Ces profiles obtenues
montrent que les infections vaginales sont associées a un déséquilibre de la flore normale.
D’apreés ces profils les souches qui sont provoqués 1’infection sont E.coli ,S.aureus et candida
albicans .
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2. Prélévements et isolement des souches :
a/Staphylococcus aureus :

sur milieuChapman, les colonies de Staphylococcus aureus apparaissent souvent pigmentées
et entourées d’une aréole jaune dans le cas ou le mannitol est fermenté, sinon les colonies sont
des couleur blanche. Ces colonies sont arrondies a bords réguliers de 1 a 2 mm de diameétre
aprées 24 h d’incubation a 37°C.(Debbi S& Saadi M,2019)

b/Escherichia coli :

-apres 24h d’incubat les souches d’Escherichia coli sur milieu EMB
* Colonies violet foncé

* 2 a2 3 mm de diametre

* bombé et seches

* Un éclat métallique verdatre

* bien rondes a centre noire (Debbi.S et Saadi.M,2019)

3. Cinétique d extraction et rendement en I'huile essentielle de la sauge :

La durée d'extraction est le temps nécessaire a la récupération de la totalité de I huile
contenue dans la matiére végétale. Une étude a été realisée par .(Kharchouche .Bouzeffour ,
2019).montre le suivi de la cinétique d extraction de I"huile essentielle.

Cette étude a pour but d’extraire le maximum d'huile et pour optimiser le temps de

cette extraction.

Le suivi de la cinétique d’extraction de 1'HE indique que le rendement augmente
enfonction du temps puis il tend a se stabilise a partir de deux heures, cette augmentation du
rendement est tres faibles , et que le temps optimum de cette hydrodistillation est d environ de
02 heures.

Le rendement en huile essentielle obtenue par cette étude atteint un maximum de
0.96 %,Ce rendement est comparable a celui obtenu dans des études similaires. C’est ainsi
que (Chalchat et Michet, 1998), ont montré que le rendement d’extraction des HE de Salvia
officinalis obtenue par distillation pendant quatre heures dans un appareil « Clevenger » varie
en fonction de ’origine de la plante: France (2,05%), Hongrie (2,50%), Portugal (2,90%),

Roumanie (2,30%)...etc. Cette variation dans le rendement peut étre attribuée non seulement
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a D'origine de la plante et a la technique d’extraction mais également a la période de
prélevement du matériel végétal. (Belabbas.H et Riad.F, 2019).

En effet (Bouaziz et al., 2009) en Tunisie ou ils ont notés un rendement de 0.72% |,
deméme les résultats rapportés par (Rasmy et al., 2012) en Egypte :le rendement atteint
del.2% et un rendement de 0.46% obtenue par (Hussain et al.,2011) a partir d'un
échantillondeSalvia officinalis provenant du Pakistan.

(Benjilali, 2005)Montre queLa méthode d’extraction est une opération importante
qu’il faut mener avec soin. Par ailleurs, la collecte, le séchage, le stockage-tributaires a
I’extraction-influencent largement sur le rendement ainsi que la qualité des extraits(Benjilali,
2005).

Les végétaux sont riches en eau, une résultat obtenue par (Megueni.k et Bousfia.W,
2019) révéle la teneur en eau de Salviaofficinalisest de 75.03 %ce qui indique que cette
espéce est riche en eau.

Ce résultat est comparé par d’autres travaux sur la méme espéce, ce qui conduit que le
taux d’humidité obtenue est supérieur a celle rapportée par( Djelili, 2007) dans la région
deBejaia estimé a 64,50% et supérieur a celle trouvée par (Munné-Bosch et Alegre ,2003)
quiest de58,9 %, et la résultat présentée par (Touafek ,2010) dans la région Tiaret 80,3%et
par(Bounihi ,2016) dans la région de Annaba estimé a 78%.

Lorsque le milieu de vie de la plante n’est pas adéquat, dans ce cas la plante favorise
lasynthese des métabolites secondaires afin de s’adapter et survivre qui va
augmenterl’humidité de la plante (Tim et al, 2005).

De plus, Hayouni et al. (2007) ont montré que la méthode d’extraction et la nature du
solvant peuvent influencer I’activité antibactérienne des composés phénoliques des plantes.

Selon Balansard (2007), la date de récolte de la plante a une grande influence sur sa

composition chimique et par conséquent sur son activité biologique.

4.1’activité antimicrobienne de la sauge :

D’apres 1’étude de (Bellabas.H et Riad.F, 2019), La méthode de diffusion des disques
a permis de mettre en évidence le pouvoirantimicrobien des HE vis-a-vis des
microorganismes. La sensibilité des souches se traduit parl’apparition d’une zone d’inhibition
autour des disques, les zones d’inhibition obtenues, variententre 7 et 20 mm, indiquant que les
souches testées (E.coli, S.aureus) n’ont pas la méme sensibilité vis-a-vis deI’HE. Les valeurs

indiquées sont les moyennes de deux mesures.
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La plus grande zone d’inhibition a été observée chez Staphylococcus aureus avec une
zone de 20 mm de diametre, et pas de zones d’inhibition claires chez Escherichia coli avec
une zone de 07 mm de diameétre.

L’¢étude menée par Hayouni et al. (2007) a démontré une non efficacité
antibactériennedes huiles essentielles de S. officinalis de Tunisie vis-a-vis S. aureus ATCC
25923. De méme, les huiles essentielles de cette plante cultivée au sud duBrésil n’a pas donné
une efficacité antimicrobienne vis-a-vis des différentes souches dePseudomonas et
Staphylococcus (DelamareLongaray et al., 2007). Par contre vis-a-vis d’E.coli ATCC 25922
I’huile essentielle de la sauge a été vraiment efficace (Hayouni et al., 2007 ; Marino et al.,
2001)

L’étude menée par (Bozin et al. 2007) a montré que les huiles essentielles de la sauge
possede une forte efficacité antimicrobienne vis-a-vis des différentes souches
bactériennestestées et qui ont méme dépassé ’efficacité de la pénicilline.

De mémeBouajaj et al.(2013)ont constaté que I’huile essentielle de la sauge a exercéune
forte inhibition vis-a-vis d’Escherichia coli avec 13mm de diamétre de la zoned’inhibition.

En autre, Toutes les souches testées d’E. Coli, y compris les multi-résistantes, ont
montréunesensibilité élevée aux huiles essentielles de sauge, qui est dun intérét
particulier.(Bozin et al., 2007).

Ce pouvoir antibactérien des HE a été signalé par de nombreux travaux notamment
ceux réalisés par (Ana Paula Longaray D et al, 2007)sur les huiles essentielles de Salvia
officinalis L. de la région du sud brésilien, qui ont provoqué des propriétés antibactériennes
sur Escherichia coli et Staphylococcus aureus. Dans ce méme contexte et selonKhalil R, Li
ZG (2011), une similitude est observée car les HE de la sauge officinale de la région de Syrie
ont pu présenter une bonne activité inhibitrice sur la souche Staphylococcus aureus .

D’apres les tests de I’activité antibactérienne réalises par (Benkherara S et al, 2011) ,
il ressort que les huiles essentielles de Salvia officinalis .L sont trés efficaces contre toutes les
souches testés (Proteus mirabilis, Escherichia coli 12, Escherichia coli 1554 et Escherichia
coli 1429) et plus particuliérement a la concentration %. Les meilleurs résultats sont constatés
envers des souches d’Escherichia coli que celle de Proteus qui ne joue qu’occasionnellement
un réle pathogene.

Abdul Rahman et al., (2010) ont constatésque Staphylococcus aureus ATCC 25923
sont les bactéries les plus sensibles,avec une zone d’inhibition de 20 mm.

Ceci pourrait étre expliqué par le fait que les bactériesa G+ possédent des dispositifs

structuraux qui sont plus susceptibles aux huiles essentielles.
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Une étude réalisée par (Rhazi .F et al ,2016) montre que la CMI de I’huile essentielle

est de 1% (v/v) (pour les S.aureus et E.coli)et 0.063% pour les C.albicans.

Une autre étude (Tularat.S et al, 2013) a montrée que I' huile essentielle de S.
officinalis aussi a une activité anticandidique contre toutes les souches deC. Albicansavec une

zone d'inhibition allant de 40,5mma19,5mm.

les HE attirent actuellement beaucoup d’attention parce qu’elles ont montré une
activité contre les pathogenes résistants aux antibiotiques, tels que les staphylocoques dorés
résistants a la méticilline (SARM), les [B-Lactamases a spectre elargi (BLSE) et les
entérocoques résistants a la vancomycine (ERV) (Tohidpouretal.,, 2010 ; Warnke et
al.,2013).
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Conclusion :

Un grand nombre de plantes médicinales contient des composés chimiquesayant des
propriétés biologiques différentes. Plusieurs travaux de recherche ont été focalisés sur les
huiles essentielles de ces plantes, Parmi ces dernieres on a choisie Salvia officinalisqui a un
effet anti-infectieux.

Ce travail consiste a 1’étude de 1’effet antibactérien de I’huile de la sauge officinalis
extrait par la méthode d’hydrodistillation vis-a-vis des souches pathogenes (E.coli, S.aureus)
responsables de I’infection vaginale.

les infections vaginales sont associées a un déséquilibre de la flore normale, en
particulier 1’élimination ou la réduction de la flore de Doderlein « Lactobacilles » a I’origine
de I’effet protecteur de muqueuse vaginale.

D’aprés la méta analyse, on a conclue que le rendement se varie d’une région a une
autres .Vu que plusieurs parameétres influencent le rendement de I’huile essentielle tels que :
la méthode de récolte, le séchage, la durée d’extraction, le taux d’humidité, le stockage, la
région.

-I’huile essentielle de la sauge officinalis .Présentun pouvoir antibactérien important
sur les germes pathogenes étudiés. L’inhibition de la croissance varie en fonction de 1’espece
bactérienne et de la concentration du produit testé.

-les souches testées, ont montré une sensibilité face aul’ huile essentielle obtenue et
une résistance face aux différents antibiotiques utilisées.

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

composés ayant une activité antibactérienne.
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Annexe

Annexe | : Composition des milieux de culture :

e Gélose nutritive Composition :

Peptone ... 100g
Extrait de viande..................... 40¢g
Chlorure de sodium................. 50¢g
Agar.....oooiiiiiii 13.0¢g
pH=7.2

e Préparation :
29 g par litre d’eau distillée. Stérilisation a ’autoclave a 120°C, 20min.

e Gelose de Chapman :

¢ Milieux Chapman

Extrait de viande............cooiiiiiiiii e 01 g.
Extrait de leVure........oooeiiiiiii i 03 g.
TrYPLONE. .o e 05 g.
Peptone bactériologique. .........oooviiiiiiiii i 10 g.
Chlorure de sodium.............cooiuiiiiiiiii e 70 g.
Mannitol. ... ..o e 10 g.
Rouge de phénol....... ..o 0,025¢
N2 15¢
PH=7,4

e Caractéristiques :

Permet la croissance des bactéries halophiles.

Tres forte concentration en NaCl permettant 1’inhibition des Gram-

Ensemencement en stries.

Incubation : 24-48h

e EMB Agar (Eosin Methylene Blue Agar)

Digestion pancréatique de............coovviiiiiiiiiiiiiiiea, 10,0 g

Permet I’étude de 1’attaque du mannitol (si baisse du pH, on obtient une teinte jaune)
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| 11 0 1 TR 5,0
SACCRATOSE ..ot 5,0
Phosphate bipotassique ...........ccoveiviiiiiiiiiiiiii e, 2,0
GlOSE . ., 13,5
BOSINE Y oo, 0,4
Bleu de méthyléne..............coooiiiiiiiiiii 0,065

pH 7,2 +/- 0,2.(Mode d'empl0i.2013)

e Caractéristiques :

contient des colorants tels que 1’éosine Y et le bleu de méthyléne qui inhibent les

bactéries Gram-positives jusqu’a un certain point. Ces colorants servent aussi d’indicateurs

différentiels par réaction a la fermentation du lactose et/ou du saccharose due aux

microorganismes. Les coliformes produisent des colonies de couleur bleu-noir tandis que les

colonies de Salmonella et de Shigella sont incolores ou de couleur ambrée transparente. Les

colonies de Escherichia coli peuvent présenter un aspect caractéristique vert métallisé brillant

dd a la fermentation rapide du lactose.( Mode d'empl0i.2013)
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Annexe Il ; Les tableaux

Tableau I: Les Antibiotiques testés pour les coccis & Gram positif

(The EuropeanCommitte ; 2018)

Antibiotiques testés pour les Coccis a Gram positif

Oxacilline
Pénicilline Lincomycine

i ) Mecillinam

Bétalactamines ~ ) — —
Céphalosporines C1G,C2G,C3G,C4G sauf Céftobioprole
.. Ertapénéme
Carbapénémes -
Aztéonam

Vancomycine

Glycopeptides ) )
Teicoplanine
o Colistine
Polymixines —
Polymixin B
Ciprofloxacine
Quinolones Acide Naidixique
Péfloxacine
Macrolides Novobiocine
Fosfomycine
Nitrofuranes
Autres

Stréptogramine

Sulfamides
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Tableau Il : Les Antibiotiques testés pour les bacilles a Gram négatif
( EuropeanCommitte ; 2018)

Antibiotigues testés pour les bacilles & Gram négatif

Pénicilline G

Oxacilline

Pénicilline —
Ampicilline
Pipéracilline

Imipénéme

Meropénéme

Carbapénémes ;
AzZtéonam

Ertapénéme

Bétalactamines Amoxicilline-Acide clave

Inhibiteurs des Bétalactamase Tiracilline-acide clave

Pipéracilline-bactam

Céfazoline

Céfalexime

Céfalotine

Céphalosporines - B
Ceéfadroxil

Céfoxitime

Céfuroxime

Gentamycineg
Tobramycine

Aminosides

Colistine

Polymixines .
Polymixin B

Ciprofloxacine
Acide Nalidixique

Cuinolones

Tetracycline

Cyclines " "
Tigecycline

Triméthroprime

Cotrimoxazole

Autres Fosmycine

Chloramphénicol

Nitrofurane

Tableau I11 : test d’identification des S.aureus(Guiraud, 2003)

Genre ou espéce Staphylococcus aureus

Test Test de le recherche de la coagulase : 0,5 ml du culture en
BHI est ajouté a 0,5 ml de plasma humain puis incubé a 37°
C/18h.
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Tableau 1V. Tests d’identification d’E.coli(Guiraud, 2003)

Test Description Lecture
Fermentation Du milieu TSI (Triple Dans le culot ’anaérobiose
des sucres (Glucose, Sugar relative favorise

Lactose et saccarose),
production de gaz et de
H2S

Iron) (Conda, Espagne) est
utilisé. Ce milieu est
réparti en tubes a essai
sous forme semi —inclinée
avec un haut culot et une
petite pente.

Il est ensemencé par piqure
profonde du culot au fil
droit et par
ensemencement en stries
de la tranche. Apres
incubation a 37°C/24 h le
milieu est examiné

I’utilisation du glucose qui
entraine une

acidification et un virage
au jaune de I’indicateur.
Sur la pente 1’aérobiose
favorise I'utilisation du
Lactose et du saccharose
qui entraine le virage au
jaune de I’indicateur.
L’apparition de bulles dans
le

culot traduit la production
de gaz, un noircissement
dd a la formation de
Sulfure de Fer traduit celle
de H2S.

Utilisation du citrate
comme seule source de
carbone

Elle est testée par culture
sur

milieu Citrate de Simmons
(Himedia, India) en tubes
inclinés. Ce milieu est
ensemence par stries a
partir d’un milieu

solide et incubé a 37°C/24
h

L’utilisation du citrate
comme

seule source de Carbone se
traduit par une croissance
et une alcalinisation du
milieu qui vire du vert au
bleu

Dégradation du lactose
avec production de gaz et
production d’indole.

Les deux tests sont
effectués dans un méme
milieu, bouillon de
Schubert (Conda, Espagne)
avec cloche de Durham.
Aprés incubation a
44°C/24 h, I’ajout de
quelques gouttes du réactif
de Kovacs (Sigma-Aldrich,
Allemagne), permet de
vérifier la production
d’indole

Les tubes présentant un
trouble et du gaz dans la
cloche sont considérés
positifs pour la
fermentation du lactose. La
présence d’un halo rouge
indique la production
d’indole.
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Questionnaire

.......

Annexe I11 : Questionnaire

.........

Grossesse : oul NON
Infection : | oul NON

[ Sioui,de quel type @ .ovvviiiiiii i

La patiente suit elle une antibiothérapie :

Oul

NON

.......................................

] Durée de I’antibiothérapie : ...............ccooeviinnn.n

Oul

NON




