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Résumé

Les biofilms sont souvent responsables d'infections chroniques, nosocomiales et
associées a des dispositifs médicaux. Ils sont résistants aux antibiotiques, ce qui rend ces

derniers inefficaces dans le traitement.

Dans cette étude, nous explorons des solutions alternatives d'origine naturelle basées sur
I'utilisation de plantes médicinales, ainsi que des approches thérapeutiques avancées pour
prévenir et traiter les biofilms formés par la bactérie Staphylococcus aureus isolée et référencée.

Cette étude avait pour but d'évaluer I'activité antibactérienne et antibiofilm des extraits
hydroéthanoliques de Salvia officinalis et de Lupinus albus.

Le rendement (%) de I'extrait éthanolique de S. officinalis est de 12,74% et de 13,24%

pour L. albus.

Le pouvoir antibactérien de I'extrait éthanolique de S. officinalis a montré une forte
inhibition contre S. aureus R et |, avec des zones d'inhibition de 19 + 5,29 et 18,83 £ 0,76 mm
respectivement, tandis que I'extrait éthanolique de L. albus a été capable d'inhiber les souches
testées, avec une zone d'inhibition significative contre S. aureus | de 17+4,35 et 11,83 £ 0,76

mm contre S. aureus R.

En outre, l'activité antibiofilm montre une puissante capacité a inhiber la formation du
biofilm et a détruire le biofilm formé par les souches R et | de S. aureus, avec des taux tres
élevés atteignant 94,14 %, 97,07 % pour S. officinalis et 97,41 %, 92,80 % pour L. albus,
respectivement. De méme, les extraits ont une grande capacité a bloquer la formation et a

éradiquer le biofilm dans les cathéters urinaires.

Mots clé : Salvia officinalis, Lupinus albus, S. aureus R et |, composés bioactifs,

antibactérienne, antibiofilm, sondes urinaires.



Abstract

Biofilms are often responsible for chronic, nosocomial and medical device-associated

infections. They are resistant to antibiotics, making the latter ineffective in treatment.

In this study, we explore alternative solutions of natural origin based on the use of
medicinal plants, as well as advanced therapeutic approaches to prevent and treat biofilms

formed by isolated and referenced Staphylococcus aureus bacteria.

The aim of this study was to evaluate the antibacterial and antibiofilm activity of

hydroethanolic extracts of Salvia officinalis and Lupinus albus.

The yield (%) of the ethanolic extract of S. officinalis was 12.74% and 13.24% for L.

albus.

The antibacterial potency of the ethanolic extract of S. officinalis showed strong
inhibition against S. aureus R and |, with zones of inhibition of 19 + 5.29 and 18.83 £ 0.76 mm
respectively, while the ethanolic extract of L. albus was able to inhibit the strains tested, with a
significant zone of inhibition against S. aureus | of 174+4.35 and 11.83 £ 0.76 mm against S.

aureus R.

Furthermore, the antibiofilm activity shows a powerful ability to inhibit biofilm
formation and destroy biofilm formed by S. aureus strains R and I, with very high rates reaching
94.14%, 97.07% for S. officinalis and 97.41%, 92.80% for L. albus, respectively. Similarly, the

extracts have a high capacity to block the formation and eradicate biofilm in urinary catheters.

Key words: Salvia officinalis, Lupinus albus, S. aureus R and I, bioactive compounds,

antibacterial, antibiofilm, urinary catheters.
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Introduction

Actuellement, avec I'augmentation du nombre de micro-organismes pathogenes, la santé
publique est un sujet de préoccupation majeur. En effet, la résistance croissante des microbes
aux antibiotiques conduit parfois a I'inefficacité des traitements, ce qui nécessite la recherche
de nouveaux agents antimicrobiens (Benkharara et al., 2011).

Les staphylocoques sont des micro-organismes trés répandus qui cohabitent le plus
souvent avec des organismes hétes ou ils provoquent une grande variété d'infections chez
I'nomme (Davido. 2010 ; Bissingou. 2019). Les S. aureus sont des cocci a Gram positif,
présents sur la peau humaine et animale et dans les cavités muqueuses des hétes en tant que
microflore, pouvant agir comme un pathogéne opportuniste, causant des maladies infectieuses
(Feyissa et al., 2023). En outre, cette bactérie est reconnue universellement comme I'une des
principales causes d'infections intramammaires chez les vaches laitiéres. Ce micro-organisme
est capable de produire une large gamme de facteurs pathogénes qui lui permettent de s'attacher,
de coloniser, d'envahir et d'infecter I'néte, Il est responsable de plus de 80% des infections
mammaires chez les vaches, conduisant au développement de mammites. (Monistero et al.,
2018). La pathogénicité de S. aureus est liée a des facteurs de virulence tels que la résistance
aux médicaments, la production d'entérostomie et le développement de biofilms (Shettigar et
Murali, 2020). Selon I'Institut national de la santé, 80 % des infections microbiennes sont dues

a des micro-organismes formant des biofilms (Jamal et al., 2018).

Les biofilms bactériens sont des communautés de cellules bactériennes attachées a une
surface et intégrées dans une membrane polymére. Elles adhérent a la fois aux surfaces
biotiques, telles que les cellules des muqueuses, et aux surfaces abiotiques, telles que les sols
ou les équipements dans les fermes, les abattoirs ou les usines de transformation (Sauer et al.,
2022 ; Yannick et al., 2014). Leur matrice est constituée de polysaccharides, de protéines,
d'amyloides, de lipides et d'’ADN extracellulaire, ainsi que de vésicules membranaires et de

substances réfractaires de type humique d'origine microbienne (Flemming et al., 2023).

Il est intéressant de souligner que les caractéristiques des biofilms offrent aux micro-
organismes une protection contre les conditions environnementales et renforcent leur résistance
aux agents antimicrobiens et aux biocides tels que les antibiotiques et les désinfectants,
contribuant ainsi a la persistance et a la virulence des micro-organismes et jouant un réle crucial
dans le mécanisme de survie des bactéries (Liu et al., 2023).

Les biofilms jouent un réle majeur dans de la plupart des infections humaines. En effet,

ils sont responsables de pres de 65 % des infections, dont 80 % des infections bactériennes


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Liu%20X%5BAuthor%5D
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chroniques et 60 % des infections nosocomiales. (Roux et Ghigo, 2006 ; Chalvet. 2009). En
effet, 25 a 40 % des infections nosocomiales sont des infections urinaires, dont 90 % sont
associées a l'utilisation de sondes urinaires, et ont un impact considérable sur la morbidité, la
mortalité et les colts des soins de santé (Ghanwate et al., 2014 ; Hounane. 2011; Miranda.
2017).

Dans de nombreux cas, les infections urinaires associées aux cathéters peuvent étre
asymptomatiques, mais une fois développées, elles sont souvent difficiles a traiter et
représentent un réservoir considérable d'agents pathogénes résistants (Tambyah. 2004). Au
cours des dernieres décennies, de nombreuses tentatives ont été faites pour recouvrir les surfaces
des cathéters avec des revétements tels que des antibiotiques, des polymeres, etc. afin d'inhiber
la colonisation bactérienne (Wong et al., 2019).

Au cours des 20 dernieres années, l'efficacité des antibiotiques en tant qu'agents
bactéricides a progressivement diminué en raison de leur utilisation croissante et parfois
inappropriée, ce qui a conduit de nombreuses souches bactériennes a commencer a s'adapter et
a développer une résistance aux antibiotiques par la formation de biofilms, leur permettant de
développer des facteurs de virulence et de survivre méme en présence de fortes concentrations
d'antibiotiques (Obeizi. 2020). L'élimination de ces bactéries résistantes est un défi majeur dans
le domaine médical, car il n'existe pas de produits commerciaux efficaces (Wong et al., 2019 ;
Matyar et al., 2008).

Dans ce contexte, les chercheurs se tournent vers les produits naturels, tels que ceux
issus des plantes médicinales, comme agents alternatifs grace a leur richesse en composés
bioactifs. Ces derniers ont I'avantage d'avoir moins d'effets indésirables sur la santé.

Depuis I'Antiquité, les plantes médicinales ont joué un role essentiel dans le maintien
de la santé des individus et la survie de I'hnumanité (Iserie. 2001 ; Machiex et al., 2005 ;
Castagna et al., 2022).

Bien que les chimistes aient fait des efforts considérables pour synthétiser de nouvelles
molécules, plus de 25 % des médicaments prescrits dans les pays développés sont dérivés a
partir de plantes (Benkherara et al., 2011). Selon I'Organisation mondiale de la santé (OMS),
les pays en développement sont encouragés a intégrer les remeédes a base de plantes dans leurs
systéemes de sante officiels, sous réserve que leur sécurité, leur efficacité et leur qualité soient

garanties (Bouzabata. 2017).
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En Algérie, I'utilisation des plantes médicinales et aromatiques a des fins industrielles
dans les secteurs cosmétique, pharmaceutique et alimentaire reste largement inexploitée (Miara
etal., 2013). Pourtant, le pays dispose d'une réserve de remédes a base de plantes et d'un savoir-
faire ancré dans la meédecine traditionnelle, tant pour les soins humains que Vvétérinaires
(Bouzabata. 2017).

Parmi les plantes les plus utilisées dans la pharmacopée algérienne figurent la sauge
(Salvia officinalis) et le lupin blanc (Lupinus albus), en raison de leur forte teneur en composés
bioactifs (Bekats et al., 2005 ; Bouteldja et al., 2021 ; Rabai et al., 2021).

La sauge, eégalement connue sous le nom de "sauge"”, est une plante réputée pour ses
vertus médicinales qui ont un impact positif sur la vie humaine (Iserie et al., 2001). Le terme
"sauge" dérive d'un mot signifiant "guérir”, ce qui résume la croyance populaire en ses
propriétés thérapeutiques magiques (Bors et al., 2003). Cette plante appartient a la famille des
Lamiacées. Elle est originaire du Moyen-Orient et des régions méditerranéennes, mais s'est
répandue dans le monde entier. Elle atteint une hauteur de 30 a 60 cm, avec des tiges ramifiées,
quadrangulaires et velues. Ses feuilles sont ovales et allongées, de couleur gris verdatre en
raison de la pubescence cotonneuse de la face inférieure, et dégagent une odeur aromatique

caractéristique (Ghorbani et Esmaeilizadeh, 2017 ; Benkharara et al., 2011).

S. officinalis présente un intérét considérable en cosmétologie, en raison de sa
composition chimique comprenant des éléments essentiels tels que des alcaloides, des tanins,
des glycosides, des flavonoides, ainsi que des vitamines E et C. Ces composants chimiques ont
démontré des effets biologiques tels que I'inhibition de bactéries pathogenes et la réduction de
nombreuses pathologies (Liu et al., 2023 ; Radulescu et al., 2004). Outre ses bienfaits pour la
santé, cette plante a également été utilisée pour traiter divers troubles, notamment les ulceres,
les rhumatismes, les inflammations de la bouche, les abces, les vertiges, les tremblements, la

diarrhée et I'hyperglycémie (Djerroumi et Nacef, 2004).

Le lupin blanc, connu sous le nom de Lupinus albus L., est une espece de plante du
genre Lupinus de la famille des Fabaceae. Il s'agit d'une Iégumineuse annuelle cultivée, non
indigene, qui peut atteindre une hauteur d'environ 120 cm, posséde une tige robuste associée a
des racines secondaires et peut pénétrer dans le sol jusqu'a une profondeur d'environ 1,5 metre
(Pereira et al., 2022)


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Pereira%20A%5BAuthor%5D

Introduction

L. albus posséde une multitude de composés bioactifs tels que des flavonoides, des
alcaloides, des glycosides cardiaques et des terpénoides, qui jouent un role crucial dans
I'inhibition des bactéries pathogénes. Par conséquent, cette plante a un grand potentiel en tant
qu'antibiotique naturel (Rabai et al., 2021).

Le lupin blanc est largement reconnu pour ses propriétés nutritionnelles exceptionnelles,
notamment sa teneur élevée en protéines et en fibres alimentaires. Ces caractéristiques en font
un aliment particulierement bénéfique pour la santé. De plus, depuis des milliers d'années, cette
plante est utilisée dans le traitement de certaines maladies en raison de la présence de
composants nutritionnels et bioactifs qui offrent des avantages thérapeutiques (Prusinski et al.,
2017 ; Pereira et al., 2022).

La présente étude a évalué I'activité antibactérienne des extraits de S. officinalis et de L.
albus contre des S. aureus isolés et référencés, examiné leur capacité a inhiber la formation et
la destruction du biofilm produit par les deux souches testées, et estimé la capacité des extraits
a inhiber et détruire le biofilm produit sur les cathéters urinaires. En conséquence, l'utilisation

de ces extraits de plantes medicinales comme alternative aux antibiotiques a été renforcée.
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.1 Objectifs de travail

+ Valorisation des extraits éthanoliques de Salvia officinalis L. et de Lupinus albus L. dans

le domaine thérapeutique.

+ Déterminer leurs propriétés antibactériennes contre Staphylococcus aureus isolé et

autre référencé.

+ Examiner leur capacité a inhiber la formation et la destruction du biofilm produit par les

deux souches testées.

+ Estimer la capacité des extraits a inhiber et a détruire le biofilm produit sur les cathéters

urinaires.

1.2 Lieu de travail

La présente étude est effectuée au sein du Laboratoire d’hygiéne et pathologie animal,

Université ibn khaldoun, Tiaret, sur une période allant du 02 février au 15 mai 2023.

1.3 Matériel et Méthodes

1.3.1 Verreries et appareillage

Tableau 1 : Matériel et les

produits utilisé

Verreries

Appareillages

Réactifs

Les milieux de
cultures

-Lames et lamelles
-Boites de pétrie
-Tubes a essai/Tubes
sec

-Les flacons
-Béchers

-Pipette
pasteur/Ecouvillons
stériles

-Verre de montre
-Eprouvette
-Entonnoir
-Erlenmeyer
-Spatule

-Papier filtre

- Bain marie, Bec bunsen
-Etuve, Secouer

-Vortex (Wise mix VM-
10)

-Spectrophotométre
(Biochrom-L.ibra S6)
-Broyeur

-Microscope optique
(Cimex)

-Agitateur magnétique
-Autoclave

-Balance analytique
(OHAUS)

-Stérilisateur UV (AIR
FLOW CJ-20)

-Hote bactériologique
-Micropipette (1000 UI) /
(250 UI)

-Tamis (250 Um)

Les antibiotiques :
-Navobiocine 30ug
-Amikacin 30ug
-Cefoxitin 30 ug
-Spiramycine 100
MY
-Tetracyline 30 pg
Produit chimique :
-Ethanol
-Violet de Gentiane
-Lugol
-Fuchsine
-Huile d’immersion
-Cristal violet

Milieux liquides :

-Bouillon nutritif -
Bouillon glucosé

Milieux solides :

- Muller Hinton
-Gélose nutritive
-Chapman
-Chromagar

-Milieu Gélose
rouge Congo (GRC)
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1.3.2 Matériels végétaux
1.3.2.1 Préparation du matériel végétal pour les extraits

La partie aérienne de S. officinalis a été récoltée dans la région de Tiaret pendant la
période de floraison en mars 2022, et les graines de L. albus ont été achetées aupreés d'herboristes
de larégion de Tiaret. Les deux plantes ont été lavées, ensuite séchées a l'air, broyées et tamisées

pour obtenir une poudre homogéne (Rabai et al., 2021).

Figure 1 : Poudre des plantes S. officinalis et L. albus.

1.3.2.2 Extraction a I'hydro-éthanolique

Les extraits hydro-éthanoliques de S. officinalis et L. albus ont été préparés par
macération de 20 g de poudre dans 200 ml d'éthanol a 80% a température ambiante pendant 24
h sous agitation (Bouteldja et al., 2021). Aprés 24 h, le mélange a été filtré sur papier filtre et

le filtrage a été évaporé a 40°C pour obtenir un résidu sec (Figure N°2).

=
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Lupinus albus L.

Salvia officinalis L.

Séchage

N

Poudre de L. albus v

Broyage | ||

Poudre de S. officinalis

pendant 24h.

Macération sous agitation

Résidu sec

Figure 2 : Diagramme des différentes étapes d’extraction.
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.3.3 Rendement d’extraction
Le taux de rendement de l'extrait d'hydro-éthanolique (80 %) de S. officinalis et de L.

albus a été estimé a l'aide de la formule suivante :
R (%)= (M¢/My) * 100

Avec : R (%) : résidu sec en pourcentage, Mr : masse en g de résidu sec et Mv : masse en g de

matériel végétal a traiter (Taadaouit et al., 2012).

1.4 Activité antibacterienne
.41 Préparation d’inoculum bactérien

La suspension bactérienne a été préparée a partir d'une jeune culture de 18 heures. Elle
est mélangée a de l'eau physiologique stérile en vue d'une standardisation a I'échelle de 0,5

Mcfarland via un spectrophotometre a une longueur d'onde de 625nm (Bekhichi et al., 2008).

1.4.2 Evaluation d’activité antibactérien

Le pouvoir antibactérien des extraits éthanoliques de S. officinalis et de L. albus contre
les souches testées a ¢ét¢ évalué a l'aide de la méthode de diffusion par puits.
Des puits de 6 mm de diameétre ont été creusés dans des boites de pétri de gélose Mueller Hinton
et inoculés avec une suspension bactérienne (S. aureus R et 1) normalisée a I'échelle de 0,5
Mcfarland. Ces boites ont été remplies de 10 pl d'extrait éthanolique de S. officinalis et de L.
albus a une concentration de 25 mg/ml. Des disques d'antibiotiques ont été utilisés comme
témoins. Apres 24 heures d'incubation, les zones d'inhibition ont été mesurées en millimétres a

l'aide d'un pied a coulisse (Tepe et al., 2004 ; Klancnik et al., 2010).

1.5 Evaluation d’activité antibiofilm

1.5.1 Evaluation de la capacité des souches testées a former un biofilm
La méthode du rouge Congo est utilisé pour évaluer la capacité de S. aureus R et I a
produire un biofilm. Le protocole suivi est celui décrit par Hasanvand et al., 2019, avec

quelques modifications :

1. Les boites de Pétri sont versées avec de la gélose Mueller Hinton a 5% de saccharose
et complétées avec 0,89/l de rouge Congo a I'état liquide et laissées a se solidifier.

2. Les souches sont ensemencees et incubées a 37°C pendant 24 heures.

3. Apreés incubation, les colonies noires indiquent les souches productrices de biofilm et

les colonies rouges indiquent les non-producteurs.

12



Chapitre | Materiels et Méthode

1.5.2 Activité anti-biofilm

Apres avoir sélectionné les souches productrices de biofilm, les extraits ont été testés
pour leur activité anti biofilm en utilisant la méthode Cristal Violet pendant deux phases du
déroulement du biofilm : A) la prévention de la formation du biofilm, B) la destruction du
biofilm formé pendant 48 heures et 5 jours.

1.5.2.1 Prévention de la formation du biofilm

Deux séries de 9 dilutions de l'extrait hydro-éthanolique des deux plantes ont été
préparées dans un bouillon nutritif glucosé (25 ; 12,5 ; 6,25 ; 3,12 ; 1,56 ; 0,7 ; 0,39 ; 0,19 ;
0,09mg/ml). Un volume égal de suspension bactérienne standardisée avec une concentration de
10 8 ufc/ml a été ajouté a chaque tube pour les deux souches bactériennes testées. Une série a
été incubée pendant 48 heures et l'autre pendant 5 jours a 37°C.

Apreés incubation, les tubes ont été vidés, lavés trois fois a I'eau distillée et séchés a l'air.
Ils ont ensuite été traités avec une solution de cristal violet a 1% pendant 30 minutes. L'exces
de colorant a été éliminé en lavant les tubes avec de I'eau distillée, puis en solubilisant le
colorant avec une solution d'éthanol a 95 %. Enfin, une mesure au spectrophotométre a été
réalisée a une longueur d'onde de 625nm pour déterminer le pourcentage d'inhibition
(Famuyide et al., 2019 ; Sofy et al., 2020). Le pourcentage d’inhibition de la formation de
biofilm est mesuré par la formule suivante :

[(DO témoin — DO Echantition) /DO Témoin] X 100.
Ou:
> Controle représente la souche bactérienne non traitée.

» Echantillon I'extrait d’hydro-éthanolique des plantes avec la suspension bactérienne.

13
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Repiquage de souche Souche jeune

Standardisation de la
souche

| 1
Destruction Prevention

IR BEEIEEL

L’ajout de la souche L’ajout de I’extrait+
standardisé seulement Incubation 48h et 5 jours la souche
standardisée

I’extrait et incuber 24h

Apres I’incubation 1’ajout de I
E—

Lecture par méthode de cristal
violet

Rincer les tubes et
remplir par cristal violet

Rincer le C.V et Traiter
par I’éthanol 15 min

La lecture par spectrophotometre & 625 nm

Figure 3 : Diagramme des déférentes étapes de ’activité anti biofilm
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1.5.2.2 Destruction de biofilm formé

Deux séries de 09 tubes stériles sont remplis d'un volume de 2 ml de suspension
bactérienne a une concentration de 10° ufc/ml. L'un est incubé pendant 48 jours et l'autre
pendant 5 jours a 37°C. A la fin de chaque période d'incubation, 2 ml d'extrait éthanolique
(80%) de S. officinalis et de L. albus sont ajoutés a chaque tube et incubés une seconde fois
pendant 24 h a 37°C. Le pourcentage de destruction a été mesuré en utilisant les mémes

procédures que pour la technique du cristal violet décrite ci-dessus (Olawuwo et al., 2022).

B "y

o - ‘-!.&‘\.i(-.’h prr

Figure 4 : (a) Formation de biofilm, (b) traitement par le Cristal violet.

1.5.3 Evaluation d’activité antibiofilm dans le matériel biomédicale (sonde urinaire)

S. aureus est l'une des bactéries les plus fréeqguemment rencontrées en pathologie
humaine, pouvant adhérer aux cathéters et autres dispositifs médicaux (Fowler et al., 2001).
Dans cette étude, des morceaux de 2 cm de sonde urinaire ont été préparés et placés dans des

eppendorfs (Bounghar et al., 2019), ensuite stérilisés au rayonnement UV.

Figure 5 : Test de ’activité antibiofilm de S. officinalis et L. albus sur les morceaux de sonde
urinaire.
1.5.3.1 Prévention de la formation du biofilm
Dans une série d'eppendorf, nous avons introduit 1 ml d'extrait éthanolique a 80% de S.
officinalis a des concentrations de (6,25 ; 3,125 ; 1,5 ; 0,7 ; 0,3 mg/ml) et pour L. albus a 6,25;
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0,39 ; 0,195 ; 0,097 mg/ml. Ajouter ensuite 1 ml de suspension bactérienne standardisée "10°
ufc/ml™ de S. aureus R et | dans chaque Eppendorf. Une série d’Eppendorf a ensuite été incubée
a 37°C pendant 48 h, et une autre pendant 5 jours.

Apres incubation, les eppendorf sont vidés, lavés 3 fois avec de I'eau distillée et séchés
a l'air. Ils sont ensuite traités avec 1% de cristal violet pendant 30 minutes, lavés avec de I'eau
distillée et remplis d'une solution d'éthanol a 95%. Enfin, des mesures spectrophotométriques
ont été réalisées a 625 nm pour déterminer le pourcentage d'inhibition (Famuyide et al., 2019;
Sofy et al., 2021). Le pourcentage d'inhibition de la formation du biofilm est mesuré par la
formule suivante :

[(DO Témoin — DO Echantilion) /DO Témoin] * 100.
Avec:
» Témoin : la suspension bactérienne non traité.

» Echantillon : la suspension bactérienne plus I’extrait.

1.5.3.2 Destruction de biofilm formé

Deux séries d’Eppendorf remplir par un volume de 1 ml de la suspension bactérienne
standardis¢ a une concentration de 10°6 UFC/ml sont incubé a une température de 37°c pendant
48h pour la premiere série et 5 jours pour la deuxiéme série. Apres le passage de ces durées ont
ajoute un volume de 1 ml d’extrait éthanolique (80%) de S. officinalis et L. albus puis incubé
pour la deuxiéme fois a 37°c durant 24h.

Apres l'incubation, éliminer les cellules non adhérentes par les méthodes précédentes et
évaluer la biomasse de biofilm attaches aux coupes de sondes par I'analyse de Cristal violet

suivant la méthode de Djordjevic et al., (2002).

1.6  Analyses statistiques
Tous les résultats de notre étude sont exprimés sous forme de moyenne + écart-type. Les

résultats ont été élaborés statistiquement a lI'aide de Microsoft Excel 2016.
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1.1 Rendement d’extraction

Le rendement atteint & la suite d'une extraction hydroéthanolique a 80% de la partie
aérienne de S. officinalis est de 12,74%. Ceci est également confirme par les travaux d'El ouali
et al., 2016, qui ont montré que I'extrait éthanolique a 80% de la partie aérienne de S. officinalis
a donné un rendement de 12,30%.

D'autres études ont révelé que I'extrait hydroéthanolique de S. officinalis offre un
rendement supérieur & ceux des extraits méthanolique et aqueux (Velic Kovic et al., 2011).

En outre, les travaux de Bouharb et de ses collegues en 2014 ont réalisé une
comparaison entre les extraits aqueux, éthanolique et hydroéthanolique de S. officinalis, dans
laquelle ils ont constaté que I'extrait hydroéthanolique était le meilleur solvant d'extraction.

En 2011, Dellovalle et al., Ont réveélé que le rendement du résidu sec de S. officinalis

varie en fonction de plusieurs paramétres, dont I'origine de la plante et le type de solvant.

133
13,2
13,1

13
12,9
12,8
12,7
12,6
12,5
12,4

le rendement %

salvia officinalis lupinus albus

Figure 6 : Rendement des extraits éthanolique des plantes.

En revanche, le rendement obtenu a partir de I'extrait hydro-éthanolique de L. albus était
de 13,24%. Ceci est en discordance avec les travaux de Buszewwski et al., 2019, qui ont
montré que l'extrait hydro-éthanolique a 96% de L. luteus a fourni un faible rendement de
3,25%.

Par ailleurs, une étude comparative réalisée suOr les deux espéces de Lupinus albus et
varius portant les différentes parties a permis de constater que I'extrait hydro-éthanolique des
grains était supérieur a celui des parties aériennes chez les deux espéces (El shazly et al., 2001).

Nos résultats ont montré que I'extrait hydro-éthanolique fournit un rendement important,

ce qui pourrait s'expliquer par la polarité accrue du solvant. Ceci est en cohérence avec les
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études de Nga et al., 2017, qui ont validé que l'augmentation du résidu sec de I'extrait est
associee a I'augmentation de la polarité du solvant, et que I'extrait d'hydro-éthanolique constitue
le solvant le plus polaire.

En outre, I'ajout d'eau au solvant organique augmente la solubilité des polyphénols en
favorisant sa diffusion au niveau des tissus vegétaux ainsi qu'en ajustant la polarité du solvant

organique (Mohammedi, 2011).
11.2 Evaluation de activité antibactérienne

L'activité antibactérienne des extraits éthanoliques de S. officinalis et de L. albus a été
réalisée par la technique de diffusion en puits et exprimée sous forme de zone d'inhibition en

millimétres (Figure 7).

Figure 7 : Zone d’inhibition d’extrait hydroéthanolique sur S. aureus R et |.

L'extrait éthanolique de S. officinalis a permis d'obtenir un fort pouvoir d'inhibition
contre les deux souches testées, avec des zones d'inhibition de 19 £ 5,29 et 18,83 £ 0,76 mm

contre S. aureus R et I respectivement (Figure 8).

19



Chapitre 11 Résultats et discussion

S, officinalis

19,00

=
Keel
[(e]
(&)

18,90

18,85

[y
©
[}
o

Zone d'inhibition (mm)

18,75
S, aureus | S, aureus R

Figure 8 : Résultats d’activité antibactérienne d’extrait hydro-éthanolique de S. officinalis.

Ces résultats sont supérieurs a ceux obtenus par VelicKovi¢ et ses collegues (2011), qui
ont démontré que I'extrait éthanolique de S. officinalis fournissait une zone d'inhibition de 14,2
mm contre S. aureus référencie.

En 2017, Hammoudi et al. Ont rapporté que I'extrait éthanolique de S. chudaei exercait
un effet significatif sur S. aureus référencé.

Par ailleurs, d'autres études prouvent que l'extrait éthanolique de S. officinalis est
capable d'inhiber 50 isolats de S. aureus provenant d'infections humaines, dont les infections
des voies urinaires, les infections respiratoires, les infections de l'oreille, les infections cutanées,
les plaies et les abcés (Mosafa et al., 2014).

Par ailleurs, Bensebia et al., (2021) affirment que les extraits de feuilles de S. officinalis
sont considérés comme des sources potentielles de médicaments naturels contre les bactéries
standard et multi-résistant, qui ont été isolées dans les hdpitaux, y compris S. aureus.

En outre, les espéces de Salvia sont capables de détruire la plupart des germes résistants,
notamment le S. aureus (Benkherara et al., 2015). Une autre étude, réalisée par Bozin et ses
collaborateurs en 2007, a révelé que les huiles essentielles de sauge ont de puissants effets
antimicrobiens sur diverses souches bactériennes examinées.

L'effet antibactérien de S. officinalis est d0 a la richesse de la plante en composés
bioactifs. Ceux-ci agissent de maniere inhibitrice sur les germes pathogénes (Bouteldja et al.,
2021 ; Gortezi et al., 2007).
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En paralléle, I'extrait éthanolique de L. albus a été capable d'inhiber S. aureus R et I,
avec une zone d'inhibition significative contre S. aureus R de 17+4,35 et 11,83 0,76 mm contre
S. aureus | (Figure 9).

En outre, I'activité des contrdles positifs fournit des activités élevees contre S. aureus R
et | de (28+ 2,82 et 33,67+5,85 mm) ; (31+1,41 et 36,67+1,52 mm) ; (37,5 +£0,7 et 39+ 6,24
mm) ; (26x 2,12 et 24,33+ 3,05 mm) et (10,5 £0,7 et 0 mm) pour Amikacin 30ug, Spiramycine
(100ug), Novobiocine (30ug), Tetracyline (30ug), Cefoxitin (30ug) respectivement (Figure 9).

L,albus

18,00
16,00
14,00
12,00
10,00
8,00
6,00
4,00
2,00
0,00

Zones d'inhibition (mm)

S, aureus | S, aureus R

Figure 9 : Résultats d’activité antibactérienne d’extrait hydro-éthanolique L. albus.
Ces résultats corroborent ceux trouvés par Rabai et al., (2021), montrant que l'extrait
éthanolique fournit une efficacité antibactérienne plus faible que I'extrait méthanolique de L.
albus. En outre, Abdel-Shafi et al., 2023 ont rapporté que les protéines de L. albus étaient
capables d'inhiber la souche de S. aureus.

Dautres études ont rapporté que les huiles essentielles de lupinus ont un effet contre les
bactéries S. aureus (Al Amrousi et al., 2022). Cette activité peut s'expliquer par la teneur en
composés phénoliques des extraits (Lampart_szczapa et al., 2003).

En 2021, Bouteldja et al. Ont démontré la capacité antibactérienne des extraits de L.
albus sur plusieurs germes, et ont justifié cette activité par leur richesse en composes bioactifs.
Les composés d'origine vegétale ont une activité considérable contre les bactéries gram-
positives. (Bakkali et al., 2008).
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Figure 10 : Résultats d’activité antibactérienne d’extrait hydro-éthanolique des contréles.
11.3 Evaluation de I’activité antibiofilm
11.3.1 Technique Rouge Congo
La capacité de création de biofilms des deux souches de S. aureus, 1'une isolée et l'autre
référencée "ATCC", a été évaluée par la méthode du rouge Congo sur milieu Gélose Muller
Hinton et Gélose nutritif aprés incubation ; les résultats sont exprimés en 02, classés selon la

couleur : colonies noires sur gélose noire et colonies noires sur gélose rouge (Figure N°11).

Figure 11 : Phénotype de la production de biofilm sur RCA

Ces données concordent avec ceux qui ont été recueillis dans la recherche
d'Abdulrahim et al., 2019, qui indique que le S. aureus isolé a une capacité a produire un
biofilm. D'autre part, une autre étude menée par Aouchiche et Bounghar, 2015, rapporte que

la souche de S. aureus de référence est capable de former un biofilm.
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En 2018, Triveni et al., ont mis en évidence que l'apparition de colonies noires sur le
milieu rouge Congo constitue un indice de production de biofilms bactériens par les deux
souches de S. aureus (isolées et référencées).

L'apparition de colonies noires est attribuée a la production d'exo polysaccharides (EPS)
qui réagissent avec le rouge Congo. Ceux-ci jouent un role important dans les infections ou ils

sont considérés comme un facteur de virulence (Vasudevan et al., 2003 ; Alcaraz et al., 2003).

11.3.2 Capacité d’inhibition de la formation de biofilm (48h/ 5 jours)
La capacité des extraits a inhiber le biofilm a été évaluée par La méthode du cristal violet
permet de mesurer la biomasse par spectrométrie, qui quantifie la masse totale du biofilm en

observant la liaison du colorant aux polysaccharides de la matrice du biofilm.

11.3.2.1 Apres 48h

Les résultats obtenus ont révélé un pourcentage d'inhibition significatif de la production
de biofilm de S. aureus R de 82,63 +0,41% a une concentration égale a 0,39 mg/ml d'extrait
éthanolique de S. officinalis, suivi de 65,96 £0,41% pour 0,195 mg/ml. De plus, la capacité de
I'extrait éthanolique de S. officinalis & inhiber la formation du biofilm de S. aureus | était de
92,12 + 0,32 % pour une concentration de 3,125 mg/ml et de 78,65 + 0,63 ; 65,57 + 0,32 % et
85,61+ 0,32 % pour 0,781 ; 0,195 et 0,097 mg/ml respectivement.

Pour I'extrait éthanolique de L. albus, la meilleure activité d'inhibition a été rapportée a
0,195 et 0,097 mg/ml avec 88,5 + 0,81 et 81,22 + 0,41% contre S. aureus R respectivement.
Concernant S. aureus | : 84,07 £ 0,55% (6,25 mg/ml) ; 66,12 + 0,63% (0,39 mg/ml) et 59,52 +
0,32 (0,195 mg/ml).

11.3.2.2 Aprés 5 jours

Aprés une période d'incubation de 5 jours, les résultats ont montré que I'extrait
éthanolique de S. officinalis avait un pouvoir inhibiteur contre la formation de biofilms par S.
aureus R et S. aureus I de (95,89 + 0,44 % a 0,39 mg/ml et 88,73+1,19 a 0,097 mg/ml) et (87,73
+0,37 % a 0,781 mg/ml ; 80,92 +0,57 a 0,39 mg/ml ; 49,57+ 0,77 % a 0,195 mg/ml)
respectivement.

De plus, I'extrait éthanolique de L. albus est capable de bloquer la production de biofilm
par les souches R et | de S. aureus de 91,69 + 0,29 et 82,9 £ 0,37 % a 0,195 mg/ml et 89,3 +
0,17 et 69,02+ 0,86 % a 0,097 mg/ml respectivement.

Les résultats de notre étude sur l'activité antibiofilm révélent la capacité accrue de

I'extrait éthanolique de S. officinalis et de L. albus a inhiber la production de biofilms par S.
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aureus R et | sur des périodes de 48 heures et de 5 jours a de faibles concentrations. Ces résultats
sont confirmes par les recherches menées par Alkja et al. en 2020, montrant I'effet antibiofilm
de I'extrait éthanolique de S. officinalis sur S. aureus. Dans le méme sens, d'autres rapportent
que des plantes appartenant a la famille des Lamiaceae, notamment S. marashica, ont un effet
antibiofilm produit par des S. aureus isolés et référencés (Bastanci et al., 2022 ; Cordeiro et
al., 2020).

Les biofilms pathogenes sont considérés comme un moyen de résistance bactérienne
aux antibiotiques, car ils donnent aux bactéries la capacité de survivre et de coloniser I'hdte
méme dans des conditions défavorables. Pour cette raison, les chercheurs se tournent vers des
sources naturelles plus fiables en utilisant des plantes médicinales pour l'inhibition des biofilms,
grace a leur richesse en composés bioactifs (Jain et Parihar, 2018). Plusieurs études prouvent
la richesse des extraits éthanoliques de S. officinalis et L. albus en composés bioactifs,
notamment en flavonoides, polyphénols et alcaloides (Bouteldja et al., 2021 ; Rabai et al.,
2021).

En 2012, Daglia et ces chercheurs ont réalise une étude sur l'activité antibiofilm de
plusieurs concentrations de composés phénoliques, ou ils ont démontré que les plus fortes

concentrations exercaient un plus grand pouvoir antibiofilm.

En outre, I'extrait aqueux des fabacées a permis une inhibition de 54 % du biofilm
produit par la référence S. aureus (Ahmad et al., 2023). Parallélement, I'extrait méthanolique

des fabacées présente une bonne activité antibiofilm de S. aureus (Erhabor et al., 2022).

11.3.3 Destruction de biofilm produite par S. aureus R et 1 a48 h et 5 jours

11.3.3.1 Apres 48 h de production

Les résultats de cette étude démontrent la capacité de l'extrait éthanolique de S.
officinalis a détruire le biofilm produit par S. aureus R avec 83,8 ; 83,33+ 0,41 et 77 £ 0,41% a
0,781 ; 0,39 et 0,195 mg/m respectivement. D'autre part, pour le biofilm produit par S. aureus
I, y compris 61,36 +0,32 et 66,3 +0,32% a 0,195 et 0,097 mg/m respectivement.

En revanche, l'extrait éthanolique de L. albus a des concentrations de 0,195 et 0,097
mg/ml a dissuadé le biofilm produit par S. aureus R avec des taux significatifs de 84,51 et 84,27
+ 0,41% et celui produit par S. aureus | de 64,1 +0,32 ; 62,64 et 56,23+0,32% a 0,39; 0,195 et
0,097 mg/ml.
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11.3.3.2 Apreés 5 jours de production

Nos résultats soulignent que l'extrait éthanolique de S. officinalis a été efficace pour
¢liminer le biofilm produit durant les 5 jours par S. aureus R et I avec un pourcentage de
dégradation égale a 95,22 + 0,17 % (0,195 mg/ml) ; 93,51+ 0,17% (0,097mg/ml) et 92,57%
(0,195mg/ml) ; 88,6+0.21% (0,097 mg/ml) (Tableau 2).

Tableau 2 : Pourcentage d’inhibition de la formation de biofilm par S. officinalis.

concentration 0,781 0,39 0,195 0,097
la souche SR Sl SR Sl SR Sl SR Sl
% d'inhibition
48h / 78,65 82,63 / 65,96 | 65,57 / 85,61
% d'inhibition
5j / 87,73 95,89 | 80,92 / 49,57 | 88,73 /
% destruction
48h 83,8 / 83,33 / 77 61,36 / 66,3
% destruction
5] / / / / 95,22 | 92,57 | 93,51 88,6

Pour L. albus leur extrait éthanolique a permis de détruire le biofilm produit pendant
cette période de (93,51+0,17% pour 0,195 mg/ml et 91,21 + 0,17 % pour 0,097 mg/ml) et (89,1+
0,21% pour 0,39 mg/ml ; 81,78% pour 0,195 mg/ml et 70,26 pour 0,097 mg/ml) vis-a-vis le

biofilm produit par S. aureus R et I respectivement (Tableau 3)..

Tableau 3 : Pourcentage d’inhibition de la formation de biofilm par L. albus.

concentration 0,39 0,195 0,097
la souche SR Sl SR Sl SR SI
% d'inhibition
48h / 66,12 88,5 | 59,52 | 81,22 /
% d’inhibition
5j / / 91,69 | 82,9 89,3 69,02
% destruction
48h / 64,1 84,51 | 62,64 | 84,27 | 56,23
% destruction 5
j / 89,1 93,51 | 81,78 | 91,21 | 70,26

Les deux extraits éthanoliques ont été utilisés pour la destruction du biofilm préformé
par les deux souches testées. Nos résultats ont montré que 'extrait éthanolique de S. officinalis
est efficace pour détruire le biofilm, ce qui a également été démontré par Barchan et ses

collégues en 2015 ou l'extrait alcoolique et aqueux de la plante Lamiaceae s'est avéré avoir

rrrrr
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Rupasinghe, 2018, ont étudi¢ 1'effet antibiofilm de S. officinalis, mettant en évidence une forte
¢éradication du biofilm des bactéries Gram-positives.

Bazargani et Rohllof en 2016, a démontré que les huiles essentielles des lamiacées
réagissent ¢galement contre le biofilm de S. aureus référencé avec une éradication trés efficace.
La destruction des biofilms isolés de S. aureus a également été constatée par le biais d'autres
¢tudes (Merghini et al., 2016).

D'autres n'ont publié¢ que les alcaloides et les flavonoides de L. albus ayant une grande
capacité a briser les biofilms de S. aureus (Jain et Parihar, 2018).

Les plantes de la famille des Fabacées constituent une source naturelle excellente de
composés bioactifs, avec une plus grande capacité a détruire les biofilms synthétisés par les

Cocci gram-positifs (Ahmad et al., 2023; Vaiikova et al., 2020).

11.3.4 La capacité d’inhibition de la formation de biofilm dans les sondes urinaires (48h/
5 jours)

11.3.4.1 Apres 48h

Les résultats de la détermination du potentiel des extraits éthanoliques de S. officinalis
et de L. albus pour inhiber la formation de biofilms dans les cathéters urinaires indiquent que
I'extrait de S. officinalis est capable de bloquer la formation de biofilms de S. aureus R avec un
pourcentage de 90,29% a une concentration égale a 0,39mg/ml, 87,38 et 76,70% pour 0,781 et
1,562 mg/ml par ordre. L'extrait a également un effet inhibiteur sur les biofilms de S. aureus |
avec un pourcentage de 97,07 + 0,46% a une concentration de 1,5 mg/ml, suivi de 92,27+0,46%
et 94,13+0,46 pour 0,39 mg/ml et 0,78 mg/ml.

De plus, I'extrait d'hydroéthanolique de L. albus avait un pouvoir inhibiteur élevé de
96,12 et 91,26 % a 0,195 et 0,097 mg/ml pour S. aureus R, de 91,20 et 92,80 % avec 0,195 et

0,097 mg/ml par ordre pour S. aureus I.

11.3.4.2 Apreés 5 jours
Aprés avoir prolongé la période d'incubation a 5 jours, I'extrait hydroéthanolique de S.
officinalis a eu un effet inhibiteur sur le biofilm formé par S. aureus R de 88,35 % (0,781 mg/ml)
et 76,70 % (0,39 mg/ml), et sur S. aureus | : 80,80 % (1,562 mg/ml) et 79,20 % (0,39 mg/ml).
Cependant, I'extrait de L. albus montre un potentiel d'inhibition considérable vis-a-vis
de S. aureus R avec des valeurs significatives de 80,58 % a 0,1 mg/ml suivies de 76,70 % a
0,09 mg/ml, tandis que S. aureus | représente 92 % (0,195 mg/ml) et 78,93+ 0,46 (0,09 mg/ml).
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11.3.5 Destruction de biofilm produite par S. aureus R et | dans les sondes urinaires
(48h et 5jours)

11.3.5.1 Apres 48h

Notre étude confirme que I'extrait hydroéthanolique de S. officinalis a un effet expulsif
sur le biofilm produit dans les sections de cathéters urinaires par S. aureus R correspondant a
79,61+0,61% (0,39mg/ml) et 65,70+0,56% (0,781 mg/ml), et de méme pour le biofilm produit
par S. aureus I, englobant 92%, 85,33+0,46% (1,562 mg/ml, 0,39 mg/ml) dans l'ordre successif.
L'extrait d’hydroéthanolique de L. albus montre une activité de démolition sur le biofilm de S.
aureus R formé a des concentrations de 0,39 mg/ml, 0,195mg/ml et 0,097mg/ml avec un
pourcentage de 81,55 ; 92,23 ; 81,88+0,56% respectivement, de méme pour S. aureus | avec
82,40% et 85,60% a 0,39mg/ml et 0,097%.

11.3.5.2 Aprés5 jours

D'apreés les résultats obtenus, il est clair que le biofilm de S. aureus R et | formé apres 5
jours d'incubation a été détruit par I'extrait éthanolique de S. officinalis qui varie de 64,72+ 0,56
et 49,19+ 0,56% a un taux de concentration de 0,39 et 0,781mg/ml pour S. aureus R et de 68.
53 et 66,40% a une concentration de 0,39 et 1,562 mg/ml respectivement pour S. aureus I.

Tableau 4 : Pourcentage d’inhibition de la formation de biofilm dans les sondes urinaire par

S. officinalis.
concentration 1,562 0,781 0,39
Souche SR SI SR SI SR Sl
% d'inhibition 48h 76,7 97,07 87,38 94,13 90,29 92,27
% d'inhibition 5 j / 80,8 88,35 / 76,7 79,2
% destruction48h / 92 65,7 / 79,61 85,33
% destruction 5 j / 66,4 49,19 / 64,72 68,53

Pour L. albus, I'extrait hydroéthanolique peut également détruire le biofilm S. aureus R
avec un pourcentage de 78,32% et 58,90+0,56% a 0,195mg/ml et 0,39mg/ml, et 80% a

0,195mg/ml et 84% a 0,39mg/ml pour S. aureus | (Tableau 5).

Concentration 0,39 0,195 0,097
La Souche SR Sl SR Sl SR SI
% D'inhibition 48h / 96,12 91,2 91,26 92,8
% D'inhibition 5 J / 80,58 92 76,7 78,93
% Destruction 48h 81,55 82,4 92,23 / 81,88 85,6
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% Destruction 5 J 58,9 84 78,32 80 / /
Tableau 5 : Pourcentage d’inhibition de la formation de biofilm dans les sondes urinaire par
L. albus.

Plusieurs études confirment que le biofilm de S. aureus a été significativement éradiqué
en présence d'huiles essentielles de plantes de la famille des Lamiacées (Benabdelah et al.,
2020). En revanche, la famille des Fabaceae a la capacité de bloquer le biofilm de S. aureus
(Erhabar et al., 2022 ; Vaiikova et al., 2020).

Les biofilms sont associés a de graves problemes de santé. Ils peuvent adhérer a de
nombreux dispositifs médicaux sur lesquels ils déclenchent des infections durables, en
particulier dans les cathéters urinaires (Khatoon et al., 2018 ; Miranda et al., 2017). Les
infections urinaires liées aux cathéters sont I'une des infections nosocomiales les plus fréquentes
(Saintetal., 2016). Elles sont causées par un certain nombre de bactéries, dont Staphylococcus
aureus, qui est responsable de la formation de biofilms dans les cathéters urinaires (Lister.
2014).

Nos résultats indiquent que les sondes urinaires traitées avec les extraits de S. officinalis
et de L. albus présentent une réduction du nombre de cellules bactériennes récupérées par
rapport aux sondes non traitées. Cette activité peut étre liée a la richesse des plantes utilisées en
composes bioactifs. Ceci est validé par plusieurs études reflétant le fait que les polyphénols, les
flavonoides et les alcaloides ont un pouvoir antibiofilm significatif. (Jain et al., 2018 ;
Skogmen et al., 2012).

Le criblage phytochimique confirme la richesse de S. officinalis et L. albus en composeés
bioactifs (Khare etal., 2019 ; Elouali et al., 2016 ; Ibrahim et al., 2019). Notamment I'activité
inflammatoire et antimicrobienne et I'effet inhibiteur sur la formation de biofilms. (Russel.
2011 ; Kot et al., 2015 ; Darmasiwiet et al., 2022).

De méme, Prabharkar et al., 2012 rapportent dans leurs travaux que les composeés

phenoliques d'origine végétale ont un pouvoir antibiofilm.

Les composés végétaux bioactifs affectent le biofilm de S. aureus provenant de cathéters
urinaires, ou ils réduisent I'attachement du biofilm aux surfaces internes des sondes urinaires
(Ezeonu et al., 2009).
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Conclusion

La résistance bactérienne aux antibiotiques chimiques par la formation de biofilms est

un probléme sanitaire majeur qui a des répercussions sur la santé humaine.

Devant la résistance croissante, le recours aux sources naturelles est une nécessité, en
particulier Salvia officinalis L. et Lupinus albus L. en raison de leur richesse en composés

bioactifs.

Au cours de notre étude, nous avons effectué plusieurs analyses sur I'extrait éthanolique
a 80% de S. officinalis et de L. albus, dont l'activité antibactérienne vis-a-vis de S. aureus isolé
a partir de lait contaminé et d'autres références, ainsi que l'activité antibiofilm contre le biofilm

produit par les deux souches testées.

Le rendement de I'extrait sec obtenu a partir de I'extrait éthanolique (80%) et de L. albus

¢tait respectivement de 12,74 et 13,24%.

En outre, Le pouvoir antibactérien des extraits éthanoliques de S. officinalis et L. albus
possédent une activité antibactérienne significative contre S. aureus, l'un des principaux

pathogenes impliqués dans les infections nosocomiales et communautaires.

A cet égard, l'estimation de l'activité antibiofilm par la méthode du cristal violet révéle
une forte capacité des extraits de S. officinalis et de L. albus a inhiber la formation et a détruire
le biofilm produit par des S. aureus référencés et isolés, une €tape importante dans la survie des

infections et la résistance au traitement antibiotique.

En conclusion, cette étude met en évidence le potentiel des extraits de Salvia officinalis
et de Lupinus albus en tant qu'agents antibactériens et anti-biofilm contre Staphylococcus
aureus. Ces résultats ouvrent de nouvelles perspectives pour le développement de thérapies

alternatives basées sur des composés naturels pour combattre les infections bactériennes.
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Annexe 01 Préparation des extraits éthanoliques

Figure N°02 : Poudre de plantes broyées A) L. albus, B) S. officinalis.

Figure N° 03 : Le résidu sec de 1’extrait

¢thanolique aprés séchage a 24h.



Annexe 02 Activité antibactérienne

Figure N° 05 : Repiquage des souches.



Annexe 02 Activité antibactérienne
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Figure N° 06 : Résultats de l'activité antibactérienne pour les témoins "disques antibiotiques".



Annexe 03 Activité antibiofilm des extraits éthanoliques

Figure N°07 : (A) la formation de biofilm, (B) : Traitement par cristal violet

Figure N°08 : Traitement de biofilm formé par les souches S. aureus R et I dans les tubes sec
par la méthode cristal violet.



Annexe 04 Activité antibiofilm dans les sondes urinaires

Figure N°09 : Traitement de biofilm formé par la souche S. aureus R et S. aureus 1
dans les sondes urinaires par le CV.



Annexe 05 Composition des milieux de culture

Milieux de culture liquides

Bouillon nutritif

POPIONE. ..o e 150 g
Extrait de

1 30g
Chlorure de SOAIUM. ...ttt e e e et e e anens 6,0 g
D(-)

Bl 08 . ettt e 1,0g
Eau distill€e. .....voiii e 1000 ml

Milieux de culture solides

PP ONC. ... e I5¢g
EXtrait de VIAnde. ... ...oouiiniiii e 10g
EXtrait de IeVeUT. ... ..o 02g
Chlorure de SOAIUML. . ...ttt et e e et e e e ee e 05¢g
N ) 20g
Eau distille. ... 1000ml

pH= 6,8 0,2 4 25 °C.

Stérilisation a ’autoclave a 121+ 1 °C pendant 15 minutes.

Gélose Chapman
Extrait de viande (bOVIN @ POTCIN).....o.uueintiintt ettt e e e e eeeeae ceeenans g
Peptone de caséine et de viande (bovin €t pOrcine)...........c.ovuivuiiiiinniiniiiieniinnennns 10g
Chlorure de SOAIUML. ... ...uii e e e e e e e e e eeens 75¢g
MaANNItOL. . .. e 10g
N 15¢
Rouge de phénol....... ..o e 0,025¢



Annexe 05 Composition des milieux de culture

Rouge Congo Agar
Eau distill€e. . ....veei i e 50g
N P 37¢g
ROUZE COMEO. ..ot e 0,8g
BHI B ..o s 10g
SACCRATOSE ... . ettt 1000ml
pH=6,8-7,4
Gélose Muller Hinton

Peptone ...ooneiiii et tre et esseeesneessneessnneesnnneesnnnes LOZ
Extrait de IeVUre ... ..o e 05g
Chlorure de SOQIUML. ......uiei e e e e e eenaes 05¢g

GIUCOSE. .ottt ettt ettt reeseeesseessnesseessnesnseessnesnseenseesnses O 1 €

pH non précisé ajouté a 7,0.

Stérilisation a I’autoclave a 118 °C pendant 15 minutes.
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