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Introduction générale

Les biologistes et les chimistes ont toujours recherché des produits et des composeés
naturels, en raison de leurs propriétés biologiques, qui peuvent étre développées pour le
traitement des maladies infectieuses et non infectieuses (Cowan, 1999).

La capacité a traiter avec succes les maladies infectieuses est menacée, et ceci, en
raison de 1’augmentation des capacités des microorganismes a résister aux agents
antimicrobiens (RAM) (Nascimento et al., 2000). Cette augmentation de la résistance
continue de poser des problemes a la médecine moderne (Tsamo et al., 2021), et augmente le
taux de mortalité par des maladies causées par les infections microbiennes (Silva et
Fernandes, 2010).

Cette situation a obligé les scientifigues a rechercher de nouveaux agents
antimicrobiens provenant de diverses sources, comme les plantes (Rahman et Islam, 2013),
les animaux et les microorganismes (Yili et al., 2014). Cependant, les scientifiques ont
concentré leurs attentions sur la phytothérapie (Chagas et al., 2021 in Ciorita et al., 2021).

Trouver des pouvoirs de guérison dans les plantes est une idée ancienne (Cowan,
1999). Les plantes sont considérées comme un riche réservoir de composes qui ont de
nombreuses activités biologiques rapportées (Famuyide et al., 2019) telles que des activités

antioxydantes, antibactériennes, anti-inflammatoires (Motyka et al., 2022)

Les graines de Salvia hispanica ont été décrites comme une bonne source de lipides,
de protéines, de composés polyphénoliques et d'acides gras polyinsaturés oméga-3 (Imran,
Nadeem, Manzoor, Javed, et al., 2016) qui possédent de nombreuses propriétés bénéfiques
pour la santé humaine, telles que les propriétés antibactériennes (Rodriguez et al., 2021).

Pour cela, I’objectif de notre travail est de rechercher de propriétés antibactériennes
dans les graines de Salvia hispanica, ces derniers ont été testé vis-a-vis des 3 souches
bactériennes de référence (Staphylococcus aureus ATCC 25 923, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27 853, Escherichia coli ATCC 25 921). La sensibilité ou la résistance de ces souches
bactérienne vis-a-vis la solution des graines de Salvia hispanica ont été déterminées sur
milieu solide et sur milieu liquide. Aussi, la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI), de ces

graines, ainsi que la Concentration Inhibitrice Médiane (IC50) ont été déterminés.

Les résultats obtenus montrent la présence d’activités antibactériennes dans la solution

des graines de Salvia hispanica, contre les souches bactériennes de références testées.
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1. Propriétés biologiques

L’étre humain doit compter sur les sources de la nature, comme les champignons, les
animaux et les plantes (Wink, 2015), pour leurs différentes propriétés biologiques qui se
trouvent dans leurs composés naturels avec des effets bénéfiques possibles pour diverses
pathologies humaines (Galvano et al., 2004). Ces effets bénéfiques sont dus, entre autres, a la
présence de propriétés antioxydantes, antimicrobiennes et anti-inflammatoires (Motyka et al,
2017).

Depuis toujours, I'nomme a souffert de plusieurs infections microbiennes causées par
des bactéries, des champignons, des virus et des parasites, mais aussi il a souffert
d'inflammations, de rhume, de problémes digestifs, de douleurs et de nombreux autres
troubles de santé et maladies (Wink, 2015). Pour remédier a ceci, les produits naturels issus
des plantes, des animaux ou des microorganismes peuvent étre des sources de composés

bioactifs susceptibles d'étre utilisé en tant que médicaments (Geneviéve-Djouossi et al., 2015)

De méme pour remédier contre l'inflammation les produits naturels peuvent étre une
solution. L'inflammation est une réponse immunitaire innée (Harikrishnan et al., 2018) et
adaptative (Dinarello, 2010) qui se produit dans le corps humain afin de le protéger contre des
produits chimiques nocifs, des agents pathogénes envahissants ou des blessures (Harikrishnan
et al., 2018). L'inflammation peut entrainer des maladies neurodégénératives ou méme un
cancer (Dinarello, 2010). Les végétaux ou leurs dérivés peuvent étre une source de propriétés
anti-inflammatoires, par exemple, les flavonoides et la classe des tanins de natures végeétales,
ont été la cible d'un intérét croissant en tant que médicament thérapeutique potentiel pour
inhiber ou pour diminuer I'activité inflammatoire (Nunes et al., 2020).

Aussi, les produits naturels peuvent apporter des solutions lorsque I’organismes est
exposé au stress oxydatif, ce dernier est facteur important de vieillissement et peut causer des
maladies, il est produit lorsqu’il y a un exces de radicaux libres (Gomaa, 2013; Sebastiano et
al, 2017; in Tian et al., 2018), tels que les radicaux hydroxyle, les anions superoxydes et les
peroxydes lipidiques (Sultana et al., 2021). Les radicaux libres sont responsables d'un grand
nombre de maladies comme par exemple le cancer (Kinnula et Crapo, 2004 in Alam & Bristi,
2013) ou des maladies cardiovasculaires (Giugliano et Ceriello, 1996). Cependant, il a été
montré que des antioxydants comme la B-carotene ou la vitamine E, synthétisés par les

plantes et par les microorganismes photosynthétiques (Nicol et Maudet, 2000), jouent un réle
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essentiel dans la prévention de diverses maladies, telles que les maladies cardiovasculaires
(Lobo et al., 2010).

Les maladies infectieuses représentent une cause importante de morbidité et de
mortalité dans la population générales (Silva et Fernandes, 2010), entre autres, en raison du
développement par les microorganismes d’une multirésistance aux médicaments
antimicrobiens. Cette multirésistance est la conséquence de comportements d'adaptation des
microorganismes aux médicaments antimicrobiens (Suresh et al, 2012). Les agents
antimicrobiens jouent un réle essentiel dans la réduction du fardeau mondial des maladies
infectieuses (Manandhar et al., 2019). Pour cela, les ethnopharmacologues, les botanistes, les
microbiologistes et les chimistes parcourent la Terre a la recherche de produits naturels qui
pourraient étre développées pour le traitement de ces maladies infectieuses (Mahrajan et al,
2014).

1.1. Propriétés antimicrobiennes

La résistance aux antimicrobiens (RAM) menace la capacité de traiter avec succes les
maladies infectieuses dans le monde entier. La RAM fait référence a la résistance des
bactéries, des champignons, des virus et des protozoaires aux antimicrobiens (Chassagne,
Samarakoon, Porras, Lyles, Dettweiler, et al., 2021). La résistance des microorganismes aux
antimicrobiens s'est développée en raison de :

- La prescription non-contr6lée et de la mauvaise utilisation de médicaments
antimicrobiens disponibles dans le commerce, pour le traitement des maladies infectieuses
(Rahman et Islam, 2013), et I’utilisation d’antibiotiques dans le monde animal pour
augmenter la productivité (Weiss, 2002).

- L’immense variabilité¢ génétique due aux mutations, aux réarrangements et aux
transferts horizontaux des génes (Bengtsoon-Palme et al., 2017).

De plus, ces dernieres années les sociétés pharmaceutiques ont été incitées a
développer de nouveaux médicaments antimicrobiens, notamment en raison de I'émergence
constante de microorganismes résistants aux antimicrobiens conventionnels mais aussi en

raison de I’effet secondaire des produits chimiques antimicrobiens (Silva et Fernandes, 2010).
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1.1.1. Mode d’action des antimicrobiens

Les agents antimicrobiens sont des substances qui interferent avec la croissance des
microorganismes (Lariviere, 2002) et de ce fait ils ont été approuvés pour une utilisation en

médecine humaine et vétérinaire (Schwar et al., 2016)

Ces agents antimicrobiens peuvent induire la mort cellulaire et on parle ainsi d’agents
biocides ou simplement inhibent la croissance cellulaire et on parle ainsi d’agents biostatiques

(McDonnell et Russel, 1999)

Les biocides sont des agents antimicrobiens dotés de propriétés antiseptiques,
désinfectantes et conservatrices (Denyer et al., 2004), qui se basent sur la capacité
d'endommager a la fois la paroi cellulaire des microorganismes et la membrane plasmique,
mais aussi I'inhibition de la réplication de I'ADN (Tasca et Antiochia, 2020). Par exemple, le
glutaraldéhyde (GTA) forme des réticulations qui réagissent fortement avec les protéines,
inhibant I'activité enzymatique ou fixant d'autres structures, inhibant d'importantes fonctions

de survie des microorganismes (Maillard, 2002).

Les biostatiques un terme général indiquant l'inhibition de la croissance ou la
multiplication d'un organisme, en particulier des microorganismes (Persin et al., 2014), c'est-
a-dire qu'ils les maintiennent dans la phase stationnaire de croissance (Pankeyet Sabath, 2004)
par le blocage de la réplication de I'ADN, via l'inhibition de I'ADN gyrase ( Silva et al.,
2011). Par exemple, I'érythromycine est un agent biostatique, qui inhibe la croissance et la
reproduction bactérienne (Gbian & Omri, 2019) par exemple, en se liant a la sous-unité 50S
du ribosome bactérien pour inhiber la synthese des protéines (Schafhauser et al., 2018).

La maniere la plus courante de mode d’action des antimicrobiens est de déclencher la
perturbation de la membrane cytoplasmique comme par exemple par la formation ; de pores,
cette perturbation, elle est non spécifique mais tres efficace (Scheinpflug et al., 2015). Aussi
ils agissent par inhibition de la synthése des protéines, par interférence avec la synthese des
acides nucléiques, ou bien I’inhibition des voies métaboliques intermédiaires (McDonnell et

Russel, 1999).
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Les différents microorganismes : les virus, bactéries, champignons et protozoaires
pathogenes sont de plus en plus difficiles a traiter avec les médicaments existants (Orhan et
al., 2010), cette situation a poussé les scientifiques & étudier de nouvelles substances
naturelles (Mutlu-Ingok et al., 2020)qui possedent un large éventail de propriétés, notamment
des propriétés antibactériennes, antifongiques, et antivirales (Chassagne et al., 2021), capables

de traiter les souches microbiennes résistantes (YYah et Simate, 2015).

L'activité antibactérienne est liée a des composés qui peuvent étre classés soit comme
bactéricides qui tuent bactéries, ou bactériostatiques, ralentissant la croissance bactérienne
(Hajipour et al., 2012), les agents antibactériens peuvent causer des dommages a I'ADN, aussi
ils peuvent inhiber la synthése des protéines, inhiber le renouvellement de la paroi cellulaire
(Kolodkin-Gal et al., 2008) ou inhiber I’initiation de la synthése de I’ARN, par exemple la
rifampicine inhibe I'initiation de la synthése d'’ARN par son interaction avec la sous-unité p de

I' ARN polymérase d' Escherichia. coli (Engelberg-kulka et al., 2005)

De méme que pour les infections bactériennes, les infections fongiques causées par des
champignons opportunistes sont courantes (Nasrollahi et al., 2011), et les agents
antifongiques actuels ont des structures moléculaires qui induisent un mode d'action(Hochart
et al., 2008), soit sur la paroi cellulaire des champignons qui peut étre considérée comme la
cible principale des agents antifongiques en raison de sa structure de chitine (Nazzaro et al.,
2017), ou bien sur la membrane (Hochart et al., 2008), comme 1’’huile essentiel de Litsea
cubeba et son composant citral sont capables de présenter une activité antifongique contre
Fusarium moniliforme, en causant des dommages a leur paroi cellulaire et leur membrane
cellulaire, en inhibant la biosynthése des protéines et des peptidoglycanes (Nazzaro et al.,
2017) ainsi que 1’Uréase de Haricot Jack (JBU) qui est capable d'inhiber la croissance de
I'oomycéte Pythium oligandrum, par la propriété antifongique des uréases (Becker-Ritt et al.,
2017).

De nombreux médicaments antiviraux ont une utilisation limitée en raison de leur
toxicité, tandis que d'autres maladies virales n'ont pas encore trouvé de remeéde (Maregesi et
al., 2008) pour cela, il existe un besoin croissant de recherche de nouveaux composés ayant
une activité antivirale (Vijayan et al., 2004), du fait que le traitement des infections virales
avec la plupart des antiviraux est souvent insatisfaisant (Kudi et Myint, 1999) en raison du

probleme de la résistance virale (Vijayan et al., 2004). Les antiviraux sont efficaces dans les
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cas ou il n'y a pas de vaccins disponibles contre des virus comme le virus Influenza ( Pepin et
al., 2013 in Jansi et al., 2021) .

Concernant I’activité antivirale, il existe plusieurs composés naturels ayant une valeur
antivirale prouvée dans la prévention et/ou I'atténuation des infections virales (Mohammadi
Pour et al., 2019), comme par exemple il a été rapporté que l'activité antivirale des
polysaccharides sulfatés résulte de I'interférence avec les premiéres étapes du processus de
réplication virale, y compris l'adsorption du virus (Damonte et al., 2004 ; Harden et al., 2009)
tel que I’inhibition de la fixation initiale du virus enveloppés (comme les virus des familles
des flavivirus, des togavirus, des arénavirus, des rhabdovirus, des orthopoxvirus et des
herpésvirus), aux cellules hotes (Harden et al., 2009) suite a une interaction ionique entre les
régions chargées positivement de la glycoprotéine externe virale impliquées dans la fixation
du virion et les constituants chargés négativement de la surface cellulaire de la cellule héte
(Damonte et al., 2004). Aussi, la glycyrrhizine, un composé important, présente dans
Glycyrrhiza glabra , a une activité antivirale contre de nombreux virus tels que les infections
par le VHB, le VHC, le VIH et le HSV (Jansi et al., 2021).

Ces agents ou médicaments antimicrobiens peuvent provenir de différentes sources
telles que les plantes, les animaux, les mammiféres et les microorganismes (Pushpanathan et
al., 2013).

1.1.2. Propriétés antimicrobiennes chez les organismes vivants

Les produits naturels ont attiré I'attention de chercheurs pour le traitement de diverses
maladies causées par des infections microbiennes difficiles (Tripthi et al 2004; Ullah et al
2015 in Sadiq et al., 2016), telles que la tuberculose, les infections des voies urinaires, la
méningite, la dermatite et autres (Sadiq et al., 2016). La résistance aux médicaments est le
plus grand obstacle au succes du traitement des maladies infectieuses et qui a été observée
suite a I'introduction de nombreux agents antimicrobiens dans la pratique clinique (Jakubczyk
et Dussart, 2020).

Les produits naturels a activité antimicrobienne sont les meilleures alternatives (Tiwari
et al., 2007 in Das et al., 2010), des produits chimiques antimicrobiens en raison de 1’effet
secondaire qu’ils peuvent avoir et la résistance que les microorganismes pathogenes peuvent
développer contre les antibiotiques (Yakhlef et al., 2011). Les produits naturels peuvent donc

étre une source potentielle des antimicrobiens naturels a bas prix (Gyawali et Ibrahim, 2014).
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A T'heure actuelle, environ 40 % des médicaments délivrés sur ordonnance sont des
substances extraites a partir de plantes, d'animaux et de microorganismes (Alves et Rosa,
2005).

Les insectes, les animaux, les plantes et les bactéries produisent des molécules qui
comprennent des bactériocines de bactéries, des cyclotides de plantes et des théta-défensines

d'animaux (Tam et al., 2015).

1.1.3. Propriétés antimicrobiennes chez les microorganismes

Les microorganismes servent comme source précieuse de composés bioactifs, dont
certains ont permis de développer de nouveaux médicaments (Salikin et al., 2020), tels que les
actinomycetes et en particulier Streptomyces, qui sont considérés comme une source de

composés moléculaire bioactifs (Dezfully et Ramanayaka, 2015).

En 1928, Fleming découvre la pénicilline. 1l a constaté que la croissance de
Staphylococcus aureus était inhibée par un champignon du genre Penicillium, montrant qu'un
microorganisme peut produire des substances susceptibles d'inhiber la croissance d'autres

microorganismes (Saga et Yamaguchi, 2009).

Les produits naturels obtenus a partir de microorganismes apparaissent comme
la source la plus prometteuse des futurs antibiotiques (Yunus et al,2016 in Gislin et al., 2018),
la capaciteé métabolique des microorganismes affectent grandement la synthése des
métabolites bioactifs, qui comprennent des composés antibactériens, antifongiques et des

inhibiteurs d'enzymes (Kiranmayi et al., 2011).

Les levures ont montré aussi leur efficacité antimicrobiennes, par exemple la levure
Aureobasidium pullulans montre une activité antagoniste contre plusieurs phytopathogénes
comme Botrytiscinerea et Colletotrichum acutatum (Zahir et al., 2018). De méme les
bactéries lactiques ont montré leur capacité a avoir des actions bactéricides et/ou
bactériostatiques (De Vuyst et Vandamme, 1994 in Bouzaid et al., 2016), tel que la bactérie
Lactococcus subtilis qui inhibe la plupart des germes responsables des toxi-infections
alimentaires, de Gram positive notamment Listeria monocytigenes, Clostridium botulinum et
Staphylococcus aureus (Raimbiault, 1995). Aussi, le champignon Trichoderma cf. harzianum
couramment utilisé comme souche de lutte biologique, a montré une bonne activité

antagoniste contre différents champignons phytopathogénes (An et al., 2020).
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Concernant les substances a effet antimicrobien, produites par les microorganismes, de
nombreuses études ont montré que des bactéries sont capables de produire des composés
biologiquement actifs (Penesyan et al., 2009), par exemple la subtiline, est un composé
antimicrobien produit par Bacillus subtilis, qui s'est révélée efficace contre les bactéries a
Gram positif comme Staphylococcus aureus et a Gram négatif comme Escherichia coli
(Beima et al., 2002. Dhanapathi et al., 2008 in Mohammed & Sheikh, 2010). Dans le méme
contexte d’autres études ont montré que des extraits de cyanobactéries, présentent une toxicité
envers d'autres microorganismes (Shishido et al.,, 2019) comme par exemple, le
polysaccharide sulfaté isolé de la cyanobactérie Spirulina platensis, nommé spirulan, a
démontré une puissante activité antivirale contre le virus de I'herpés simplex de type 1
(HSV-1) et également contre le virus de l'immunodéficience humaine de type 1 (VIH-1)
(Falaise et al., 2016).

1.1.4. Propriétés antimicrobiennes chez les animaux

Dans pratiquement toutes les cultures humaines, les animaux ont été utilisés comme
ressources médicinales pour le traitement et le soulagement d'une plusieurs maladies (Eraldo
& Costa, 2004) par usage intensif des animaux et de leurs produits (Lev, 2003), dans un but
thérapeutique basé sur 1’'utilisation des médicaments obtenus a partir d'animaux ou de leurs

dérivés et connue sous le nom de zoothérapie (Mahawar et Jaroli, 2006).

Sept principales sources animales ont été exploitées a des fins médicales a travers
I'histoire : le miel, la cire, la vipére, les testicules de castor, I'huile de musc, le corail et I'ambre
gris (Lev, 2003), pour améliorer la santé et soigner des maladies (R6mulo et Humberto,
2011), notamment la toux, I'asthme, la tuberculose, la paralysie, les maux d'oreille, I'nerpes, la
faiblesse, les douleurs musculaires (Mahawar & Jaroli, 2008).

De méme, la viande de Cynopterus sphinx (chauve-souris) a éte utilisée pour soulager
la fievre et la toux (Jaroli et al., 2010) ou le miel qui a été utilisé pour le traitement des
troubles hépatiques et gastro-intestinaux, des ulcéres gastriques, ainsi que pour cicatriser les
plaies (Eraldo et Costa, 2005).

D’autres études ont montré les propriétés antimicrobiennes dans des sources animales
comme c’est le cas de plusieurs défensines animales, comme par exemple la dermaseptine,

I'antileucoprotéase, la protégrine et d'autres, qui ont eté testées pour leurs activités
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antimicrobiennes et leur efficacité contre les bactéries, les champignons et les protistes (Das
et al., 2010). Aussi, il a été documenté que I'urine de vache, de mouton, de chameau hyrax,
chévre, rhinocéros et ane sont efficaces comme antifongique, pour le traitement et la
désinfection, des maladies de la peau (Altaf et al., 2017), aussi le lait de chamelle aurait un
effet antimicrobien contre les bactéries Gram-positives et Gram-négatives, notamment
Escherichia coli , Listeria monocytogenes , Staphylococcus aureus et Salmonella
typhimurium (Berhe et al., 2017).

Des peptides d’origine animale peuvent également peuvent aussi avoir des effets
contre des microorganismes. Par exemple, la protégrine, une defensine porcine, peut agir
contre Escherichia coli, Listeria monocytogenes et Candida albicans (Douglas et al., 2008).
Aussi, la protéine de type C3 dans le sérum d'alligator joue un role fonctionnel dans les
propriétés antibactériennes du sérum d‘alligator (Merchant et al., 2005).

1.1.5. Propriétés antimicrobiennes chez les plantes

Les plantes médicinales sont continuellement considérées comme une bonne source de
produits naturels pour le traitement de diverses maladies (Shazhni et al., 2018), telles que les
affections pulmonaires, I'asthme, I'hypertension, l'infertilité (Maema et al., 2016)et aussi les

maladies infectieuses (Silva et Fernandes, 2010).

La connaissance de leurs propriétés curatives les plantes s'est transmise au cours des
siécles au sein et entre les communautés humaines (Silva et Fernandes, 2010). Les plantes
disposent d'un large éventail de mécanismes de défense pour lutter contre les stress physiques,
chimiques et biologiques (Tam et al., 2015), et ceci est possible en raison de leurs activités
biologiques dont elles disposent, et I’étude des propriétés médicinales de diverses plantes

suscite un intérét croissant (Rahman et Islam, 2013).

L'un des domaines de recherche les plus actifs est la recherche des composants
naturels de plantes a activité biologique (Tam et al., 2015) telles que les activités
antioxydantes (Arulselvan et al., 2016), antitumorales, anti-inflammatoires (Tungil et Celik,

2019) et en particulier les activités antimicrobiennes (Kobus-cisowska et al., 2018).
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Les plantes sont riches en une grande variété de métabolites secondaires telles que les
tanins, les alcaloides, les composés phénoliques et les flavonoides, reconnues comme des
ressources précieuses de composés antimicrobiens naturels (Manandhar et al., 2019), servant
a la protection contre les agents agresseurs, en particulier les microorganismes (Silva et
Fernandes, 2010)

En effet, des études ont suggéré que les composés bioactifs des plantes (les tanins, les
alcaloides, ,flavonoides, composés phénoliques et stéroides et autres) (Shazhni et al., 2018),
sont synthétisés par le métabolisme secondaire (Medina et al, 2005 Romero et al 2005 in
Manandhar et al., 2019), dans le cadre du mécanisme de défense, des plantes, contre les

attaques de microorganismes (Dafni et Bock, 2019).

Aussi, il a été rapporté que les peptides antimicrobiens (AMP) sont exprimeés dans des
systéemes végetaux tels que le tabac, la banane et la pomme de terre (Pushpanathan et al.,
2013). Les AMP sont des produits naturels bien connus considérés comme des alternatives
aux antibiotiques (Tanhaeian et al., 2020). Ces AMP ont un rdle défensifs pour perturber la
pénétration microbienne dans les membranes cellulaires (Tam et al., 2015), par leur capacité a
endommager la membrane cellulaire des microorganismes (Guilhelmelli et al., 2013). Les
peptides vegétaux posseédent une large activité antimicrobienne contre les bactéries, les
champignons ou les virus ( Heidari et al, 2002 in Yili et al., 2014).

Les principaux groupes de peptides antimicrobiens trouves dans les plantes sont
représentes par les thionines, les défensines et les protéines de transfert des lipides (Fontes &
Castro, 2005), Les peptides végétaux possedent une large activité antimicrobienne contre les

bactéries, les champignons ou les virus ( Heidari et al, 2002 in Yili et al., 2014).

I1 existe aussi d’autres molécules qui peuvent avoir des propriétés antimicrobiennes
qui sont les enzymes, par exemple ces enzymes possedent la propriété de ralentir la
pénétration microbiennes ainsi que leurs diffusion des toxines dans les tissus des plantes
(Benhamou et Picard, 1999). Parmi ces enzymes on peut citer les chitinases, les déacétylases
de la chitine, les chitosanases, les G-1,3-glucanases, les lysozymes et d'autres activités
capables d’hydrolyser les parois bactériennes ou fongiques (Asselin, 1993). Par exemple, les
1,3-glucanases, sont des enzymes capables de dégrader les composés majeurs de la paroi de la
plupart des champignons pathogénes (Benhamou et Picard, 1999) et les lysozymes capables

d’hydrolyser les polyméres structuraux des parois des microorganismes (Asselin, 1993).
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Les dérivés des plantes ont aussi leur importance tels que les extraits et les huiles

essentielles qui possedent aussi des propriétés antimicrobienne (Hammer et al., 1999).

En raison de la résistance des microorganismes aux antibiotiques conventionnels
(Silva et Fernandes, 2010), beaucoup d’attention a été prétée aux extraits bruts des plantes qui
commencent a avoir beaucoup d’intérét comme source potentielle de molécules naturelles
bioactives (Yakhlef et al., 2011) du fait de leurs activités antimicrobiennes et de leur faible
toxicité (Yili, Maksimov, Ma, et al., 2014), ce qui a permis de les utiliser pour lutter contre le
nombre croissant des souches bactériennes, tel que la puissante activité inhibitrice de I'extrait
de Vernonia polyanthes contre les souches de Leishmania (Silva et Fernandes, 2010). Aussi,
les huiles essentielles de la Lavandula bipinnata a montré une activité antimicrobienne contre
les bactéries a Gram positif tel que Staphylococcus aureus, et Bacillus subtilis et contre des
champignons tel que Penicillium notatum et Candida albicans (Hanamanthagouda et al.,
2010).

Les différents constituants antimicrobiens des différentes parties des plantes telles que
les tiges, les racines, les fruits, les fleurs et les graines, sont largement utilisés pour obtenir
diverses substances pharmacologiquement actives (Shazhni et al., 2018) comme par exemple,
les extraits de racines et de feuilles de Lippia buissonnant évaluée pour une activité
antimicrobienne contre Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Candida albicans et autres
(Silva et Fernandes, 2010).

Aussi, il a été signalé que tous les extraits aqueux des feuilles des plantes Acacia
nilotica, Sida cordifolia possedent une activité antimicrobienne contre les agents pathogenes,
comme Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,
Vibrio cholerae et Candida albicans (Vashist et Jindal, 2012). De méme, l'extrait de
cyclohexane du fruit de Monodora myristica et I'extrait d'acétate d'éthyle de I'écorce de tige
d'Albizia gummifera sont efficaces pour inhiber la croissance de Candida albicans et de
Candida kruse (Silva et Fernandes, 2010).

Concernant les graines des plantes, ces dernieres contiennent un grand nombre de
composés chimiques tel que les alcaloides, les lectines, les composés phénoliques et les
flavonoides, ces composés fonctionnent dans la protection des graines contre la dégradation
microbienne (Borchardt et al., 2009). Par exemple des études ont montré que les extraits de
graines d' Elettaria cardamomum présentent une activité antibactérienne sur différentes

bactéries telles que Staphylococcus aureus ainsi que le Staphylococcus aureus Multirésistant
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aux medicaments (MDR-MRSA) (Caleb. et al., 2009). Aussi, il a été montré que les graines
de Salvia hispanica, possédent des propriétés antimicrobiennes (Motyka et al, 2017) contre
les souches bactériennes a Gram™ et des souches a Gram™ (Glizel et al., 2020).

2. La plante Salvia hispanica

Salvia hispanica est une plante annuelle elle pousse dans les climats secs et semi-secs,
elle est originaire du Mexique et du Guatemala actuels (Kobus-cisowska et al., 2018). Salvia
hispanica est classée dans la famille des Lamiaceae, la superdivision de Spermatophyta et le

royaume de Plantae (Mohd Ali et al., 2012), comme montré dans le tableau suivant.

Tableau 1: Classification taxonomique de Salvia hispanica (National Center for
Biotechnology Information (NCBI) taxonomie).

Royaume Plantae
Sous-royaume Viridiplantae
Infra-royaume Streptophyta
Superdivision Embryophyta

Division Tracheophyta
Subdivision Spermatophytina
Classe Magnoliopside
Famille Lamiaceae
Superordre Asteranae
Ordre Lamiales
Genre Salvia
Espece Salvia hispanica

12
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2.1. Caractéristiques de la plante Salvia hispanica

Salvia hispanica est une plante a fleurs (Figure 1) de jours courts sensible a la
photopériode (Gupta et al., 2021), fleurissant lorsque les nuits sont plus longues (Busilacchi et
al., 2013 in Herman et al., 2018). Cette plante dispose des verticilles, qui ont une structure
labiale typique (Motyka et al, 2017). La plante de Salvia hispanica produit de nombreuses
petites graines blanches et foncees qui mdrissent en automne (Capitani et al., 2012) qui
posseéde de nombreuses propriétés bénéfiques pour la santé (Rodriguez et al., 2021). La
caractéristique la plus importante sélectionnée est la coupe fermée (Motyka et al, 2017), qui
empéche la dispersion des parties de la plante, telles que les branches, les feuilles et les
racines, ont été utilisées moins fréquemment que les graine pour lutter contre les voies

respiratoires infection (Grancieri et al., 2019).

Figure 1: Plante de Salvia hispanica ( Sapio et al, 2012, in Mohd Ali et al., 2012)

Salvia hispanica est sensible a la lumiere du jour, elle pousse jusqu'a une hauteur de 1
m. Les feuilles de cette plante sont allongées et dentelées, disposées en face et mesurent 3-5
cm de large et 4-8 cm de long (Motyka et al, 2017), Salvia hispanica produit également des
petites fleurs blanches ou violettes (Figure 2), de 3 a 4 mm, avec de petites corolles et des
parties florales fusionnées qui contribuent a un taux d'autopollinisation élevé (Mohd Ali et al.,
2012).
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Figure 2: La fleur de la plante de Salvia hispanica (Wester et CkaBen-Bockhoff, 2007).

Les graines de Salvia hispanica généralement tres petites de formes ovales de 2 mm de
long et 1 mm de large, la surface de la graine est lisse, brillante (Kulczynski et al., 2019), la
couleur de la graine varie du noir, gris ou noir tacheté au blanc ( Knez Hrnéicet al, 2018)
(Figure 3).

Figure 3: Les différentes graines de Salvia hispanica (Pelaez et al., 2019).

A : Graines noire, B : graines Blanche, C : Graines mouchetés, D : Graines Gris

2.2. La composition chimique et phytochimique des graines de Salvia hispanica

Bien que différentes parties de la plante aient été utilisées a des fins alimentaires,
médicinales et pharmaceutiques, la partie la plus attrayante de la plante est la graine (Tungil et
Celik, 2019). En 2019, les graines de Salvia hispanica ont été approuvées par I'Autorité

européenne de sécurité des aliments (EFSA) en tant que nouvel aliment a usages prolongés, ce
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qui a permis l'inclusion de graines de chia dans une variété d'aliments (Turck et al, 2019,
Turck et al, 2015).

Les graines de Salvia hispanica ont été décrites comme une bonne source de lipides,
de protéines, de fibres alimentaires, de composés polyphénoliques et d'acides gras
polyinsaturés Oméga-3 (Imran, Nadeem, Manzoor, Ali, et al.,, 2016) avec de grandes
quantités de fer, de potassium, de calcium, de phosphore, et de vitamine A (Rahman et al.,
2019, de Silva et al., 2017 in Rabail et al., 2021). Leur composition chimique unique et leur
haute valeur nutritionnelle font des graines de Salvia hispanica une matiére premiere tres
précieuse (Motyka et al, 2017). Le tableau suivant représente les composants chimiques

bioactifs des graines de Salvia hispanica.

Tableau 2: La composition chimique de la graine de Salvia hispanica (Din et al., 2021)

Composés Teneur en pourcentage
Glucides 41%
Graisses 30 %
Protéines 16-28 %
Cendre 4 %
Fibre alimentaire 8-30%

2.3. Les activités biologiques de la plante Salvia hispanica

Les parties des plantes telles que la tige, la racine, le fruit, la fleur et les graines, sont
largement utilisés pour obtenir diverses substances pharmacologiquement actives (Shazhni et
al., 2018). Les feuilles de Salvia hispanica sont riches en composés flavonoides,
principalement des dérivés de flavones et les acides phénoliques (Zayova et al., 2016) qui
représentent les principaux composant de I’activité antioxydante et leurs propriétés
antimicrobiennes ( Amata et al.,2012, Elshafie et al., 2018 in Motyka et al, 2017).

Les constituants des fleurs de Salvia hispanica comprennent des alcaloides, des

glucides, des acides gras, des dérivés glycosidiques, des composes phénoliques et des terpénes
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(Narayanan et al., 2015 in de Falco et al., 2021), ainsi, 1’utilisation des racines étaient

autrefois utilisées pour traiter les diarrhées (Zufiga-Lopez et al., 2021).

2.4. Les activités biologiques des graines de Salvia hispanica

Les graines de Salvia hispanica contiennent des composés bioactifs (Chan-zapata et
al., 2019) qui présentent des activités biologiques telles que des activités antioxydantes, anti-

inflammatoires et antimicrobiennes (Dziadek, KOpec, et al., 2022).

Les graines de Salvia hispanica contiennent un grand nombre d'antioxydants naturels
(Hrn¢i¢ et al., 2019), tels que les composés polyphénoliques (acides phénoliques et
flavonoides) (Dziadek, et al., 2022) ainsi que les tocophérols, les phytostérols, et les
caroténoides (Hrn¢i¢ et al., 2019), qui pourraient protéger contre les maladies
cardiovasculaires et la formation de cancers (Tuncil et Celik, 2019). Les graines de Salvia
hispanica sont capables de désactiver les radicaux cationiques, ainsi la capacité de piéger les

radicaux libre (Hrn¢i¢ et al., 2019).

Les graines de Salvia hispanica ont des propriétés protectrices pour la santé et des
propriétés anti-inflammatoires (Rabail et al., 2021). Aussi, les graines de Salvia hispanica est
une source de tanins, qui ont un effet astringent, contiennent également de I'huile essentielle
(Motyka et al, 2017), les fibres alimentaires présentes dans les graines, comprennent des
fibres solubles et du mucilage qui pourraient diminuer les réponses inflammatoires (Tungcil et
Celik, 2019).

Les graines de Salvia hispanica sont riches en une grande variété de métabolites
secondaires tels que les tanins, les alcaloides, les composés phénoliques, les flavonoides
(Motyka et al, 2017), les polysaccharides et les stérols (Bajpai., 2016 in Gizel et al., 2020),
qui se sont avérés avoir des propriétés antimicrobiennes (Duraipandiyan et al., 2006, Djeussi
et al., 2013 in Manandhar et al., 2019). D’autres études, ont montré que les graines de Salvia
hispanica ont une activité antimicrobienne (Tuncil et Celik, 2019) contre des souches
bactériennes a Gram- et a Gram+ (Glizel et al., 2020) et des champignons (Tungil et
Celik,2019).

Pour cela, I’objectif de notre travail est de rechercher des propriétés antibactériennes

chez les graines de Salvia hispanica.
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Matériels et Méthodes

Ce travail a été réalisé au niveau du Laboratoire de Microbiologie de 1’Université
Belhadj Bouchaib- Ain Témouchent (UBBAT), durant le second semestre du Master 2 de
I’année universitaire 2021/2022. Ce travail a pour but de rechercher des activités

antibactériennes chez les graines de la plante Salvia hispanica.

1. Matériel biologique

1.1. Récolte du matériel végétal

Les graines de Salvia hispanica, utilisées dans cette étude, ont été achetées a partir du
commerce de la ville d’Ain Témouchent. Ces graines (Figure 4A) de Salvia hispanica ont été
séchées a 1’air libre pendant quelques jours, puis broyées a 1’aide d’un broyeur. La poudre

obtenue (Figure 4B) a été utilisée pour la préparation de la solution des graines qui va servir a

la recherche de propriétés antibactériennes.

Figure 4: Graines de Salvia hispanica utilisé dans cette étude

(A) : les graines de Salvia hispanica, (B) : Poudre des graines de Salvia hispanica.
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1.2. Préparation d’extrait de Salvia hispanica

Pour I’obtention de la solution des graines de Salvia hispanica, 0,5 g de poudre de ces

graines ont été ajoutées a 10 mL d’eau distillée et laissée sous agitation pendant 2 heures.

Par la suite la solution obtenue est centrifugée a 6 000trs/min, pendant 5 minutes. Les
surnageant obtenu est récupéré puis filtré a I’aide d’un micro-filtre (Figure 5). Le filtrat

obtenu est conservé a 4°C, pour étre testé pour ses propriétés antibactériennes

Figure 5 : Stérilisation de la solution des graines de Salvia hispanica par le micro-filtre

1.3. Détermination de pH de la solution des graines de Salvia hispanica

Pour déterminer le pH de la solution des graines de Salvia hispanica, des bandelettes

de pH ont été utilisées.

1.4. Dosage des protéines

Le dosage des protéines de la solution Salvia hispanica a été par la méthode de
Bradford (1976).

Le test de Bradford est basé sur 1’association des protéines et le colorant bleu de
Coomasie G-250 (Coomasie Brilliant Blue G-250), qui se trouve en forme rouge et bleue, la
forme rouge est convertie en forme bleue lors de la liaison du colorant a la protéine, la liaison
du colorant & la protéine est un processus tres rapide ( environ 2mn) (Bradford, 1976)

La couleur bleue du complexe Coomasie Brilliant Blue-protéine ou CBB-protéine est

généralement mesurée a 595nm pour son rendement maximal (Lu et al., 2010).
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Pour déterminer la quantité de protéines dans la solution des graines de Salvia
hispanica, la protéine hémoglobine du sang bovin (Sigma-Aldrich) a été utilisée.

Pour cela, une solution mere de cette protéine a été préparée dans de ’eau distillée
pour avoir une concentration de 10mg/mL. A partir de cette solution mere, une gamme de
solution étalon de différentes concentrations d’hémoglobine (1 ;2,5;5; 7,5; 10 mg/mL) a
été préparée (Tableau 3). Ensuite, 0,2 mL du réactif de Bradford ont été ajoutés a 0,8 mL a
chacune des concentrations d’hémoglobine. La DO est, ensuite, mesurée a 595 nm et a partir

des différentes DO, une courbe étalon DO = f ([hémoglobine]) a été tracée.

Apres, 0,2 mL du réactif de Bradford ont été ajoutés a 0,8 mL de la solution des

graines de Salvia hispanica et la DO mesurée a 595 nm.

Tableau 3: Gamme étalon utilisée pour la préparation de la courbe étalon de I'hémoglobine

Concentrations (mg/mL) 0 1 2,5 5 7,5 10

Volume (mL) de la solution
meére hémoglobine du sang 0 0,08 0,2 0,4 0,6 0,8
bovin10mg/mL

Volume (mL) H20 0,8 0,72 0,8 0,4 0,2 0

2. Preparation de standard McFarland 0.5

Les étalons McFarland sont des suspensions de sulfate de baryum qui permettent une
comparaison visuelle de la densité bactérienne (Hudzicki, 2009). En microbiologie, les
étalons McFarland sont utilisés comme suspensions de référence pour la comparaison avec
des suspensions bactériennes dans des milieux liquides pour effectuer, par exemple, des

antibiogrammes (Lahuerta Zamoura et Pérez-Gracia, 2012).

Pour la préparation du standard McFarland 0.5, on ajoute 0,05 mL de BaCl, a
0,048M, a 9,95 mL d’H.SO4 a 0,18M (Andrews, 2006). Le standard McFarland 0,5 est
équivalant & une suspension bactérienne contenant entre 1 x 108 et 2 x 108 UFC/mL d'E. coli
(Hudzicki, 2009).
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3. Les souches bactériennes

Les souches bactériennes utilisées dans cette etude afin de rechercher des activités
antibactériennes dans la solution des graines de Salvia hispanica, sont des souches de
références de la collection internationale ATCC (American Type Culture Collection) :
Staphylococcus aureus 25923, Escherichia coli 25 921, Pseudomonas aeruginosa 27 853, qui

font partie de la collection du laboratoire de Microbiologic de ’'UBBAT.

3.1. Purification et culture des souches de références bactériennes

Les 3 souches de références utilisées pour cette étude, ont été purifiées par le
repiquage sur leurs milieux de cultures sélectifs. La souche Escherichia coli ATCC 25 921
sur milieu MacConkey, Staphylococcus aureus ATCC 25 923 sur milieu MSA, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27 853 sur milieu King A, et King B, ensuite elles ont été incubées
pendant 24H a 37° C.

Pour les cultures et la purification des souches de référence, ainsi que pour la détection
des propriétés antibactériennes dans la solution des graines de Salvia hispanica, des milieux

de culture ont été préparés (\Voir annexe).

3.2. Vérification de la pureté et de I’aspect macroscopique et microscopique des souches
de référence.

3.2.1. Observation macroscopique
Apres incubation, les colonies apparues sur le milieu de culture sélection été

observées, afin de s’assurer de leur pureté, de leurs aspects, de leurs formes, leurs contours, de

leurs couleurs etc...

3.2.2. Observation microscopique

L’observation microscopique a été réalisée suite a une coloration de Gram. Cette
observation permet de vérifier la pureté des souches de références et de confirmer leur Gram,

ainsi que leurs aspects morphologiques, leurs tailles, leurs modes de regroupements.
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4. Recherche d’activités antibactériennes dans la solution des graines de Salvia

hispanica sur milieu solide

4.2. La méthode de diffusion par disques sur milieu Muller-Hinton Agar

La détermination de I’activité antibactériennes de la solution des graines de Salvia
hispanica, a été realisée par méthode de diffusion par disques sur milieu Miller Hinton Agar
(MHA), afin d’évaluer la résistance/sensibilité des souches bactériennes de références vis-a-
vis de la solution des graines de Salvia hispanica, pour cela, 0,5 mL d’une suspension
bactérienne, correspondant a McFarland 0,5, de chaque souche bactérienne de références sont
étalés a la surface du milieu MHA, ensuite des disques de papier stérile imprégnés dans les
solutions de graines de Salvia hispanica a différentes concentrations (5mg/mL, 12,5mg/mL,
25mg/mL, et 50mg/mL), sont déposes séparément a la surface du milieu MHA, de maniere a

avoir un contact directe avec les bactéries.

L’apparition d’une zone claire autour des disques signifiée une sensibilité des souches
de référence vis-a-vis de la solution des graines de Salvia hispanica, par contre, 1’absence
d’une zone claire indique une résistance des souches de référence. Aprés incubation de 24h a
37°C, les zones d’inhibition seront mesurées.

- Si le diamétre d’inhibition est inférieur ou égal a 8 mm : bactéries résistantes

- Si le diametre est entre 9 et 14 mm : bactéries sensibles

- Si le diametre est entre 15 et 19 mm : bactéries tres sensibles

- Si le diametre supérieur ou égal a 20 mm : bactérie extrémement sensible (Kouadio

etal., 2017).

4.3. La méthode de dénombrement

Pour étudier I’effet inhibiteur de solution des graines de Salvia hispanica, la méthode
de dénombrement sur milieu solide a été utilisée.

Pour cela 2 boites ont été utilisées, une 1°¢ boite (témoin négatif) qui contient le
milieu MHA et la 2°™ boite (t¢émoin positif) qui contient le milieu MHA additionné de 5%
(2.5mg/mL), de la solution des graines de Salvia hispanica.

Les 2 boites sont ensuite ensemencées en surface par étalement de 0.5mL d’une pré-
culture de 24h des souches bactériennes de références.

La méme méthode appliquee pour une addition de 10% (5mg/mL) de la solution des

graines de Salvia hispanica dans deux boites qui contient le milieu MHA

22



Matériels et Méthodes

Apres 24h d’incubation a 37°C, les colonies des 2 boites sont dénombrées pour étre

comparées.

5. Recherche d’activités antibactériennes dans la solution des graines de Salvia
hispanica sur milieu liquide (Bouillon Nutritif)

5.1. Mesure de la croissance bactérienne par spectrophotométrie

Pour I’évaluation des propriétés antibactériennes des graines de Salvia hispanica, sur
les souches bactériennes de références, le Bouillon nutritif a été utilise.

Pour ce test, des tubes a essai contenant du bouillon nutritif stérile ont été utilisés.
Pour chaque test, 3 tubes ont éte utilisé :

1°" tube (témoin négatif) : contient le BN additionné de la solution des graines de
Salvia hispanica a des concentrations finales de 0,5mg/mL, 2,5mg/mL, 5mg/mL Ce milieu
n’est pas ensemencé avec les pré-cultures des souches de références.

2° tube (témoin positif) : contient le BN ensemencé avec des pré-cultures, de 24h, des
souches de références sur BN de maniere a avoir une DOsoonm initiale de 0,01.

3% tube : contient le BN additionné de la solution des graines de Salvia hispanica a des
concentrations finales de 0,5mg/mL, 2,5mg/mL, 5mg/mL, ensuite ce milieu est ensemencé
avec des pre-cultures de 24h des souches de références sur BN, de maniére a avoir une
DOsoonm initiale de 0,01.

Aprés incubation de 24h & 37°C, les DO des suspensions bactériennes du 2°™ et 3°™®
tube seront mesurées a 600 nm et comparées, pour déterminer si la présence de la solution des
graines de Salvia hispanica influence la croissance des souches de référence, ce qui est

révélateur de la présence de propriétés antibactériennes.
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5.2. Etude d’effet bactériostatique/bactéricide des solutions des graines Salvia

hispanica

Afin d’étudier I’effet bactériostatique/bactéricide de la solution des graines de Salvia
hispanica, les cultures des souches de références obtenues aprés 24h d’incubation en présence
des solutions de graines de Salvia hispanica a des concentrations finales de 0,5mg/mL,
2,5mg/mL, 5mg/mL, et sans la présence de ces solutions de graines de Salvia hispanica, ont
été utilisée afin d’inoculer le milieu BN stérile de maniére a avoir une DOgoonm initiale de
0,01. Aprés incubation de 24h a 37°C, les DOsoonm des 2 suspensions bactériennes seront
mesurées et comparées, pour déterminer si la présence de la solution des graines de Salvia
hispanica avait juste inhibé la croissance (effet bactériostatique) des souches de référence ou

avait tué ces souches de référence (effet bactéricide).

5.3. Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice sur milieu liquide
(Bouillon Nutritif)

La Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) a été déterminée vis-a-vis les souches
bactériennes de références par la méthode de micro-dilution sur microplaque de 96 puits.

La CMI est définie comme la plus faible concentration de la substance pour laquelle il
n’y a pas de croissance (Toty et al., 2013). Pour cette étude, 100 pL du milieu Bouillon
Nutritif (BN) ont été déposés stérilement dans toutes les cupules de la plaque, 50 pL de
I’extrait testée a été ajouté dans le 2 et le 3 puits, ensuite, le contenu du 3°™ puits a été bien
mélangé en réalisant des va-et-vient avec une micropipette. Puis les 100 pL de I’extrait testée
et du BN du 3°™ puits ont été récupérés et transférés dans la colonne 4. Ensuite de la méme
maniere réaliser une série de dilutions successives pour le reste des puits. Tous les puits seront
inoculés par 50 pL des suspensions bactériennes correspondant a une turbidité de 0,5
McFarland diluée 100 fois, dans tous les puits a I’exception des puits des colonnes 2. Incuber
la microplaque a 37°C pendant 18 a 24 heures. Apres incubation a 37°C pendant 24h, les

DOsoonm de tous les puits seront mesurés aprées dilution.
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6. Evaluation de stabilité de I’activité antibactérienne de la solution des graines de
Salvia hispanica
6.1. L’influence du pH sur les propriétés antibactériennes de la solution des graines de

Salvia hispanica

Afin d’évaluer I’influence du pH sur I’activité de la solution des graines de Salvia
hispanica, 0,5 mg de poudre des graines de Salvia hispanica ont été ajoutés a 10 mL de
différents tampons (tampons phosphate a 0,2 M et 0,5 M et a pH 5,5, tampons Glycine NaOH
0,2M et 0,5 M et a pH 10) au lieu de I’cau distillée.

Pour ce test des tubes d’essai contenant du BN stérile ont été utilisés. Pour chaque

tampons, 3 tubes ont été utilisé

1°" tube (témoin négatif) : contient le BN additionné de la solution des graines de
Salvia hispanica (préparé dans un tampon au licu de I’eau distillée) a une concentration finale
de 10%, ce milieu n’est pas ensemencé avec les pré-cultures des souches bactériennes de

références.

2° tube (témoin négatif) : contient le BN additionné de 10 % du tampons, ensemencé
avec des pré-cultures de 24h des souches bactériennes de références sur le BN de maniere a
avoir une DOgoonm initiale de 0,01

3° tube : contient le BN additionné de la solution tamponnée des graines de Salvia
hispanica a une concentration finale a 5mg/mL (10%), ensuite le milieu est ensemencé avec
des pré-cultures de 24h des souches bactériennes de références, de maniére avoir des DOgoonm
initial 0,01.

Aprés incubation & 37°C pendant 24h, les DO des suspensions bactériennes du 2°™ et
3°M tube seront mesurées a 600nm et comparées, pour déterminer si le pH influence sur

I’activité antibactérienne de la solution des graines de Salvia hispanica.
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6.2. L’influence de la température sur les propriétés antibactériennes de la solution des

graines de Salvia hispanica

Pour évaluer I’influence de la température sur les propriétés antibactériennes des
graines de Salvia hispanica, leur solution a éte traitée a 90°C au bain-marie pendant 2 heures.

En paralléle cette solution a été traitée aussi a -20°C pendant 2 heures.

Pour ce test des tubes a essai contenant du BN stérile ont été utilisés. Pour chaque

solution traité (90°C -20°C), 3 tubes a essai ont été utilises.

1°" tube (témoin négatif) : contient le BN additionné de la solution traitée des graines
de Salvia hispanica a une concentration de 5Smg/mL (10%), ce milieu n’est pas ensemencé

avec les pré-cultures des souches bactériennes de références.

2° tube (témoin positif) : contient le BN ensemencé avec des pré-cultures, de 24h, des
souches de références sur BN de maniere & avoir une DOsoonm initiale de 0,01.

3° tube : contient le BN additionnée des solutions des graines de Salvia hispanica,
traitées & 90°C et a -20°C pendant 2 heures, & une concentration de 5mg/mL (10 %), ensuite le
milieu est ensemencé avec des pré-cultures des souches bactériennes de références de 24h de

maniéere avoir des DOsoonm initial 0.01

Aprés incubation & 37°C pendant 24h, les DO des suspensions bactériennes du 2°™ et
3°M tube seront mesurées & 600 nm et comparées, pour déterminer si le traitement & des
températures extrémes, influence sur 1’activité antibactérienne de la solution des graines de

Salvia hispanica.
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Résultats et discussion

1. Détermination du pH de la solution des graines de Salvia hispanica

La mesure du pH de la solution des graines de Salvia hispanica a été effectuée par

’utilisation des bandelettes de mesure de pH

Les résultats de cette mesure (Figure 6) montrent que les solutions des graines de
Salvia hispanica ont un pH qui est situé entre 6 et 7.

Figure 6 : Mesure de pH de la solution des graines de Salvia hispanica

1.1. Dosage des protéines

Le dosage des protéines de la solution des graines de Salvia hispanica est effectué par la
méthode de Bradford (1976).

La mesure des DO a 595nm des différentes concentrations de protéine d’hémoglobine, nous a

permis de tracer la courbe d’étalon DO=([hémoglobine]) (Figure 7)
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Figure 7: Courbe étalon de la protéine d'hémoglobine

Le résultat obtenu du dosage de la teneur en protéine de la solution des graines de
Salvia hispanica a révélé la présence de concentration de 20mg/mL, ce qui représente une
concentration de 40% de protéine au niveau des graines Salvia hispanica. Cette concentration
est plus élevée par rapport a ce qui a été montré par Marcinek et Krejpcio, (2017) qui ont
trouvé une concentration des protéines qui varie entre 17 et 26 %. Cette différence de
concentration des protéines peut étre di aux conditions de culture et aux facteurs

environnementaux (Rodriguez et al., 2021).

2. Preéparation de Standard McFarland

Les suspensions bactériennes des souches de références Escherichia coli (E. coli) ATCC
25921 ; Staphylococcus aureus (S. aureus) ATCC 25923 et Pseudomonas aeruginosa
(P. aeruginosa) ATCC 27 853 utilisées pour la recherche de propriétés antibactériennes dans
la solution des graines de Salvia hispanica, ont été préparées dans des tubes contenant de
I’eau physiologique stériles. La turbidité des suspensions bactériennes de références a été

ajustée afin de correspondre a la turbidité du standard McFarland 0.5 (Figure 8)
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Figure 8: Comparaison visuelle entre la turbidité des 3 souches bactériennes de références

3. Vdérification de la pureté et ’aspect macroscopique et microscopique des souches

bactériennes de références

3.1. L’observation macroscopique

La pureté des souches bactériennes de références a été verifiée par observation
macroscopique sur milieux sélectifs (milieu MacConkey pour la souche Escherichia coli,
milieu MSA pour la souche Staphylococcus aureus, milieux King A et King B pour la souche
Pseudomonas aeruginosa), qui permettent d’observer 1’aspect, la couleur, la taille, la forme,

la coupe et le contour des colonies (Figure 9).

L’observation macroscopique des souches bactériennes sur milieux sélectif a montré les

aspects suivants :

-E. coli ATCC 25 921 sur milieu MacConkey, les colonies apparaissent petites, roses de
diametre 0.1mm, avec un aspect lisse et humide (Figure 9A).

-S. aureus ATCC 25923 sur milieu MSA, les colonies apparaissent en forme ronde
bombé avec couleur jaune brillant, un aspect lisse et visqueux, ainsi que la couleur du milieu

de culture est transformée du couleur rouge en couleur jaune (Figure 9B).
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-P. aeruginosa ATCC 27 853 sur milieu King A, les colonies apparaissent en forme ronde
de couleur opaque, avec un aspect visqueux, ainsi que la transformation de couleur du milieu

de culture de couleur opaque en couleur verte (Figure 9C).

A B C

Figure 9: Observation macroscopique des 3 souches bactériennes de références

A : Escherichia coli ; B : Staphylococcus aureus ; C : Pseudomonas aeruginosa

Les observations macroscopiques, confirment la pureté des souches de référence.

3.2. Observation microscopique

L’observation microscopique a été effectuée apres coloration de Gram. Cette coloration
permet de verifier la pureté des souches bactériennes de référence ainsi que leur Gram (positif
ou négatif), leur mode de regroupement, leur morphologie (Bacille ou Cocci) (Figure 10).

L’observation microscopique des souches bactériennes apres coloration de Gram a

montré les résultats suivants :

-E. coli avec une forme bacille et un regroupement diplobacille, la coloration de Gram

montre que les souches sont des Gram- (Figure 10A).

-S. aureus avec une forme cocci, un regroupement en amas, la coloration de Gram montre

que les souches sont des Gram+ (Figure 10B).
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P. aeruginosa avec une forme bacille, la coloration de Gram montre que les souches sont
des Gram- (Figure 10C).

A B C

Figure 10: Observation microscopique des souches bactériennes de références

A : Escherichia coli ; B : Staphylococcus aureus ; C : Pseudomonas aeruginosa

Les observations microscopiques, confirment la pureté des souches de référence.

4. Recherche d’activités antibactériennes dans la solution des graines de Salvia

hispanica sur milieu solide

4.1. La méthode de diffusion par disque sur milieu Muller-Hinton Agar

L’évaluation de I’activité antibactérienne de la solution des graines de Salvia hispanica a
été réalisée par la méthode de diffusion par disque sur milieu Mdller-Hinton Agar, afin de
déterminer la Résistance/Sensibilité des souches de référence vis-a-vis des différentes
concentrations (5mg/mL, 12,5mg/mL, 25mg/mL, et 50mg/mL) de la solution des graines de
Salvia hispanica, par I’effet de la solution, les résultats obtenus ont été évalués en termes de

diameétre de la zone d’inhibition formée aprés incubation pendant 24h a 37°C.

L’inhibition de la croissance bactériennes s’effectue par un éclaircissement autour des
disques, les zones d’inhibition seront mesurées :
- Si le diametre d’inhibition est inférieur ou égal a 8 mm : bactéries résistantes

- Si le diamétre est entre 9 et 14 mm : bactéries sensibles
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- Si le diametre est entre 15 et 19 mm : bactéries tres sensibles
- Si le diametre supérieur ou égal a 20 mm : bactérie extrémement sensible (Kouadio et al.,
2017)

Le tableau ci-dessous récapitule les résultats obtenus de cette étude de
Reésistance/Sensibilité des souches de réféerence vis-a-vis des différentes concentrations de la

solution des graines de Salvia hispanica.

Tableau 4: Tableau des résultats Résistance/Sensibilité des souches bactériennes de

références vis-a-vis la solution des graines de Salvia hispanica

5mg/mL 12,5mg/mL 25mg/mL 50mg/mL
S. aureus 9mm 9mm 9mm 11mm
S S S S
P. aeruginosa 8mm 9mm 9mm 12mm
R S S S
E. coli mm 8mm 9mm 9mm
R R S S

S : Sensible, R : Résistante

Les résultats du test diffusion par disque présenté dans le tableau 4, montrent la
présence de D’activité antibactérienne de la solution des graines de Salvia hispanica a
différentes concentrations (5mg/mL, 12,5mg/mL, 25mg/mL, et 50m/mL), sur les souches
bactériennes de référence, sauf pour la souche E. coli qui a représenté une résistance vis-a-vis
des concentrations 5mg/mL et 12,5mg/mL ainsi pour la souche P. aeruginosa qui présente
une résistance a la concentration 5pug/mL. Par contre, les résultats obtenus par Tungcil et Celik,
(2019), sur I’activité antibactériennes de Salvia hispanica, par I’utilisation de la méthode de
diffusion sur disque, vis-a-vis certaines souches bactériennes comme S. aureus et E. coli, ont
montré que I’extrait aqueux de la solution des graine de Salvia hispanican’a aucune activité

antibactérienne contre les souches étudiées.

L’étude de Divyapria et al (2016) sur I’activité antibactérienne de I’extrait aqueux des

graines de Salvia hispanica a différentes concentrations (5mg/mL, 10mg/mL, 25mg/mL,
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50mg/mL, 75ug/mL) contre des souches bactériennes parodantales, ont montré une zone
d’inhibition entre 5Smm et 18mm. Divyapriya et al., (2016), ont suggéré que l'action
antimicrobienne des graines de Salvia hispanica est probablement due a sa composition, les
graines de Salvia hispanica contiennent environ 30% d'huile, qui contiendrait 17 a 26%

d'acide linoléique et 50 a 57% d'acide a-linolénique.

4.2. La méthode de dénombrement

Afin d’étudier I’effet inhibiteur des graines de Salvia hispanica sur la croissance des
souches bactériennes de réference, la méthode de dénombrement directe sur milieu solide a
été utilisée, aprés ensemencement en surface sur un milieu Miller-Hinton Agar additionné de
la solution des graines de Salvia hispanica a une concentration finale de 5% (correspondant a

une concentration de 2.5mg/mL) et de 10% (correspondant & une concentration de 5mg/mL).

Aprés incubation de 24h a 37°C, les boites sont dénombrées et comparées avec un

contrdle ou la solution des graines de Salvia hispanica n’a pas été ajoutée.

Le dénombrement des bactéries a été effectué a 1’aide d’un compteur de colonies, les

résultats obtenus sont représentés dans le tableau suivant :

Tableau 5 : Résultats de I'effet inhibiteur de la solution des graines de Salvia hispanica vis-a-

vis les souches bactériennes de référence

Concentration de la solution des Concentration de la solution des
graines de Salvia hispanica a 5% graines de Salvia hispanica a 10%
(correspondant a une concentration de | (correspondant a une concentration
2.5mg/mL) de 5mg/mL)
Absence de la . Absen_ce de la Présence de la
. Présence de la solution des .
solution des ) . . solution des
: ._ | solution des graines graines de . .
graines de Salvia L . ) graines de Salvia
) . de Salvia hispanica Salvia . .
hispanica hi . hispanica
ispanica
S. aureus Indéenombrable Indénombrable Indénombrable 78
P. aeruginosa Indénombrable Indénombrable Indénombrable | Indénombrable
E. coli Indénombrable Indénombrable Indénombrable 213
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Figure 11: Résultats de I'étude de I'effet inhibiteur de la solution des graines de Salvia

hispanica sur la croissance des souches de références

A : Culture des souches sans extrait, B : Culture des souches en présence d’une concentration de 5%
correspondant & une concentration de 2,5mg/mL) de la solution des graines de Salvia hispanica, C : Culture des
souches en présence d’une concentration de 10% (correspondant a une concentration de 5mg/mL) de la solution

des graines de Salvia hispanica

Les résultats présentés dans le tableau 5 montre que pour la concentration de
2.5mg/mL de la solution des graines de Salvia hispanica aucune activité antibactérienne n’a
été détectée vis-a-vis des 3 souches de référence, du fait que la croissance sur milieu solide de
ces souches, n’est pas affectée en présence de cette solution, comparez a la croissance de ces
souches en absence de la solution des graines de Salvia hispanica. Parcontre, les résultats la
concentration de 5mg/mL de la solution des graines de Salvia hispanica, un effet d’inhibition
de la croissance des souches S. aureus et E. coli, en présence de cette solution,a été obseve,
contrairement a la souche P. aeruginosa ou sa croissance n’a pas été affectée, en présence de

cette solution.
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5. Recherche d’activités antibactériennes dans la solution des graines de Salvia

hispanica sur milieu liquide (Bouillon Nutritif)

5.1. Mesure de la croissance bactérienne par spectrophotometrie

Afin de rechercher des propriétés antibactériennes dans les graines de Salvia
hispanica, le milieu liqguide BN a été inoculé avec des pré-culture de 24h des souches
bactériennes de référence (de sorte a avoir une DOegoonm initiale de 0,01), en absence et en
présence de la solution des graines de Salvia hispanica a une concentration finale 0,5mg/mL
(correspondant & une concentration finale de 1%), 2,5mg/mL (correspondant a une

concentration finale de 5%) et 5mg/mL (correspondant a une concentration finale de 10%).

Apres incubation de 24h a 37°C, les DOgoonm SONt Mesurées et comparées.
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Escherichia coli C
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Figure 12: Evaluation de I'activité antibactérienne de la solution des graines de Salvia

hispanica sur les 3 souches bactériennes de références, en milieu liquide

Les resultats obtenus de cette étude (Figure 12) montrent la présence d’activité
antibactérienne dans la solution des graines de Salvia hispanica, vis-a-vis des 3 souches de
référence testées (E. coli 25 921, S. aureus 25 923 et P. aeruginosa 27 853).

L’augmentation de la concentration de la solution des graines de Salvia hispanica
(0.5mg/mL, 2.5mg/mL, 5mg/mL), influence sur les capacités de croissance bactérienne des 3
souches de référence (Figure 12). Les résultats de ce test montrent que plus la concentration
de la solution des graines augmente et plus la croissance des 3 souches diminue. En effet,

selon la Figure 12 on remarque que :

- La souche Staphylococcus aureus a perdu 42%, 80%, et 97% de sa croissance en
présence de la solution des graines de Salvia hispanica respectivement & des concentrations
0.5mg/mL, 2.5mg/mL et 5Smg/mL. (Figure 12A)

- La souche Pseudomonas aeruginosa a perdu 22%, 73%, et 100% de sa croissance en
présence de la solution des graines de Salvia hispanica respectivement a des concentrations
0,5mg/mL, 2,5mg/mL et 5Smg/mL. (Figure 12B)
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- La souche Escherichia coli a perdu 81%, 88%, et 100% de sa croissance en présence
de la solution des graines de Salvia hispanica respectivement & des concentration 0,5mg/mL,
2,5mg/mL et 5mg/mL (Figure 12C).

Les résultats obtenus montrent que la solution des graines de Salvia hispanica présente
une activité antibactérienne contre les souches Gram- (E. coli et P. aeruginosa) et Gram+
(S. aureus) a des proportions variables. Ces résultats ont montré aussi, que I’augmentation de
la concentration de la solution des graines de Salvia hispanica, augmente le pourcentage

d’inhibition de la croissance des souches bactériennes de référence (Figure 12).

La souche de référence E. coli est la plus affectée (Figure 12C) par les différentes
concentrations (0,5mg/mL, 2,5mg/mL et 5mg/mL), la plus faible concentration (0,5mg/mL)
arrive a inhiber 81% de la croissance de la souche E. coli. Pour les 2 autres souches cette
méme concentration, inhibe 42% et 22% de la croissance bactériennes respectivement pour

les souches S. aureus et P. aeruginosa.

La concentration 2,5mg/mL a montré une inhibition presque similaire pour les 3

souches bactériennes de référence a un taux entre 73 et 88%.

On remarque qu’a la concentration de Smg/mL de la solution des graines de Salvia
hispanica présente une tres forte activité antibactérienne et elle inhibe la croissance des

souches E. coli et P. aeruginosa (Gram’) a 100% et la souche S. aureus (Gram+) a 97%.

Cette activité antibactérienne peut étre due a la présence des composants
polyphénoliques qui agissent a faible concentration avec les lipides et les protéines de la
membrane externe cellulaire bactérienne Gram- qui se composent de phospholipides, de

protéines et de lipopolysaccharides (Kobus-Cisowski et al., 2018).

Les résultats obtenus sont en accord avec les résultats de Kobus-Cisowski a et al.,
(2018) et Guzel et al., (2020) ont montré que la solution des graines de Salvia hispanica
posséde une activité antibactérienne contre certaines souches bactériennes (Gram+ et Gram’)

étudiées (P. aeruginosa, E. coli et S. aureus).
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5.2. Calcul de ’IC50de la solution des graines Salvia hispanica

Afin d’évaluer et de comparer I’effet de la solution des graines Salvia hispanica vis-a-
vis des souches bactériennes de référence et par rapport & d’autres études, I’IC50 a été
déterminé en utilisant le logiciel ATT Bioquest (Krishna et al., 2022).

L’IC50 (concentrations inhibitrices médianes) est définie comme la concentration du
composé étudié qui se traduit par exactement 50 % de I'effet d'inhibition maximal réalisable
dans le test (Nevozhay, 2014).

La mesure d’IC50 a été utilisée, entre autres, pour [I'évaluation de D’activité
antioxydante et [’activité anti-inflammatoire (El-ahmady et al.,, 2013) et [lactivité
antimicrobienne (Forry et al., 2016). L’IC50 est couramment utilisé pour caractériser, par
exemple, des composes par le point médiane de leur effet sur la croissance des cultures
(Sebaugh, 2011 in Forry et al., 2016). Plus I’IC 50 est faible et plus I’activité est élevée
(Kalliokoski et al., 2013).

0.1+ T T
0.01 01 1 10

Concentration de la solution des grames Salvia hispanica (mg/mL)

wreentage de croissance de lasouche Lasouche Staphylococeus am

1.029

0.9354
0.854

0.684

ssance de la souche la souche Psendomonas aerugi

5 . B
0.2551 T T T
0.1 1 10

Concentration de la solution des graines Salvia hispanica (mg/mL)

reentage de croi
L]
[=)
=

38



Résultats et discussion

|
|

0.1+ T T T

0.01 0.1 1 10

Concentration de la solution des graines Salvia hispanica (mg/mL)

Pourcenlage de croissance de la souche la souche Escherichia coli

Figure 13: Graphe du pourcentage de croissance des 3 souches de référence et du calcul de
I'IC50 de la solution des graines Salvia hispanica

A : pourcentage de croissance et calcule du IC50 pour la souche S. aureus, B : pourcentage de croissance et
calcule du IC50 pour la souche P. aeruginosa, C : pourcentage de croissance et calcule du IC50 pour la souche

E. coli.

Dans le but de comparer I’effet de la solution des graines de Salvia hispanica
vis-a-vis des souches bactériennes de référence, I’IC50 a été déterminé. Le résultat obtenu
montre que les IC50 de I’inhibition de la croissance des souches bactériennes S. aureus,
P. aeruginosa, E. coli, par la solution des graines de Salvia hispanica sont, respectivement,
0,49 mg/mL (Figue 13A), 0,60mg/mL (Figure 13B) et 0,20 mg/mL (Figure 13C). D’apres ces
résultats, la souche E. coli est la plus sensible suivie de la souche S. aureus, tandis que la

souche P. aeruginosa est la plus résistante.

Les résultats obtenus des calculs d’IC50, comparativement avec d’autres études,
montrent que la solution des graines de Salvia hispanica possédent une activité
antibactérienne supérieure, a celle trouvée chez des plantes médicinales, tels que les résultats
obtenus par Osanloo et al., (2020) sur une étude d’activités antibactériennes des plantes
médicinales et qui ont obtenu un IC50 de la plante Citrus sinensis égale a 1,0mg/mL
et 4,7mg/mL contre respectivement S. aureus et P. aeruginosa, et un IC50 de la plante
médicinale Artemisia dracunculus égale a 1,30mg/mL contre la souche E. coli. Aussi, 1’étude
de Koné et al., (2004), a montré que I’IC50 de la plante Erythrina senegalensis est égale a

12g/mL contre la souche bactérienne S. aureus.
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5.3. Etude de I’effet bactériostatique/bactéricide de la solution des graines Salvia
hispanica

L’évaluation de la capacité bactériostatique et bactéricide des différentes
concentrations (0,5mg/mL, 2,5mg/mL et 5mg/mL) de la solution des graines de Salvia
hispanica, a éeté effectuée par détermination des capacités des différentes souche a reprendre
leur croissance aprés avoir été en contact avec la solution des graines de Salvia hispanica,
pendant 24h. Si la croissance de ces souches a été seulement inhibée c’est un effet
bactériostatique, et si ces souches de références ont été tuées c’est un effet bactéricide. Les

résultats obtenus sont représentés dans la figure suivante.
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B Escherichia coli
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Figure 14: Evaluation de I'effet bactériostatique/bactéricide de la solution des graines de

Salvia hispanica vis-a-vis les souches bactériennes de reférence

A : Taux de croissance de la souche S. aureus ; B : Taux de croissance de la souche P. aeruginosa ;

C : Taux de croissance de la souche E. coli

- La souche S. aureus n’a pas repris correctement sa croissance, en effet, une absence
totale de croissance a été observée pour les pré-cultures traitées avec la solution des graines de
Salvia hispanica a une concentration finale de 5mg/mL (0% de croissance). Pour les
concentrations de 0,5mg/mL et de 2,5 mg/mL, cette souche a repris, respectivement, que 51%
et 9% de sa croissance, ce qui signifie que la solution des graines de Salvia hispanica a un

effet bactéricide contre la souche S. aureus (Figure 14A).

- La souche P. aeruginosa n’a pas repris sa croissance, en effet, une absence totale de
croissance a été observée pour les pré-cultures traitées avec la solution des graines de Salvia
hispanica a une concentration finale de 5mg/mL (0% de croissance). Pour les concentrations
de 0,5 mg/mL et de 2,5 mg/mL, cette souche a repris, respectivement, que 21% et 16% de sa
croissance, ce qui signifie que la solution des graines de Salvia hispanica a un effet

bacteéricide contre la souche P. aeruginosa (Figure 14B).

- La souche E. coli n’a pas repris sa croissance, en effet, une absence totale de
croissance a été observée pour les pre-cultures traitées avec la solution des graines de Salvia
hispanica a une concentration finale 5mg/mL (0% de croissance). Pour la concentration

0,5 mg/mL et 2,5 mg/mL, cette souche a repris, respectivement, que 39% et 12% de sa
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croissance, ce qui signifie que la solution des graines de Salvia hispanica a un effet
bactéricide contre la souche E. coli (Figure 14C).

L’activité d’une substance végétale dépend de plusieurs facteurs dont le mode
d’extraction (comme par la macération ou 1’hydrodistillations) (Azmir et al., 2013),et la
concentration en principes actifs (Wagner, 1993 ; Thangana et al., 2000 in Toty et al., 2013).
L’activité antibactérienne présente chez les plantes est probablement due a la capacité des
agents antibactériens a se complexer avec des protéines extracellulaires et les protéines
solubles, et a se complexer avec les parois cellulaires bactériennes (Cowan, 1999). L’activité
antibactérienne des plantes peut avoir soit un effet bactériostatique, ce entraine une inhibition
de la croissance de la bactérie sans la tuer, soit un effet bactéricide, ce qui entrainent la mort
des cellules bactériennes (Ocampo et al., 2014).

L’activité bactéricide de Salvia hispanica est due a la présence des composants
flavonoides qui agissent en endommageant les membranes cytoplasmiques, il agissent
également en inhibant le métabolisme énergétique (production d’ATP) et la synthése des

acides nucléiques (ADN, ARN) des différent microorganismes (Hoong et al., 2019).

L'exposition prolongée a la solution des graines de Salvia hispanica a des
concentrations élevées ou a leurs composants bioactifs, dénature les protéines, y compris les
enzymes, et perturbe le métabolisme des cellules bactériennes, provoquant ainsi leur mort
(Kobus-cisowska et al., 2018).
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5.4. Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI)sur milieu liquide
(Bouillon Nutritif)

La détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) de la solution des
graines de Salvia hispanica vis-a-vis des trois souches de référence testées, a été effectuée par
la mesure des DOsoonm afin de déterminer la présence ou 1’absence de croissance

bactérienne.Les résultats obtenus sont montrésdans le tableau suivant.

Tableau 6: Détermination de la CMI de la solution des graines de Salvia hispanica vis-a-vis

des souches bactériennes de référence

Absence de Présence de la solution des graines de Salvia hispanica,[C] en
la solution mg/mL
des graines
de Salvia | 16:66 [ 8,33 | 4,16 | 2,08 | 1,04 | 0,52 | 0,26 | 0,13 | 0,07 | 0,04
hispanica
S. aureus + - - - - - - - ¥ + n
P. aeruginosa + - - - - - + + + + +
E. coli + - - - - - - - _ + n

(+) : présence de croissance bactérienne, (-) : absence de croissance bactérienne.

Les résultats obtenus de ce test montrent que les CMI sont de 0,26 mg/mL
(260pg/mL), 1,04 mg/mL (1040ug/mL) et 0.,3 mg/mL (130ug/mL), respectivement, pour les

souches S. aureus, P. aeruginosa et E. coli.

D’aprés les résultats obtenus (Tableau 6), la plus faible CMI a été obtenue pour la
souche E. coli et la plus forte a été obtenue pour la souche P. aeruginosa ce qui signifié que la
souche E. coli est la plus sensible vis-a-vis la solution des graines de Salvia hispanica, suivie

de S. aureus, et la souche P. aeruginosa est la plus résistante.

L'activité antibactérienne d’une solution de plantes est considérée comme bonne si sa
CMI est inférieure a 100 pug/mL, modérée si la CMI est située entre 100 et 500 pg/mL et
faible au-dela de 500 pug/mL (Dabur et al., 2007). Selon cette classification des CMI, bonne,

modérée et faible, la solution des graines de Salvia hispanica est considérée comme ayant une
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activité antibactérienne modérée vis-a-vis des souches S. aureus et E. coli avec une CMI
égale, respectivement, a 260 pg/mL et a 130ug/mL, et une activité faible vis-a-vis de la

souche P. aeruginosa avec une CMI égale a 1040ug/mL.

D’apres d’autres études, et en se basant sur les CMI, notre solution des graines
présente une activité antibactérienne plus forte, en effet, les résultats obtenus par Tepe et al.,
(2005) sur I’étude des activités antibactériennes de I’extrait de Salvia tomentosa, ont montré
une CMI de 18mg/mL (supérieure a celle qu’on a obtenu dans cette étude) contre la souche
S. aureus, et aucune activité antibactérienne n’a été détectée contre les souches E. coli
et P. aeruginosa. Aussi, les résultats de Bacha et al., (2016) sur I’étude de D’activités
antimicrobiennes de I’extrait de la plante médicinale Vernonia amygdalina ont montré une
CMI de 25mg/mL contre la souche bactérienne P. aeruginosa, supérieure a celle qu’on a

obtenu dans cette étude.

Par contre, d’autres études ont montré une activité antibactérienne supérieure a celle
qu’on a trouvé, par exemple, les résultats obtenus par Dabur et al., (2007), ont montré que
I’extrait d’Acacia nilotica présente une CMI de 18,5ug/mL contre la souche E.coli, et une
CMI de 37,5 pg/mL contre les souche S. aureus et P. aeruginosa, ce qui révéle une activité
antibactérienne supérieure a celle qu’on a trouvé pour la solution des graines de Salvia

hispanica.

Ces resultats montrent comparativement avec les résultats obtenus du test de ’activité
antibactériennes sur milieu liquide ainsi les résultats des calculs des valeurs d’IC50 sont
identique, qui représente que la souche E. coli est la plus sensible, est la souche P. aeruginosa
est la plus résistante.

L’évaluation de D’activité antibactérienne de la soluation des graines de Salvia
hispanica est effectué sur milieu liquide BN, et sur milieu solide MHA.. Les résultatsobtenus

récaptuleles résultats obtenus sur ces 2 milieux de culture (liquide et solide).

44



Résultats et discussion

Tableau 7: Tableau récapitulatif des résultats dévaluation des propriétés antibactériennes de

la solution des graines de Salvia hispanica sur milieu liquide et sur milieu solide

Milieu solide
Milieu liquide BN Méthode de diffusion Méthode de
par disque dénombrement
[C]dela
solution des
graines de
) 0,5 2,5 5 5 12,5 25 50 2,5 5
Salvia
hispanica
(mg/mL)
S. aureus + + + + + + + - +
P. aeruginosa + + + - + + + - -
E. coli + + + - - + + - +

(+) : présence d’activité antibactérienne, (-) : absence d’activité antibactérienne.

La comparaison des résultats obtenus sur ces 2 milieux de culture (liquide et solide)
(Tableau 7) montre que, sur milieu liquide, les propriétés antibactériennes de la solution des
graines de Salvia hispanica vis-a-vis des trois souches de référence testées sont détectées aux
concentrations 2,5mg/mL et 5mg/mL, par contre, sur milieu solide, cette activité n’est pas
détectée vis-a-vis aucune souches testée a la concentration 2,5 mg/mL et a la concentration
5mg/mL elle n’est pas detectée vis-a-vis la souche P. aeruginosa (méthode de
dénombrement) et pas détectée pour les souches P. aeruginosa et E. coli (méthode de

diffusion par disque).

Ceci montre que le milieu liquide permet de mieux détecter et de mieux évaluer
I’activité antibactérienne que sur milieu solide, ce quia étéaussi démontré par Haase et al.,
(2017). En effet,dans leur étude comparative (sur milieu solide et milieu liquide), Haase et al.,
(2017) ont montré que la methodede mesure de la DOsoonm permis une surveillance simple et

résolue dans le temps de la croissance bactérienne et aucune perte de viabilité n'a été
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observée, par contre, la méthode de diffusion sur disque dépend strictement de la capacité de

diffusion et de solubilité de la substance antibactérienne dans I'environnement gélose.

6. Evaluation de stabilité de I’activité antibactérienne de la solution des graines de

Salvia hispanica

6.1. L’influence du pH sur les propriétés antibactériennes de la solution des graines de
Salvia hispanica

Pour 1’évaluation de I’influence du pH sur ’activité antibactérienne de la solution des
graines de Salvia hispanica, le milieu BN a été inoculé avec des pré-culture de 24h des
souches bactériennes de référence (E. coli, S. aureus et P. aeruginosa) de sorte a avoir une
DOsoonm initial de 0,01, en absence et en présence de la solution des graines de Salvia
hispanica a une concentration de 5mg/mL, traité par différents pH (tampons phosphate a
pH 55 (0,2 M et 0,5M) et tampons Glycine-NaOH a pH10 (0,2 M et 0,5M)). Apres
incubation & 37°C pendant 24h, les DOsoonm SONt mesuré et compare.
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Figure 15: Infssluence de pH sur I'activite antibactérienne de la solution des graines de Salvia

hispanica vis-a-vis les souches bactériennes de références

A : Taux de croissance de la souche S. aureus ; B : Taux de croissance de la souche P. aeruginosa ; C : Taux de

croissance de la souche E. coli.

La Figure 15, montre 1’étude de I’influence du pH sur ’activité antibactérienne de la
solution des graines de Salvia hispanica contre les souches bactériennes de référence. Le
traitement par les différents pH a inhibé ’activité antibactérienne de la solution des graines de
Salvia hispanica. De plus, le traitement pH a entrainé une augmentation de la croissance des

souches de référence par rapport a I’absence de traitement pH.

En effet, les tubes additionnés de la solution des graines de Salvia hispanica traitée par

un pH a 0,2M a montré les résultats suivants :

- S. aureus sa croissance en présence de la solution des graines de Salvia hispanica
traitée par un pH a 0,2 M, a augmenté de 59% et 74% respectivement a pH 5,5, et pH 10
(Figure 15A).

- P. aeruginosa sa croissance en présence de la solution des graines de Salvia
hispanica traitée par un pH a 0,2 M, a augmente de 120% et 495% respectivement a pH 5,5 et
pH10 (Figure 15B).

- E. coli sa croissance en présence de la solution des graines de Salvia hispanica traitée
par un pH a 0,2 M, a augmenté de 500% et 661% respectivement a pH 5,5 et pH10
(Figure 15C).
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Pour les tubes additionnés de la solution des graines de Salvia hispanica traitée par un
pH & 0,5M a montré les résultats suivants :

- S. aureus sa croissance en présence de la solution des graines de Salvia hispanica

traité par un pH a 0,5 M, a augmenté a 53% a un pH5,5 et a diminué de 39% a un pH10.

- P. aeruginosa sa croissance en présence de la solution des graines de Salvia
hispanica traité par un pH a 0,5 M, a augmenté a 124% et 34% respectivement a pH 5,5
et pH 10.

- E. colis a croissance sa croissance en presence de la solution des graines de Salvia
hispanica traitée par un pH a 0,5 M, a augmenté a 135% et 35% respectivement a pH 5,5
et pH 10.

Pratiquement tous les processus biologiques dépendent du pH, ce qui reflete

I'importance du pH local sur tous les processus de la cellule (Talley & Alexov, 2010).

Les résultats obtenus, sur 1’étude de I’influence du traitement pH sur D’activité
antibactérienne de la solution des graines de Salvia hispanica, montrent que cette derniere est
affectée a 100% suite au traitement par un pH a 0,2 M et un pH a 0,5M (pH 5.5 et 10), sauf
pour la croissance de S. aureus ou sa croissance est affectée en présence de la solution des
graines de Salvia hispanica traitée par un pH10 et 0,5 M (une diminution de 39%), ce qui
signifié que I’activité antibactérienne de la solution des graines de Salvia hispanica n’est pas
affectée par ce traitement. Pour les autres conditions et souches, bien au contraire, la
croissance est favorisée par la solution des graines de Salvia hispanica traitée par des pH 5.5
etaunpH 10 (20,2 M et a 0,5M).

D’apres les résultats obtenus, les traitements pH de la solution des graines de Salvia
hispanica, a conduit & I’élimination de toute activité antibactérienne, et les graines de Salvia
hispanica contiennent des composants nutritionnels (glucide, protéines, des fibres
alimentaires, minéraux, des vitamine ...) (Segura-Campos et al., 2014), ce qui a
potentiellement rendu les conditions plus favorables pour la croissance bactériennes et

favoriser ainsi le taux de croissance.

Les résultats obtenus sont en accord avec les études de Timilsena et al., (2016) sur les
propriétés physicochimiques et fonctionnelles de l'isolat de protéines produit a partir de

graines de Salvia hispanica australiennes, qui ont montré que les graines de Salvia hispanica
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perdent leurs propriétés physicochimiques et fonctionnelles dans un milieu acide (pH entre 3
et 5), et dans un milieu alcalin (pH 12).

L'activité antimicrobienne et [l'inhibition de la croissance bactériennes par des
substances antimicrobiennes dépend pratiquement du pH, qui influence 1’activité biologique
et la fonction de 1’agent antibactérien (Talley et alexov, 2010). L’influence majeure du pH est
sa capacité a modifier les charges électriques des biomolécules, ce qui peut affecter leurs
capacités antibactériennes (Khalil et al., 2014). Le pH peut provoquer un réarrangement

structurel, conduisant a la dénaturation de 1’agent antibactérien (Smedley et al., 2008).

6.2. L’influence du traitement thermique sur les propriétés antibactériennes de la

solution des graines de Salvia hispanica

Les résultats (Figure 16) de 1’étude de I’influence du traitement thermique a 90°C et a
-20°C pendant 2hont montré que ces traitements ont affecté 1’activité antibactérienne de la

solution des graines de Salvia hispanica, sur les 3 souches de référence étudiées.

En effet, les cultures bactériennes additionnés de la solution des graines de Salvia
hispanica traitée par la température -20°C et 90°C ont montré les résultats suivants :

- La souche S. aureus, sa croissance en présence de la solution des graines de Salvia
hispanica traitée par les températures -20°C et 90°C a diminué, respectivement, de 42% et de
59 %, contrairement a la croissance en présence de la solution non traitée ou la croissance a
diminué de 97 % (Figure 16A).

- La souche P. aeruginosa, sa croissance en présence de la solution des graines de
Salvia hispanica traitée par les températures -20°C et 90°C a diminue, respectivement de
35%etde 64%, contrairement a la croissance en présence de la solution non traitée ou la

croissance a diminué de 100% (Figure 16B).

- La souche E. coli, sa croissance en présence de la solution des graines de Salvia
hispanica, traitée par les températures -20°C et 90°C a diminué, respectivement, de 55%et de
61%, contrairement a la croissance en présence de la solution non traitée ou la croissance a
diminué de100% (Figure 16C).
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Figure 16: Influence du traitement thermique sur l'activité antibactérienne de la solution des

graines de Salvia hispanica vis-a-vis des 3 souches de reférence

A : Taux de croissance de la souche S. aureus ; B : Taux de croissance de la souche P. aeruginosa ; C : Taux de

croissance de la souche E. coli.

Les résultats obtenus montrent que ’activité antibactérienne, de la solution des graines
de Salvia hispanica, est affectée par les 2 traitements thermiques, mais elle est plus affectée
par le traitement thermique a -20°C que le traitement a 90°C. Les croissances bactériennes des
3 souches bactériennes semblent étre affectées presque de la méme maniére selon la

temperature du traitement (Figure 16).

Les études de Dziadek et al., (2022) ont montreé que certains composants bioactifs de
Salvia hispanica perdent leur activité aprés un traitement thermique a des températures 30°C

et 50°C. Aussi, les études de Ixtaina et al., (2012) ont montré que les graines de Salvia
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hispanica perdent leurs activités antioxydantes aprés un traitement thermique a 80°C et a
90°C.

L’impact du traitement thermique sur 1’activité biologique peut étre expliqué par
I’endommagement de nombreuses structures biochimiques par les températures élevées
(Vieillen et Zeikus, 2001), tel que la modification de I'énergie cinétique des liaisons
hydrogéne, hydrophobes non polaires et interactions intermoléculaires (Brisson et al., 2007 ;
Hendsch et Tidor, 1994 ; Privalov et Khechinachvili, 1974 in Wang et al., 2019),
la diminution de I'entropie du dépliement, et des interactions inter-sous-unites (Bischof et al.,
1995).

Les températures basses peuvent aussi influencer 1’activité antibactérienne, par
exemple, il a été montré que ’activité antibactérienne peut perdre de son activité apres la
réfrigération (Martinez et al., 2017), la dénaturation de la solution antibactérienne dépendent
de sa conformation structurelle, qui doit étre prise en compte lors du traitement thermique
(Wang et al., 2019).

Discussion générale

Comme il a été montré dans la partie synthese bibliographique, les plantes possedent
des sources intéressantes de composés bioactifs (Chassagne, Samarakoon, Porras, Lyles,
Dettweiller, et al., 2021), une gamme de substances trés variées leur permettant de lutter
contre les divers agents pathogénes(Asselin, 1993) et un éventail mécanisme de défense
contre les agents pathogénes provenant des champignons, des bactéries et des virus(Tam et
al., 2015).

A cette effet, I’objectif de ce travail était de rechercher des propriétés antibactériennes
dans la solution des graines de Salvia hispanica, testées sur les souches de référence E. coli, S.
aureus et P. aeruginosa. Ces propriétés antibactériennes, étaient recherchées et évaluees par
différentes méthodes, sur milieu solide par la méthode de diffusion par disque et la méthode
de dénombrement des bactéries, et sur milieu liquide, principalement, par la méthode de
mesure de la DO de la croissance bactérienne ce qui a permis de déterminer I’effet
bactericide/bactériostatique et la Concentration Minimale Inhibitrice CMI de la solution des

graines de Salvia hispanica.
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Les résultats obtenus des différents tests effectués (voir Tableau 8), sur les 2 milieux

(solide et liquide), ont montré la présence, dans la solution des graines de Salvia hispanica, de

propriétés antibactériennes vis-a-vis des souches de référence testées (E. coli, S. aureus et P.

aeruginosa). Ceci est en accord avec les travaux de Kobus-cisowska et al., (2018) et de Guzel

et al., (2020), qui ont montré la présence d’activité antibactérienne contre des souches Gram™

et Gram". Par contre, I’étude de Tuncil et Celik, (2019), ont montré que la solution aqueuse

des graines de Salvia hispanica ne présentait aucune activité antibactérienne contre des

souches telles que S. aureus et E. coli.

Tableau 8: Tableau récapitulatif des résultats de I'étude de l'activité antibactérienne de la

solution des graines de Salvia hispanica vis-a-vis les souches bactériennes de référence

(Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli)

Activité antibactérienne de la solution des graines de Salvia hispanica

S. aureus P. aeruginosa E. coli
IC50 0,49mg/mL 0,60mg/mL 0,20mg/mL
Pourcentage d’activité perdue suite a ce traitement
Solution des | pH 0,2M 100 % 100 % 100 %
Milieu raines de 55
N g 0,5M 100 % 100 % 100 %
liquide
S. hispanica "500 T 02 M 100 % 100 % 100 %
traitée
0,5M 39% 100% 100%
-20°C 42% 35% 55%
90°C 59 % 64% 61%
Effet
bacte |(_)stat|que/b(_a1cte icide de Bacteéricide Bactéricide Bacteéricide
la solution des graines
S. hispanica
CMI 0,26mg/mL 1,04mg/mL 0,13mg/mL
Milieu | Meéthode de diffusion par disque Présence Présence Présence
solide d’activité d’activité d’activité
antibactérienne | antibactérienne | antibactérienne
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Méthode de dénombrement

Présence
d’activité
antibactérienne

Présence
d’activité
antibactérienne

Présence
d’activité
antibactérienne

Sensibilité et résistance des souches

Sensibilité
modérée

La plus
sensible

Les tests sur milieu liquide ont permis de calculer I’IC50 de I’activité antibactérienne
de ces graines et qui permettent I’inhibition de 50% de la croissance bactérienne des souches
testées S. aureus (IC50 = 0,49mg/mL), P. aeruginosa (IC50 = 0,60mg/mL) et E. coli (IC50 =
0,20mg/mL). Aussi, sur ce méme milieu, la Concentration Inhibitrice Minimale (CMI) de la
solution des graines de Salvia hispanica et qui permet I’inhibition de la croissance des
souches S. aureus (CMI = 0,13mg/mL), P. aeruginosa (CMI = 0,26mg/mL) et E. coli (CMI
=1,04mg/mL) a éte déterminée. Les résultats de 1’é¢tude de ’effet bactéricide/bactériostatique,
ont permis aussi de déterminer I’effet bactéricide de la solution des graines de Salvia

hispanica contre les souches bactériennes étudiées.

L’étude de I’évaluation de I’influence du pH sur I’activité antibactérienne de la
solution des graines de Salvia hispanica contre les souches bactériennes de réference, a
montré une influence importante sur I’activité antibactérienne par le traitement a pH 5,5 et 10
(0,2M et 0,5M) (Tableau 8), ou la totalité de I’activité antibactérienne vis-a-vis des 3 souches
a été perdue, sauf pour le traitement a pH 10 a 0,5M ou une certaine activité a été maintenue

contre la souche S. aureus.

Ainsi que le traitement par la température (-20°C, et 90°C), a montré une influence de

ces traitements sur I’activité antibactérienne de la solution des graines de Salvia hispanica.

Les résultats obtenus du traitement par le pH et la température, montrent que I’activité
antibactérienne est fortement influencée par le pH et la température. Ces conditions
provoquent, par exemple, la rupture des liaisons hydrogénes et disulfures de certaines
protéines (Wang et al., 2019).

La solution des graines de Salvia hispanica a montré une activité antibactérienne
contre les souches bactériennes Gram- et Gram™, avec une sensibilité modérée pour la souche
de Gram®, S. aureus, tandis que la souche Gram-, E. coli a montré une forte sensibilité aux

différentes concentrations de la solution des graines de Salvia hispanica. L’autre souche
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Gram’, P. aeruginosa, a montré une forte résistance vis-a-vis la solution des graines de Salvia
hispanica. Les bactéries Gram’, qui possedent une paroi cellulaire hydrophile, seraient moins
sensibles aux composants antibactériens que les Gram™* (Oulahal et Degraeve, 2022), ce qui a
obtenu pour la souche P. aeruginosa, Gram’, par contre ceci n’a pas été démontré pour 1’autre
souche E. coli, Gram’, qui a montré une forte sensibilité. D’apreés des études sur la souche
P. aeruginosa sa résistance, & de nombreux antimicrobiens, est attribuée au transfert

horizontal de génes et par son pouvoir de formation des biofilms (Poole, 2011).

Les différents tests réalisés sur milieu solide et milieu liquide ont montré une
différence dans les résultats obtenu, le milieu liquide semble étre plus adéquat pour la
détermination de I’activité antibactérienne de la solution des graines de Salvia hispanica, que
le milieu solide, les souches bactériennes de référence étudiées ont montré une plus grande
sensibilité sur le milieu liquide que sur le milieu solide. Ceci a ¢té démontré dans 1’étude de
Haase et al., (2017), sur la fiabilité de la méthode de mesure des DO (milieu liquide) par
rapport a la méthode de diffusion sur disque, ou son efficacité dépend de la capacité de

diffusion et de solubilité de la substance antibactérienne dans la gélose.
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Conclusion et Perspectives

Dans cette étude, des propriétés antibactériennes des graines de Salvia Hispanica ont
été recherchées et évaluées. Les capacités antibactériennes de ces graines ont été testees sur 3
souches de référence Staphylococcus aureus 25923, Escherichia coli 25 921, Pseudomonas

aeruginosa 27 853.

Les résultats obtenus de cette étude, montre que les graines de Salvia Hispanica
semblent-étre dotées de propriétés antibactériennes vis-a-vis de ces 3 souches de référence
testées. En effet, la solution de ces graines a exercé, a des degrés différents, une influence sur
la croissance et sur la survie de ces souches. En effet, les IC50 des graines de Salvia
Hispanica obtenus vis-a-vis des souches de P. aeruginosa, S. aureus et E. coli sont,
respectivement, de 0,60mg/mL, 0,49 mg/mL et 0,20 mg/mL, ce qui signifié que la souche
E. coli est la plus sensible suivie de la souche S. aureus, tandis que la souche P. aeruginosa

est la plus résistante.

Les résultats obtenus de 1’étude de 1’étude d’effet bactériostatique/bactéricide a montré
que la solution des graines de Salvia hispanica est doté d’une capacité bactéricide, et une
Concentration Inhibitrice Minimale (CMI) de 0,26mg/mL, 1,04mg/mL, et 0,13mg/mL contre

les souches bactériennes respectivement S. aureus, P, aeruginosa, et E. coli

Les capacités antibactériennes de la solution des graines de Salvia Hispanica, ont été
influencées par les traitements pH et thermique, et plus particulierement les traitements pH ou
la totalité des capacités antibactériennes de la solution des graines de Salvia Hispanica, ont
été perdues, a I’exception sauf pour le traitement a pH 10 a 0,5M ou une certaine activité a été
maintenue contre la souche S. aureus. Le traitement thermique (90°C, et -20°C) a aussi
influencé sur les capacités antibactériennes de la solution des graines de Salvia Hispanica.

Comme pour le milieu liquide, les capacités antibactériennes ont été aussi recherchées
sur milieu solide et les résultats obtenus montrent que la solution des graines de Salvia
hispanica présente une activité antibactérienne modérée contre les souches bactériennes
testées. La comparaison entre les résultats obtenus sur les 2 milieux (liquide et solide) montre
une certaine différence dans 1’évaluation de la sensibilité/résistance des 3 souches de
réferences vis-a-vis de la solution des graines de Salvia Hispanica, et que le milieu liquide est

plus adapté a la recherche de ces propriétés antibactériennes que le milieu solide.
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Cette étude nous a permis de déterminer le potentiel antibactérien des graines de
Salvia hispanica, I’utilisation des graines de Salvia hispanica, ce qui ouvre la possibilité a ces
graines ou a leurs dérivés (différents extraits, huiles essentielles, molécules) d’étre utilisés

dans la recherche de traitement des maladies infectieuses.

Par contre, d’autres tests doivent étre effectués pour une meilleure caractérisation des
propriétés antibactériennes, et aussi pour la recherche d’autres propriétés antimicrobiennes :

propriétés antifongiques, antivirales, antimycobactériennes etc., et ceci via :

v" Identification et purification des molécules conférant a ces graines des propriétés
antimicrobienne, en général, et antibactériennes, en particulier ;

v" Recherche et caractérisation des enzymes se trouvant dans les graines de Salvia
hispanica et possédant un pouvoir antibactérien ;

v' Evaluation de la stabilité de ces molécules et de ces enzymes et détermination des
conditions permettant leur production industrielle ;

v Détermination des conditions optimales permettant d’obtenir, chez ces graines ou

leurs dérivés, des activités antimicrobiennes optimales ;
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Annexes
1. Préparation des milieux de culture

Pour les cultures et la purification des souches de référence, ainsi que pour la détection
des propriétés antibactériennes dans la solution des graines de Salvia hispanica, les milieux de

culture suivants ont été preparés.

2. Préparation de la gélose de MacConkey

La gélose MacConkey est un milieu d’isolement ordinaire lactoseé et sélectif des
bacilles Gram négatif non exigeants (Allen, 2013).La gélose de MacConkey est couramment
utilisée pour l'isolement de I’espéce Escherichia coli (Champoux et al., 2004). La gélose
MacConkey est préparée par la dissolutionde50g de la poudre préparée de ce milieu (Conda
MacConkey Agar European Pharm) dans un 1L d’eau distillée, apres agitation sur plaque

chauffante, la gélose est autoclavee.

3. Préparation de la gélose Mannitol Salt agar (MSA)

La gélose Mannitol Salt Agar est un milieu utilisé¢ pour I’identification de routine de
Staphylococcus aureus, qui donne des colonies jaunes, une confirmation de la fermentation du
mannitol (Kateete et al., 2010) . La gélose Mannitol Salt Agar est préparée par la dissolution
de 1119 de la poudre préparée du milieu MSA (Liofilchem Mannitol Salt agar) dans 1 L d’eau
distillée, aprés agitation sur plaque chauffante, la gélose est autoclavée.

4. Préparation de la gélose King A Medium

La gélose King A Medium est un milieu qui favorise une meilleur croissance de la
souche Pseudomonas aeruginosa (Johnsen& Nielsen, 1998). La gélose King A Medium
(Conda Pseudomonas P Agar (USP)) est préparée par la dissolution de 45g de la poudre
préparée du milieu King A Medium dans 1L d’eau distillée, puis on ajoute 10mL de Glycérol,

apres agitation sur plaque chauffante, la gélose est autoclavée.

5. Préparation de la gélose King B Medium

La gélose King B Medium est un milieu sélectif qui permet d’isoler des Pseudomonas
aeruginosa (Johnsen et Nielsen, 1998). La gélose King B Medium (Conda King B Medium
Pseudomonas F Agar) est préparée par la dissolution de 37g de la poudre préparée du milieu
King B Medium dans 1 L d’eau distillée, puis on ajoute 10mL de Glycérol, apres agitation sur

plaque chauffante, la gélose est autoclavée.
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6. Préparation du bouillon nutritif

Le bouillon nutritif (BN) est un milieu liquide le plus courant pour la culture et la
croissance bactériennes, c’est un milieu non sélectif (Pashirova et al., 2015). La BN (Conda
Nutrient Broth) est préparée par la dissolution de 8g de la poudre du milieu BN dans 1 L

d’eau distillée, aprés agitation sur plaque chauffante, le bouillon est autoclavee.

7. Préparation de la gélose nutritive

La gelose nutritive (GN)est une gélose non sélectif, elle est composée de tout ce que la
plupart des bactéries ont besoin pour leur croissance (Pashirova et al., 2015). La GN est
préparée par la dissolution de 23g de la poudre de ce milieu (Conda Nutrient agar) dans 1L

d’eau distillée apres agitation sur plaque chauffante, la gélose est autoclavée.

8. Préparation du milieu Mueller-HintonAgar

Le milieu Mueller-Hinton Agar est considéré comme le meilleur milieu a utiliser pour
I’étude de la sensibilité des bactéries non exigeantes (Hudzicki, 2009). 1l est utilisé pour les
tests de diffusion sur disque, pour déterminer les diameétres de la zone d'inhibition des agents
antimicrobiens (Matuschek et al., 2013).

Le milieu Mueller-Hinton Agar (MHA) (Conda Muller Hinton Agar), est préparée par
la dissolution de 38g de la poudre de ce milieu dans 1L d’eau distillée, aprés agitation sur

plaque chauffante, la gélose est autoclavée.
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Résumé

Résumé

La plante Salvia hispanica est une plante herbacée annuelle de la famille Lamiaceae, qui
est traditionnellement utilisée pour le traitement de diverses maladies depuis 1’antiquité. Salvia
hispanica est dotée des composants bioactifs qui présentent des activités antioxydantes, anti-
inflammatoires, et antimicrobiennes. Pour cela, I’objectif de cette étude est de rechercher des
propriétés antibactériennes dans la solution aqueuse des graines de Salvia hispanica, vis-a-vis
des souches de référence S. aureus, P. aeruginosa et E. coli. Les résultats obtenus montrent la
présence d’activité antibactérienne au niveau de ces graines avec un d’IC50 de 0,49, 0,60 et 0,20
mg/mL et une CMI de 0,26, 1,04 et 0,13mg/mL vis-a-vis, respectivement, des souches S. aureus,
P. aeruginosa et E. coli. Les traitements pH et thermique ont affecté ’activité antibactérienne de
la solution des graines de Salvia hispanica. Aussi, les résultats ont montré que le milieu liquide
est mieux adapté pour la recherche de ce type d’activité que le milieu solide.

Mots clés : activité antibactérienne, Salvia hispanica, IC50, CMI, S. aureus, P. aeruginosa,
E. coli.

Abstract

The Salvia hispanica plant is an annual herbaceous plant of the Lamiaceae family, which
has been traditionally used for the treatment of various diseases since ancient times. Salvia
hispanica is endowed with bioactive components that exhibit antioxidant, anti-inflammatory, and
antimicrobial activities. For this, the objective of this study is to search for antibacterial
properties in the aqueous solution of Salvia hispanica seeds, against the reference strains S.
aureus, P. aeruginosa and E. coli. The results obtained show the presence of antibacterial
activity in these seeds with an IC50 of 0,49; 0,60 and 0,20 mg/mL and an MIC of 0,26; 1,04 and
0,13mg / mL against, respectively, S. aureus, P. aeruginosa and E. coli strains. The pH and heat
treatments affected the antibacterial activity of the Salvia hispanica seed solution. Also, the
results showed that the liquid medium is better suited for researching this type of activity than
the solid medium.

Key words: antibacterial activity, Salvia hispanica, IC50, CMI, S. aureus, P. aeruginosa,
E. coli.
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