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Le microbiote intestinal humain est composé de 10
14

 bactéries ainsi que d’autres 

micro-organismes comme les virus, les champignons et les archées. L’étude du microbiote 

intestinal a dévoilé le rôle fondamental qu’il joue dans la physiologie intestinale mais aussi 

dans la santé humaine de façon plus générale, comme un véritable« organe caché ». Après la 

colonisation bactérienne du tube digestif chez le nourrisson, la composition du microbiote 

intestinal est unique à chaque individu bien que plus de 95 % des bactéries le composant 

puissent être réparties en 4 phyla majeurs (Landman et Quévrain,2016). 

Le microbiote intestinal joue un rôle crucial dans l’homéostasie du tractus digestif, et 

plus globalement dans celle de son hôte, en remplissant des fonctions métaboliques, 

immunologiques, et structurales, ainsi qu’en jouant un rôle essentiel dans la protection de 

l’intestin contre la colonisation par des bactéries pathogènes(Ribiere,2015). 

La composition du microbiote intestinal pourra varier en fonction de nombreux 

facteurs tels que l’alimentation, le mode de vie, l’environnement, l’apparition de pathologies 

et les traitements médicamenteux. Un déséquilibre (dysbiose) persistant du microbiote 

intestinal en lien avec une modification de l’abondance ou de l’activité de certaines espèces 

bactériennes peut conduire directement ou indirectement à des pathologies digestives 

(inflammations chroniques comme la maladie de Crohn, syndrome de l’intestin irritable,et 

cancers) mais aussi à des pathologies extra-intestinales (diabète, obésité, maladies cardio- 

vasculaires, syndromes métaboliques) (Marre et al., 2020). 

Récemment, les polluants environnementaux sont devenus une menace majeure pour 

la santé et sont en augmentation. Des études ont montré la relation profonde entre le 

microbiote intestinal et notre santé (Jin et al.,2017). Cette accord décrit les effets possibles 

des polluants tels que les fongicides. 

Les fongicides sont surtout utilisés dans l’agriculture pour détruire ou combattre les 

ravageurs et les espèces indésirables de plantes ou d'animaux qui peuvent causer des 

endommagements aux denrées alimentaires et aux produits agricoles .Parmi les fongicides, 

nous pouvons citer le tébuconazole (TEB). L'exposition de l’homme au TEB peut se produire 

par l'intermédiaire de résidus dans l'alimentation, par inhalation ou contact cutané dans les 

zones rurales où ce fongicide est appliqué(Ben Saad et al.,2017).Plusieurs études ont montré 

ses risques potentiels, notamment lors d’expositions prénatales, d’apprentissage cognitif, de 

développement de neuropathologie(Moser et al., 2001)ou en tant que perturbateur 

endocrinien .Il augmente la durée de gestation et influe sur les niveaux d'hormones 

stéroïdiennes chez le fœtus. Différents mécanismes d’action sur la biosynthèse de ces 
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hormones ont été mis en évidence. Le tébuconazole entraine une diminution de la formation 

d’œstradiol et de testostérone et augmente la formation de progestérone, ce qui implique une 

inhibition des enzymes impliquées dans la conversion de la progestérone en testostérone. Il 

agit également en tant qu’antagoniste du récepteur androgène conduisant à une féminisation 

de la progéniture des rats(Youness, 2013). 

A la lumière de ces données, la restauration du microbiote intestinal constitue 

actuellement une stratégie très importante dans la prévention des pathologies métaboliques 

induites par les perturbateurs endocriniens. Cette stratégie est basée sur l’utilisation des 

biomolécules d’origine naturelle. Parmi les bio-ressources naturelles riches en molécules 

bioactives, les feuilles de deux plantes médicinales Rosmarinus Officinalis.L.et Salvia 

Officinalis.L.,Ces dernières occupent une place d’excellence et un choix à prendre en 

considération dans cette approche. En effet, Rosmarinus Officinalis L. et Salvia Officinalis 

sont des plantes aromatiques originaires de la région méditerranéenne, elles sont largement 

décrits pour leur rôle antioxydant, leur effet potentialisateur de l’insuline, modulateur du 

microbiote intestinal et pour leur activité anti-inflammatoire et anti-tumorale ainsi leurs effets 

dans la prévention des pathologies métaboliques à stress oxydatif telles que les maladies 

cardiovasculaires(Fadi., 2011 ; Neagu et al., 2011 ; Miraj et Kiani, 2016 ; Ghorbani et 

Esmaeilizadeh, 2017) . 

Cependant, malgré l’évidence de leurs intérêts potentiel dans la prévention de 

plusieurs pathologies, peu de travaux à ce jour se sont intéressés à vérifier l’effet des extraits 

des Rosmarinus Officinalis.L. et Salvia Officinalis.L.et à estimer leur effet in vivo de leurs 

composés sur la prévention des désordres métaboliques induites par les perturbateurs 

endocriniens et la dysbiose intestinale. 

C’est dans ce contexte que s’inscrivent les travaux de ce mémoire, dont l’objectif est 

d’étudier les potentielles perturbations du microbiote intestinal murin induites par l’exposition 

à un polluant environnemental ,le tébuconazole. Ainsi que l’évaluation des effets des extraits 

des feuilles de Salvia officinalis.L et Rosmarinus officinalis L. sur les variations qualitatives et 

quantitatives de la communauté intestinale. 
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 Objectifs de l’étude 

La présente étude a eu comme objectif d’alleviation l’impact d’un contaminant 

environnemental à savoir le tébuconazole sur la composition du microbiote intestinal des 

jeunes rates Wistar exposées à une dose journalière tolérable admissible, et l’évaluation des 

dommages causés par l’usage de deux plantes médicinales (Rosmarinus officinalis .L) et 

(Salvia officinalis.L),ceci à travers la quantification et l’identification de quelques bactéries 

contenues dans ce microbiote. 

 lieu et durée de travail 

La démarche expérimentale relative à cette étude a été réalisée sur une période 

s’étalant du 27 janvier 2022 au 12 juin 2022 et a été effectuée au sein des laboratoires 

suivants 

- Laboratoire d’Amélioration et Valorisation des Productions Animales Locales, 

« Université Ibn Khaldoun – Tiaret ». 

- Laboratoire d’Hygiène et Pathologie Animale de l’Institut des Sciences Vétérinaires, 

« Université Ibn Khaldoun –Tiaret ». 

- Laboratoire de Microbiologie, de la Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie 

« Université Ibn Khaldoun –Tiaret ». 
 

 Matériel et produits chimiques 

Le matériel, les produits chimiques et les milieux de culture nécessaires à 

l’accomplissement de ce travail sont cités dans le tableau ci-après : 

Tableau n° 01 : Matériel, réactifs et les milieux de culture utilisés 
 

Matériel et appareillages Produits et réactifs Milieux de cultures 

• Agitateur magnétique 

• (Rotmag) 

• Autoclave(Sanoclave) 

• Balance analytique 

(Ohaus) 

• Bec Bunsen 

• Dessiccateur 

• Etuve (Memmert) 

• SpectrophotomètreUV- 

Vis(Shmadzu) 

• Microscope 

optique(Optica) 

• Micropipette (C.labo) 

• Broyeur (Mouninex) 

• Tamis (0,5 mm) 
• Boites de Pétri 

• Eau oxygénée (30%) 
• Eau physiologique (0,9%) 

• Ethanol (70%) 

• Violet de gentiane 

• Fuchsine 

• Lugol 

• Alcool (95%) 

• Huile d’immersion 

• Galerie Api 20E 

• Huile de paraffine 

• Réactifs Voges Proskauer 

(VPI et VP II) 

• Réactifs TDA 

• Réactif de Kovacs 

• Gélose 

Chapman 

• Gélose 

MacConkey 

• Gélose 

Man, 

Ragosa,Sha 

rpe (MRS) 
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 Matériel végétal 

Les deux plantes qui ont fait l’objet de notre étude sont : 

- Le Rosmarinus officinalis.L (le romarin) est récoltée au niveau de la région de Frenda 

en mois de Janvier 2022. 

-  la Salvia officinalis.L (la Sauge) est récoltée au niveau de la région de Tiaret en mois 

de Février 2022. 

- Les deux plantes : Rosmarinus officinalis.L et Salvia officinalis.L ont été identifiées 

au sein de la faculté des Sciences de la Nature de la Vie par un enseignant botaniste de 

l'Université Ibn Khaldoun Tiaret. 

Le choix d’utiliser c’est deux plantes, par le fait qu’elles sont largement utilisées dans la 

médecine traditionnelle (Duke,2000). 

 Traitement et suivi des animaux 

 
Les animaux utilisés au cours de cette expérimentation sont des jeunes rates, de souche 

Wistar âgées de 4 à 6 semaines présentant un poids initial compris entre de 120-140 g. 

 
Ces animaux ont été fournis par l’institut Pasteur d’Alger-Kouba, des femelles ont été 

choisies préférentiellement car elles représentent une cible particulièrement sensible aux 

perturbateurs endocriniens. 

Dès leur réception, les animaux ont été répartis en 4 groupes de 6 individus. Les différents 

lots constitués représentaient des moyennes de poids corporels relativement égaux .Chaque 

rate a été logée individuellement dans une cage en polypropylène. 

Les rates ont été hébergées au sein de l’animalerie du laboratoire d’autopsie clinique 

de l’institut des Sciences Vétérinaires (Université Ibn Khaldoun – Tiaret) où règne une 

température constante (25 ±2°C), elles ont eu accès à volonté à la nourriture et à la boisson. 

Une période d'adaptation de 07 jours a été allouée aux rates avant le début du protocole 

expérimental. Après cette période et pendant 16 semaines, les rates ont été nourries avec un 

régime standard, et exposées ou non à un polluant environnemental (le tébuconazole) à une 

dose de (30μg/kg/j) par voie orale via l’eau de boisson fournie dans des biberons et   traitées 

ou non aux extraits éthanoliques de Rosmarinus officinalis.L ou Salvia officinalis .L 

L'étude a été effectuée pendant une période de 16semainesdurant laquelle, un suivi 

quotidien de la consommation alimentaire, l’eau de boisson, du poids corporel et du 

comportement des animaux a été effectué. 

Les 4 lots préalablement constitués ont été soumis aux conditions ci-dessous. 
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  Les animaux du premier lot (ST) ont reçu un régime Standard à base d’amidon (42,12) 

et une eau de boisson (l’eau de robinet). 

 
  Le second lot (ST/TEB) a reçu à un régime Standard (ST) et exposé au Tébuconazole 

(TEB) à 30 µg/kg/j. 

 
  Le troisième lot (ST/TEB/EXT01)a reçu à un régime Standard (ST), exposé au TEB 

(30 µg/kg/j) et traité par voie orale (gavage) d’un extrait éthanolique de Rosmarinus 

Officinalis(100mg/kg/j). 

 
 Le quatrième lot (ST/TEB/EX02) a été soumis à un régime standard exposé au TEB 

(30 µg/kg/j) et traité par l'extrait de la sauge (Salvia Officinalis L.)(100mg/kg/j) 

 Composition du régime expérimental 

 
La préparation du régime alimentaire, au cours de cette expérimentation, a été réalisée deux 

fois par semaine au sein de laboratoire d’Amélioration et Valorisation des Productions 

Animales Locales. Les ingrédients utilisés pour préparer ce régime ont été fournis 

gracieusement par l’Office Nationale d’Aliment de Bétail (ONAB) de Rahouia La 

composition du régime standard figure dans le tableau ci-dessous. 

 

Tableau 2: Composition du régime experimental(Sauvant et al., 2004). 
 

 
  

Standard 

(%) 

Amidon 42,12 

Cellulose 3,34 

Protéines 14,406 

Matière 

grasse 

0 

Energie 

(kcal/100g) 

409,615 
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 Choix de la dose, de la voie d’administration et de la stratégie d’exposition 

au tébuconazole 

Afin d’imiter les conditions environnementales et éviter le stress pouvant affecter les 

animaux traités, l’exposition aux TEB a été effectuée par voie orale via l’eau de boisson 

(l’eau de robinet), la doses étudiée est de 30 µg/kg/j corresponde à la dose journalière 

admissible (DJA) chez l’homme. Le choix de cette dose d’exposition repose sur le fait que le 

TEB ne suive pas les dogmes classiques de la cytotoxicité. 

Il agisse en effet à de très faibles dose, qui peuvent être largement en dessous de la dose 

journalière admissible, sans suivre pour autant une relation linéaire dose/effet. 

Le choix de l’administration du TEB, par voie orale via l’eau de boisson, est justifié par 

le fait que cette méthode permet d’effectuer une exposition chronique répétée et répartie sur la 

journée(Lecorre et al., 2013).La consommation de l’eau de boisson seule ou associée au 

tébuconazole a été vérifiée chaque jour. 
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4 lot de 6 rats femelles de souche Wistar 

 

I.8 Procédure expérimentale 

 
 

La procédure expérimentale suivie au   cours   de cette étude est récapitulée dans 

l’organigramme suivant :      

 

 

 
 

Partie réalisée durant la période allant de 07février 2022 au 12 juin 2022 

Partie réalisée durant la période allant de 07mai 2022 au 16juin2022 

 
Figure n°01 : Diagramme récapitulatif de la démarche expérimentale 

Pesée des poids des rats femelles , calcul de la quantité d’eau consommée et 

surveillance de comportement 

 

1 

2 

3 
 

4 

5 

6 

Examen macroscopique :Forme, couleur, aspect……. 

Isolement et purification 

  

 

 
Soumis à un 

régime standard 

+TEB (30µg/kg/j 

)+Ex(100mg/kg)(S

T+TEB+E X1) 

Soumis à un régime 

standard+ TEB(30 

µg/kg/j ) 

 

(ST+TEB) 

Identification biochimique :Catalase, Oxydase, galerie Api 20E 

Examen microscopique :Forme des cellules, mode d’association 

Ensemencement sur les milieux Chapman, MacConkey et MRS 

Dénombrement des bactéries dans la matière fécale 

Prélèvement 

de matière 

fécale 

(98 jours) 

Soumis à un régime 

standard+ TEB(30 

µg/kg/j 

)+Ex2(100mg/kg) 

(ST+TEB+EX2/) 

Soumis à un 

régime 

standard 

(ST) 

120 jours 



Chapitre I : Matériel et méthodes 

9 

 

 

 

 

 Préparation des extraits éthanoliques de Rosmarinus Officinalis et Salvia 

officinalis Les feuilles de chaque plante ont été soigneusement nettoyées et séchées à 

température ambiante et à labri de la lumière. Ces dernières ont été ensuite broyées à 

l’aide d’un broyeur mécanique (Pulverisette, Fritsch, Allemagne) et tamisés dans un 

tamis ayant un diamètre de 500 µm. L’extraction des composés phénolique a été 

effectuée par le biais de la technique de macération. Une masse de 10g de matière 

végétale sèche sous forme de poudre a été macérée dans 100 ml d’éthanol 70%, Après 

une agitation de 24 h à température ambiante et à l’obscurité, une filtration a été faite 

sur papier filtre 1mm. Le filtrat obtenu a été débarrassé de son solvant par 

évaporation à 50°C et ce afin d’obtenir un extrait sec. Ce dernier a été conservé 

à -20°C pour les éventuelles expérimentations(Lumbo et al.,2005) 

 Etude des effets des extraits de Rosmarinus officinalis et Salvia officinalis 

sur la composition du microbiote intestinal murin exposé au tébuconazole. 

Pour étudier l’effet préventif des produits bioactifs des plantes médicinales Rosmarinus 

officinalis.L et Salvia officinalis.L contre la toxicité induite par le tébuconazole via la 

modulation de la flore intestinale, nous avons recherché quelques bactéries impliquées dans 

l’altération de la composition Cette recherche consiste à faire des analyses de routine de la 

flore intestinale qui se limitent aux germes cultivables, elle est basée sur le dénombrement et 

l’identification quelques bactéries au niveau fécal .Pour se faire,1g de matière fécale fraiche à 

l’émission a été prélevée avant le sacrifice. Ces derniers ont été déposés dans 9 ml d’eau 

physiologique (0,9%) et dans des conditions stériles. Les principales bactéries de la flore 

intestinale recherchées dans les matières fécales sont : Lactobacillus, Enterobacteriaceae et 

Staphylocoques. 

I.11.1.Dénombrement de quelques bactéries dans la matière fécale 

I.11.1.1.Dénombrement des Enterobacteriacea sur la gélose Mac Conkey 

 

Les Entérobactéries sont des bacilles à Gram négatif constituant un ensemble important de 

bactéries et comportent de nombreux pathogènes (Tortora et al., 2003). 

 

Leur dénombrement consiste à dissoudre 1g de matière fécale dans 9 ml de l’eau 

physiologique à 0,9%. La solution a été homogénéisée à l’aide d’un vortex, et laisser un bon 

moment pour précipiter. À partir de cette dernière, des dilutions décimales ont été préparées 

jusqu’à 10
-6

 ensuite pour chaque dilution, des étalements en surface ont été réalisés à la 
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surface de gélose MacConkey .Les boites de Pétri ont été étalées puis incubées à 37°C 
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pendant 24 h. Cette étape a été suivie par des observations macroscopiques des colonies 

bactériennes basées sur l’étude des caractères culturaux (aspect des colonies, couleur, taille, 

forme…). Un comptage, une identification microscopique et biochimique, par le biais d’une 

galerie Api 20E, des colonies ont été réalisées(Chouder et al., 2006). 

 Dénombrement des Staphylocoques sur la gélose Chapman 

Les Staphylocoques sont des bactéries sphériques à Gram positif qui s’assemblent en grappe 

de forme irrégulière (Tortora et al., 2003). Le dénombrement de ces dernières consiste à 

étaler 0,1 ml des dilutions décimales à la surface de gélose Chapman. Après incubation, un 

comptage et ’identification de ces bactéries on été réalisés par des tests culturaux, 

microscopiques et biochimiques. 

 Dénombrement des Lactobacillus sur la gélose Man Ragosa Sharpe(MRS) 

 
Le dénombrement des Lactobacillus consiste à ensemencer en profondeur la gélose MRS à 

partir des dilutions décimales préparées comme décrit précédemment. L’homogénéisation est 

faite en effectuant des mouvements circulaires en forme « 8 », l’incubation a été effectuée 

dans des conditions d’anaérobiose à 37°C pendant 24h (Mallem et al.,2004). L’étude des 

caractères culturaux, morphologiques et biochimiques ont été réalisées. 

 

I.12.Isolement et purification des bactéries obtenues 
 

Les colonies obtenues ont été sélectionnées, prélevées ensuite ensemencées par plusieurs 

repiquages successifs sur les milieux appropriés par la méthode de stries jusqu’à l’obtention 

des isolats pures. 

I .13. Tests d’identification des bactéries recherchées 

I .13.1.Caractères morphologiques 

 Examen macroscopique 
 

Il a été basé sur l’observation macroscopique qui consiste à décrire les colonies obtenues sur 

milieu solide après incubation (couleur, taille, contour, aspect, …). 

 Examen microscopique 

Il permet de déterminer la morphologie des cellules bactériennes par la coloration de 

Gram(Annexe N°05 ).(Meriah et Nabi, 2017). 
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I .13.2.Caractères biochimiques 

Les bactéries ont été identifiées par l’étude des caractères biochimiques. En effet, ces 

dernières sont capables d’effectuer une grande diversité de réactions biochimiques qui se 

traduisent par la production d’enzymes (catalase) et par le type nutritionnel (fermentation ou 

oxydation des sucres, production ou pas de gaz(Sobhani et Wyatt.,2000). 

 

 Test de Catalase 

 

 

- Principe 

 
La catalase dégrade le peroxyde d’hydrogène (H2O2) issue de la voie respiratoire oxydative 

directe en eau et en oxygène libre qui se dégage Sous forme gazeuse(Delarras, 2014). 

-Technique 
 

Ce test a été réalisé en déposant sur une lame en verre propre, une colonie bactérienne en 

Présence de H2O2.La libération de bulles indique une réaction positive (Levy et al., 1992) 

 
 Test 

d’oxydase Principe 

Le test de l’oxydase est basé sur une éventuelle production bactérienne d’une enzyme oxydase 

intracellulaire en présence d’oxygène atmosphérique et de cytochrome C (Kovacs et al., 

1995). 

Technique 
 

Un disque d’oxydase a été imbibé par une goutte d’eau distillée stérile ensuite une partie de 

colonie a été déposée sur le disque à l’aide d’une pipette Pasteur boutonnée stérile. Une 

coloration violette foncé apparait immédiatement sur le disque ou en quelque secondes 

(Kovacs et al., 1995). 

 Identification des Enterobacteriaceae par la galerie Api 20E 

Technique : 

A partir d’une culture jeune de 18 h d’incubation, une suspension bactérienne a été préparée 

dans l’eau physiologique stérile (0,9%). La turbidité de cette suspension a été ajustée à 0.5 

Mac Farland. La densité optique obtenue doit être comprise entre 0,08 et 0,13à 625nm ce qui 
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corresponde à une concentration de 10
7
 à 10

8
 UFC/ml. L’inoculum ainsi ajusté a été introduit 

à l’aide d’une micropipette dans des tubes de la galerie (Nguyen, 2000).L’ensemencement 

des tubes s’effectue par les techniques suivantes : 

- Remplissage à la fois du tube et de cupule pour les tests CIT, VP. 
 

- Remplissage du tube qui est ensuite recouvert par l’huile de paraffine pour les tests ADH, 

LDC, ODC, H2S, URE. 

- Remplissage du tube uniquement pour les autres tests 
 

- Lecture 
 

Les réactions produites au cours de la période d’incubation se traduisent par des virages 

colorés spontanés ou révélés par l’addition des réactifs(Annexe 4). 
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 Dénombrement des Enterobacteriaceae 
 

Les résultats obtenus dévoilent qu'une exposition pendant 16 semaines au Tébuconazole 

(TEB)altère le microbiote intestinal des jeunes rates via une augmentation du nombre des 

Enterobacteriaceae évalué à17%par rapport au groupe témoin( Figure 2) 

Cependant, le traitement des rates par l’extrait éthanolique de Salvia officinalis induit une 

réduction de la charge bactérienne des entérobactéries estimée de 16%en comparaison au 

groupe( ST/TEB). 

 

Néanmoins, aucune différence n’a été observée chez le groupe des rates traité par l’extrait de 

Rosmarinus officinalis.L et exposé au (TEB) par rapport au groupe (ST/TEB). 
 

Figure 2: Dénombrement des Enterobacteriaceae chez les différents groupes expérimentaux 
 

Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes ± ES avec n=6 
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 Dénombrement des staphylocoques 
 

Les résultats du dénombrement des staphylocoques au niveau de la matière fécale sont 

indiqués dans la Figure 3 . Ces derniers dévoilent que l’exposition des rats femelles au( TEB) 

n’induit aucune variation dans le nombre des staphylocoques chez le groupe( ST/TEB) 

comparativement au groupe standard (4,48 log10 UFC/g vs 4,39 log10 UFC/g). 

En revanche, une légère diminution a été révélée chez les rates traitées par voie orale par 

l’extrait éthanolique de Romarin (Rosmarinus officinalis.L)par rapport au groupe des rates 

exposé au TEB seul, cette diminution est évaluée à 7%. 

Par ailleurs ,la quantification des staphylocoques n’indique aucune différence entre le groupe 

des rates traité par l’extrait éthanolique de la sauge (Salvia officinalis.L) et le groupe non 

traité par le même extrait et exposé au TEB (ST/TEB). 

 

 

 

 

Figure 3: Dénombrement des Staphylocoques chez les différents groupes expérimentaux 
 

Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes ± ES avec n=6 
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 Dénombrement des Lactobacillus 
 

Les résultats du dénombrement des Lactobacillus par la méthode de comptage sur milieu 

solide au niveau de la matière fécale (Figure 4) ont révélé une réduction du nombre de ces 

bactéries chez le groupe (ST/TEB) par rapport au groupe témoin (ST). Cette diminution est 

évaluée à 20%. 

Cependant, une augmentation est estimée de 22% dans le nombre de Lactobacillus a été 

révélée dans la matière fécale chez le groupe ayant traité par l’extrait de la sauge et exposé au 

(TEB) associé au régime standard (ST /TEB/ EX2) par rapport au groupe( ST/TEB). 

Aussi une augmentation de la concentration de Lactobacillus a été observée chez le groupe 

traité par l’extrait de romarin (ST/TEB/EX1)(4,12log10 UFC/g) versus le groupe non traité par 

l’extrait de romarin ST/TEB(3,77 log10UFC /g). 

 
Figure04 : Dénombrement des Lactobacillus chez les groupes expérimentaux durant les 16 

semaines de traitement. 

Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes 

Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes ± ES avec n=6 

 Identification des bactéries isolées à partir de la matière fécale 

 Identification des Entérobactéries 

 Caractères morphologiques 

Les résultats de l’identification basée sur les tests morphologiques et biochimiques sont 

présentés dans le tableau 3 

L’observation macroscopique des cultures des bactéries isolées à partir des matières 

fécales des différents groupes des rates sur la gélose Mac Conkey révèle plusieurs aspects 
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morphologiques des colonies à savoir : colonies rondes, aspect muqueux, de couleur rose à 

bord irrégulier avec un diamètre de 2à 3 mm ont été constatées dans les isolats issus des 

matières fécales du groupe des rats témoins (ST). 

Colonies de couleur beige, rondes, ont été observées dans les bactéries isolées à partir 

du groupe (ST/TEB) 

Alors que, les bactéries isolées à partir des matières fécales des groupes (ST/TEB/EX1) 

et (ST/TEB/EX2) donnent des colonies, rondes de couleur rose à bord régulier avec un aspect 

muqueux. 

Parallèlement, l’examen microscopique montre que les   bactéries isolées sont bacilles 

ou coccobacilles  isolées à Gram négatif. 

Tableau n°03: Caractères macroscopique, microscopique des bactéries sur MacConkey 

isolées de la matière fécale 

 

Echantillon 

Test 

Témoin ST+TEB ST+TEB+EX1 ST+TEB+EX2 

Macroscopique colonies de couleur 

rose arrondies à 

bords régulièrs 

colonies de 

couleur beiges 

régulières 

colonies de couleur 

rose arrondies 

régulières 

colonies de 

couleur 

rose arrondies 

régulières 

Microscopique Bacilles à Gram 

négatif 

Bacciles à 

Gram négatif 

Coccobacilles à 

Gram négatif 

Bacilles àGram 

négatif 

II.4.1.2.Identification biochimique 

 
Les caractères biochimiques des bactéries isolées sur la gélose Mac Conkey sont 

représentés dans le tableau 04. 

Dès l’apparition des colonies sur le milieu de culture, les bactéries ont été soumises à 

des tests biochimiques réalisés par des tests Catalase, oxydase et à l’aide de la galerie Api 

20E . 

Les résultats des caractères biochimiques sur Mac Conkey indiquent que la bactérie 

isolée à partir de la matière fécale du groupe témoin (ST) possède les enzymes catalase, β- 

galactosidase (ONPG), Ornithine décarboxylase(ODC), Lysine décarboxylase (LDC) et 

arginine dihydrolase (ADH), mais elle est dépourvue l’Uréase (URE), Tryptophane 

désaminase et Thiosulfate réductase (production de H2S), ainsi cette espèce utilise le 

saccharose ,amygdaline et Citrate (CIT) dans son métabolisme .Ces résultats confirment 

l’identification de l’espèce Enterobacter cloacae. 
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Tandis que, la bactérie isolée du groupe ST/TEB ne possède pas les enzymes de 

l’arginine dihydrolase (ADH),β-galactosidase (ONPG), Ornithine décarboxylase(ODC), 

Lysine décarboxylase (LDC) et arginine dihydrolase (ADH). Ces résultats confirment 

l’identification de l’espèce Acinetobacter baumannii. 

En autre, l’identification biochimique des bactéries isolées des matières fécales des rats 

des groupes ST/TEB/EX1 évoque que ces dernières ne possèdent pas les enzymes de Lysine 

décarboxylase (LDC) et l’arginine dihydrolase (ADH). Ainsi elles utilisent le mannose et 

rhamnose dans leur métabolisme et elles produisent également l’indole. Ces résultats 

confirment l’identification de l’espèce Escherichia coli. 

Tableau 4 :Caractères biochimiques des Entérobactéries isolés de la matière fécale 

 
Groupes 

 
Test 

ST ST/TEB ST/TEB/EX1 

Catalase + + + 

Oxydase - - - 

ONPG + - + 

ADH + - - 

LDC + - - 

ODC + - + 

CIT + - - 

H2S - - - 

URE - - - 

TDA - - - 

IND + - + 

V¨P + + - 

GEL - + + 

GLU + + + 

MAN + - + 

INO - - - 

SOR + - + 

RHA + - + 

SAC + - - 

MEL + + + 

AMY + - - 

ARA + - + 

Espèces 

Identifiées 

Enterobacter 

cloacae 

Acinetobacter 

Baumannii 

Escherichia coli 

 

 

 
(+ ) Résultat positif ( - ) Résultat négatif 
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 Pré-identification des staphylocoques et Lactobacillus 

 Caractères morphologiques 

 
L’observation macroscopique des colonies cultivées sur la gélose Chapman, se traduise 

par l’apparition des colonies assez grandes, jaunes, arrondies, bombées, lisses. Alors que sur 

la gélose MRS et dans des conditions d’anaérobiose les résultats obtenus montrent 

l’apparition des petites colonies blanchâtres, rondes à bords réguliers( Tableau 5). 

En parallèle, l’examen microscopique montre que les bactéries isolées sur la gélose 

Chapman sont Gram positives, coques ,disposées, en paire, groupés en amas. Cependant, les 

bactéries cultivées sur la gélose MRS ont une forme des cellules bacilles, elles révèlent une 

coloration de Gram positive. 

 Caractères biochimiques 

 
Les résultats de pré-identification des bactéries isolées sur MRS révèlent que ces dernières ne 

possèdent pas les enzymes de catalase et de cytochrome-oxydase. Tandis que les bactéries 

isolées sur Chapman possèdent la catalase mais elles sont dépourvues l’enzyme de la 

cytochrome-oxydase .L’ensemble des résultats obtenus concernant les caractères 

morphologiques et biochimiques nous a permis de confirmer que les bactéries isolées sur les 

géloses MRS et Chapman appartiennent aux genres Lactobacillus et Staphylococcus 

,respectivement. 
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Lactobacillus 

 

Tableau n°05 : Caractères macroscopique, microscopique des staphylocoques et 

Lactobacillus isolés de la matière fécale 

 

 

Groupes 

Tests 

 
 

Milieux 

Macroscopique Microscopique Biochimique 

Aspect Couleur Gram Forme Oxydase catalase 

 

 

 

 
 

ST 

Chapman Grande 

taille 

Bombées 

lisses 

arrondies 

Jaune Positif Coques 

associées 

amas 

_ + 

MRS Petites 

tailles 

rondes à 

bords 

réguliers 

Blanche Positif Bacilles _ _ 

ST+TEB Chapman lisses 

arrondies 

Jaune Positif Coques 

associées 

en amas 

_ + 

MRS Petites 

tailles 

rondes à 

bords 

réguliers 

Blanche Positif Bacilles 

droits 

_ _ 

ST+TEB+EX1 Chapman Bombées 

lisses 

arrondies 

Jaune Positif Coques 

associées 

en amas 

_ + 

MRS Petites 

tailles 

régulières 

Blanche Positif Bacilles _ _ 

ST+TEB+EX2 Chapman Bombées 

lisses 

arrondies 

Jaunes Positif Coques 

associées 

en amas 

_ + 

MRS Petites 

tailles ronds 

à bords 

réguliers 

Blanche Positif Bacilles _ _ 

 

 

 
Staphylocoque 
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Discussion 

La population humaine est exposée à de très nombreux contaminants chimiques 

environnementaux et alimentaires, ces expositions pourraient perturber le microbiote 

intestinal, acteur clé de la santé humaine. De nombreuses études se sont penchées sur le lien 

entre les polluants environnementaux et la dysbiose intestinale (Comtet et al., 2020). 

Nos résultats révèlent que suite à l’exposition des rats aux polluants (le tébuconazole) 

une augmentation du nombre des bactéries pathogènes Enterobacteriaceae et staphylocoques 

a été constatée chez les rates exposés au TEB par rapport au groupe des rats témoins (ST), 

Ces résultats sont conformes avec ceux obtenus par Jiang et ses collaborateurs (2020) qui ont 

dévoilé que des rats exposés à une dose de 0,4 mg/l de tébuconazole influence le microbiote 

intestinal et favorise l’augmentation du nombre des Entérobactéries. Aussi Liu et al.(2021) 

ont démontré que des souris exposées au TEB ont un nombre élevé des Entérobactéries et des 

lipopolysaccharides (LPS). Ceci a été confirmée par Fang et ses collaborateurs (2019) qui ont 

confirmé que LPS est largement considéré comme la principale endotoxine entraînant une 

inflammation en activant le gène de réponse inflammatoire, par conséquent l'inflammation 

endommage la barrière intestinale et accélère la fuite de LPS de l'intestin vers le sang. 

Nos résultats vont de même avec ceux menés par Xu et ses collaborateurs (2014).Ces 

derniers ont dévoilé qu’une exposition à l’epoxiconazole (fongicide) altère la communauté 

microbienne intestinale en augmentant le nombre des Entérobactéries. 

Une autre investigation réalisée   par Claire et ses collaborateurs (2019) qu’ils ont rapporté 

que l’exposition des rates à de faible dose de pesticides, chlorpyriphos pendant la gestation et 

au cours de la vie néonatale provoque chez sa descendance un déséquilibre de l’homéostasie 

intestinale. En outre, ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par Charron (2016), 

qu’exhibe que les rats exposés au chlorpyrifos présentent une augmentation dans le nombre 

des Staphylocoques. 

Cependant, le traitement des rates par les extraits éthanoliques de Romarin ou de la 

Sauge induisent une diminution du nombre des Enterobacteriaceae et Staphylococcus. Cette 

diminution se traduit par l’effet bénéfique des composés bioactifs des extraits de Rosmarinus 

officinalis L.(Romarin ) et Salvia officinalis L.(Sauge) qui sont les polyphénols. 

Plusieurs études démontrent l’action métabolique de ces extraits sur la composition du 

microbiote intestinal (Ou et al., 2018 ; Verkhovodova et al., 2020) et leurs effets 

antimicrobiens vis à vis des bactéries pathogènes (Perez-Burillo et al.,2020). Ces données 

confirment celles obtenues par Moreno et al. (2006) ; Sirocchi et al. (2013). Les extraits de 

Rosmarinus Officinalis L.(Romarin) sont très riche en composés phénoliques. Sa particularité 
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réside en sa richesse en polyphénols. Celle-ci est majoritairement composé de carnosol, 

d’acide carnosique, acide rosmarinique et hespéridine (Tai et al., 2012). Cette composition lui 

a attribué plusieurs propriétés thérapeutiques. En effet, une étude réalisée par Mahgoub et al 

.(2019) évoquent que le traitement par l’extrait de Rosmarinus officinalis L. réduit 

significativement les populations d’E.coli et de Salmonella spp. chez la caille japonaise. 

Une autre investigation montre que les polyphénols de Romarin inhibent la croissance des 

bactéries pathogènes, telles que les Enterobacteriaceae et Staphylococcus (Moreno et al. 

2006 ;Mouas et al., 2017). Cette activité antimicrobienne peut s’expliquée par une 

diminution du pH de la lumière intestinale par les polyphénols qui affecte de manière 

significative le profil intestinal. 

En outre, une réduction de la croissance des Entérobactéries a été marquée par les 

huiles essentiels de Salvia officinalis L. (Benkherara et al.,2015). Aussi Daoudi et ses 

collaborateurs en (2013), confirme l’effet antimicrobien de l’extrait éthanolique de la Sauge 

vis à vis certaines bactéries potentiellement pathogènes à savoir E.coli et Klebseilla 

pneumoniae. 

D’autre part, les résultats de notre étude dévoilent que le traitement des rates par les 

extraits éthanoliques de Romarin ou de la Sauge favorisent la croissance des Lactobacillus au 

niveau fécal chez des rates exposées au TEB par rapport au groupe non traité par l’extrait et 

exposé au TEB. Ces résultats sont conformes aux ceux obtenus par Ziarno et ses 

collaborateurs (2021) qui ont rapporté que les composés polyphénoliques de la Sauge 

stimulent la croissance des Lactobacilles dans la boisson à base du lait fermenté. Cette 

augmentation peut être expliquée par l’effet des polyphénols qui stimule sélectivement la 

croissance de Lactobacillus, par le biais de l’activité prébiotique. 

Récemment, Ali et ses collaborateurs (2021), suggèrent que l’extrait de romarin peut 

potentiellement se comporter comme un prébiotique, grâce à ses polyphénols qui induisent 

une augmentation de la croissance de Lactobacillus et Bifidobacterium longum, deux 

bactéries ayant un fort potentiel probiotique. Ces résultats sont prometteurs et apportent une 

validation scientifique à l’usage massif de ces plantes. 
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Conclusion 

Il est actuellement admis que les polluants environnementaux tels que les pesticides 

interviennent dans la genèse et la complication de nombreuses pathologies d’origine 

digestives et extradigestives. 

La quête d’une thérapie douce et naturelle qui apporte des résultats avantageux sans 

effets secondaires continue. Les chercheurs en phytothérapie ont manifesté un intérêt accru à 

l’utilisation de plantes médicinales ayant une activité bénéfique pour la protection contre la 

toxicité des polluants environnementaux 

Ce travail a eu pour objectif de contribuer à l’élaboration de nouveaux composés 

naturels issus de deux plantes médicinales de la pharmacopée traditionnelle, il s’agit de 

Rosmarinus officinalis L. et Salvia officinalis L. plantes spontanées connues pour ses vertus 

thérapeutiques variées contre la toxicité induite par le Tébuconazole sur le microbiote 

intestinale murin. Les résultats obtenus après 16 semaines de traitement indiquent une 

augmentation des Enterobacteriaceae chez le groupe des rats exposés au tébuconazole par 

rapport au témoin, avec un taux d'augmentation de 17%, et une diminution évaluée à 20% du 

nombre Lactobacillus a été constatée. 

En revanche, le traitement des rates par l’extrait de la sauge, module le profil bactérien 

intestinal par rapport au groupe non traité. En effet cet extrait réduit le nombre des 

Enterobacteriaceae (16,12%), et il augmente le nombre de la bactérie bénéfique 

Lactobacillus (22%). Alors que, l’extrait éthanolique de romarin provoque une réduction 

faible des staphylocoques (7%) et une augmentation du nombre de Lactobacillus (9,28%). 

A la lumière de ces résultats, l’extrait éthanolique de la sauge joue un rôle modulateur sélectif 

de la flore intestinale via une stimulation des bactéries intestinales bénéfiques et une 

inhibition des bactéries pathogènes et contribué ainsi à la prévention nutritionnelle de la 

dysbiose intestinale. 

Tous ces résultats sont assez discutables sur l’utilisation excessive des polluants 

environnementaux en générale et de pesticides surtout et d’envisager d’utiliser les plantes 

médicinales qui peuvent nous apporter des solutions intéressantes aux contraintes induites par 

les polluants environnementaux. Cependant, il est clair que des tests supplémentaires et des 

investigations plus profondes sont nécessaires à entreprendre afin de consolider ces résultats. 

Dans cette optique et dans la continuité de cette présente étude, il est fort intéressant 

d’envisager les perspectives suivantes : 

 Approfondir l’étude   de   l’influence   des   extraits   de   plantes sur   la 
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composition du microbiote intestinal via les techniques de biologie 

moléculaire (PCR et la métagénomique). 

 Identification des composés bioactifs des extrait des plantes Rosmarinus 

Officinalis L. et Salvia officinalis L. en utilisant des techniques plus fines 

(Chromatographie couplée à la spectrométrie de masse et HPLC). 
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Annexes N°01 

 

Classification taxonomique : 

 
La classification de la sauge est comme suit : 

Règne :Plantae 

Division : Magnoliophy 

Classe:Magnoliopsida 

Ordre :Lamiales 

Famille :Lamiaceae 

Genre : Salvia 

Espèce : Salvia officinalis L 

 
La classification du romarin est comme suit : 

 
Règne : Plantae 

 
Division : Magnoliophyta 

Classe : Magnoliopsida 

Ordre : Lamiales 

Famille : Lamiaceae 

Genre : Rosmarinus 

Espèce : Rosmarinus officinalis 
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Figure N°01: Balance électronique Figure N°02 : Agitateur 

 

Figure N°03 :Filtrat Figure N°04 : Extrait Éthanolique (Sauge) 
 

 

 

 
 

Figure N°05 : Extrait Éthanolique (Romarin) 
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Figure N°06: répartition des lots 
 

 

Figure N°07 : Régime standard Figure N°08 : Gavage 
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Figure N°09: Autoclave Figure N°10 : Microscope 

 

 

Figure N°11: Aspect des colonies des entérobactériaceae sur le milieu MacConkey 
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Figure N°12: purification des entérobactériaceae sur le milieu MacConkey 

 

 
(a) 

 

 
(b) 

 
Figure N°13 : identification d’Enterobacteriaceae  cloacae par galerie Api 20E 

 
 

 

 
Figure N°14 :Test catalase 
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Figure N°15 :Aspect microscopique d’Escherichia coli du groupe des rates du 

groupe ST/TEB/EX1 
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Annexes N°05 

Composition Des milieux de cultures 

Composition Du milieu MacConkey 

 
- Peptone de caséine 7g 

 
- Peptone de viande 3g 

 
- Lactose 10g 

 
- Mélange de sels biliaires 1.5g 

 
- Chlorure de sodium 5.0 

 
- Rouge neutre 0.03g 

 
- Cristal violet 0.001g 

 
- Agar Agar 13.5g 

 
Composition du milieu Chapman 

 
Peptone 10,0 g 

 
Extrait de viande de bœuf 1,0 g 

Chlorure de sodium 75,0 g 

Mannitol 10,0 g 

Rouge de phénol 0,025 g 

Agar 15,0 g 

pH = 7,5 

 
Eau distillée 

 
3 Composition de milieu MRS : 

 
Peptone 10g 

 
Extrait de viande 08g 



39 

 

 

Extrait de levure 04g 

Acétate de sodium 05g 

Phosphate bipotassique2g 

Citrate d'ammonimn2g 

Sulfate de magnésium 7H20 

0.2g 

Sulfate de manganèse 4H2O 0.05g 

Glucose 20g 

Tween 80 01 ml 

 
Eau distillée qsp 100 ml 

pH= 6,2 

Coloration de Gram 

 
- Préparer un frottis fixé : déposer une goutte d’eau stérile sur une lame puis ajouter à l’anse 

de platine stérilisée une colonie isolée. Etaler et fixer à la flamme jusqu’à obtenir une lame 

sèche. 

- Recouvrir la lame de violet de gentiane et laisser agir pendant 1minute Rejeter le colorant et 

rincer à l’eau distillée. 

- Mordançage au Lugo : recouvrir la lame de Lugo et laisser agir pendant 1minute. Rincer à 

l’eau distillée. 

- Décoloration : recouvrir la lame d’éthanol et laisser agir 30 secondes. Rincer rapidement à 

l’eau distillée. 

- Recoloration : recouvrir la lame de safranine et laisser agir pendant 1minute. Rejeter le 

colorant et rincer légèrement à l’eau distillée. Sécher délicatement la lame avec du papier. 

- Observation au microscope. Ajouter une goutte d’huile à immersion sur la lame pour 

l’observation à l’objectif 100 
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Résumé : 

 
L’exposition intensive à des contaminations chimiques environnementales et 

alimentaires pourrait perturber la composition du microbiote intestinal, acteur clé de la santé 

humaine, ainsi participe à l'établissement de diverses pathologies chroniques. Plusieurs 

investigations se sont intéressés pour atténuer les perturbations causées par ces polluants dont 

la plus importante est l’utilisation des molécules bioactives. L’objectif de cette étude consiste 

à évaluer l'effet préventif de l’extrait des plantes médicinales à savoir ; Rosmarinus officinalis 

L. et Salvia officinalis L. contre les altérations causées par le tébuconazole sur le microbiote 

intestinal murin à travers la quantification, l’isolement et l’identification de la communauté 

bactérienne présentent dans cet écosystème. Les résultats obtenus après 16 semaines de 

traitement indiquent une augmentation de 17% des Enterobacteriaceae dans la matière fécale 

des rates exposées au tébuconazole par rapport au témoin. Une diminution a été constatée 

chez Lactobacillus (20%). En revanche, le traitement des rates par l’extrait de la sauge, induit 

une réduction de la concentration fécale des Enterobacteriaceae (16%), et une augmentation 

des Lactobacillus (22%).Alors que, l’extrait éthanolique de romarin provoque une réduction 

faible des staphylocoques (7%) et une augmentation du nombre de Lactobacillus (9%). A la 

lumière de ces résultats, l’extrait éthanolique de la sauge est un bon modulateur sélectif de la 

flore intestinale via une stimulation des bactéries intestinales bénéfiques et une inhibition des 

bactéries pathogènes et contribué ainsi à la prévention nutritionnelle des désordres 

métaboliques induites per le TEB. 

Mots clés : Microbiote intestinal murin, Tébuconazole, Rosmarinus officinalis L. Salvia 

officinalis L. 
 

 

 مثيارجلا

 

 كويهخ لذالخا

 

 ىلإ يئذاغلاو ئييبلا ئيياميكلا ثولخلل فثكملا رضعخلا ديؤي نأ نكمي

 :ملخص

 ،جيوعملا اإلىسان، صحح في رئيسي عىصر وهي ضارملأا  مه  ديدعلا  اءشنإ  يف  جكرشاملا  يلاخلوتا

وأهم

 ها

 .جنمزملا ،خاثولملا  يذي  ايتةسخ  يخلا  اخبارطضلاا  فيفخخ  ىلع  اخقيقحخلا  مه  ديدعلا  زخكر

 تاذاخنلا صلذدسمل يئقاولا رأثيخلا مييقخ وي جساردلا يذي نم فديلا .اً  يجولويب جطشنلا خايئزجلا مداذدسا
 :ييو  جتيطلا .Rosmarinus officinalis Lو .Salvia officinalis L يخلا  خاريغخلا  دض

 ديدوذح    لزعلاو  يمكلا  سياقلا  لذال  مه  جيوعملا  جققيدلا  جيحلا  ائىاخكلا  ىلعtébuconazoleايتةسي

 نم اعوبسأ 16 دعب اييلع لوصحلا مخ يخلا ذائجنلا ريشخ  ييئبلا ماظنلا ذاي يف دوجوملا  يرذيكبلا عمجدملا
 جبسنب  جدياز  ىلإ  جالعلا يارذيكب  يف  Enterobacteriaceae 17٪ فضالد في نذارجلا جضرعملا

جاحين  نراقم  لزوانوكوبيخل يف  ضافخنا  ظحول    .مكحخلا  جعومجمب Lactobacillus)20٪(. مه  
 (٪)16 جيوعملا يارذيكبلا  زيكرخ يف اضفخنا ىلإ ديؤي  جيميرملا صلذدسمب  نذارجلا جعال إنف،ىرخأ

 اضفخنا ىلإ ديؤي لجةلا ليلكإل يلوثانيلإا صلذدسملا نأ حيه في، (٪)22 جويبللا صياخعلا يف جديازو،

 يذي ضوء يف Lactobacillus .(%9)  يارذيكب ددع يف جديازو  (٪7 ) جيدوقنعلا خاوركملا يف فيعض

 زيفذح  قيرط  عه  جيوعملا  تاذاخنلل  ديج  ئياقخنا  لدعم  وي  جيميرملل  يلوثانيلإا  صلذدسملا  إنف،  ذائجنلا

 مه  جيئذاغلا  جقايولا  يف ميساي يلاخلاب و ضارملأل  جتةسملا  يارذيكبلا   طثثيخو    جديفملا  جيوعملا  يارذيكبلا

 . TEBايتةسي يخلا جيضليأا اخبارطضلاا

 لبجلا ليلكإ، جيميرملا لازوواوكويةخ ،نذارجلا جيوعملا ميثارجلا :ةلدالا تاملكلا


