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Memory title : The antimicrobial activity of extraits of plants contre bacteries isolated from mastitic milk.
Name: Guerzou, Djeghaba First name: Naima, Amel Directed by : Saidi Radhwane
Abstract: This work aims to study in vitro the antimicrobial activity of essential oils of Thymus vulgaris, Rosmarinus

officinalis, Artimisia herba alba myrtus and communis on multi resistant staphylococcal strains to antibiotics which isolated
from mastitic milk.

The essential oils of these plants were obtained by hydro distillation of the aerial part. The contents of essential oils range
from a low value “Myrtus communis” (0.3%) to a relatively high value “Thymus vulgaris” (2.5%).

Different essential oils tested revealed interesting antimicrobial activities. The highest antibacterial activity was observed for
the essential oil of Thymus vulgaris (diameter of inhibition zone from 9 to 52mm), while essential oils of Rosmarinus
officinalis, Artimisia herba alba and Myrtus communis showed mean antimicrobial activities (9-19.5mm).

We also determined the Minimum Inhibitory Concentration (MIC), Minimum Bactericidal Concentration (MBC) and the
ratio of MIC / MBC of Thymus vulgaris on the three multi-resistant strains of staphylococci. It turns out that the MIC fall
between 0.01 and 0,016pg / ml and CMB fall between 0.021 and 0.078 g / ml. The Thymus vulgaris showed a bactericidal
effect on the tested strains.

Keywords: Medicinal Plants, Essential Oil, Aromatherapy, Antibacterial Activity, Mastitis.

Titre du mémoire : Etude de ’activité antibactérienne des extraits de certaines plantes sur les bactéries isolées du lait
mammiteux

Nom: Guerzou, Djeghaba Prénom: Naima, Amel Encadreur: Saidi Radhwane
Résumeé : Ce travail a pour objectif d’étudier in vitro 1’activité antimicrobienne des huiles essentielles de Thymus vulgaris,
Rosmarinus officinalis, Artimisia herba alba et Myrtus communis sur des souches de staphylocoques multi résistantes aux
antibiotiques et qui sont isolées a partir du lait mammiteux.

Les huiles essentielles de ces plantes ont été obtenues par hydro distillation de la partie aérienne. Les teneurs en huiles
essentielles se situent entre une valeur faible de 0,3%, pour Myrtus communis et une valeur relativement élevée de 2,5% pour
Thymus vulgaris.Les différentes huiles essentielles testées ont révélé des activités antimicrobiennes intéressantes. La plus
forte activité antibactérienne a été observée pour I’huile essentielle de Thymus vulgaris (9-52mm), tandis que les huiles de
Rosmarinus oficinalis, Artimisia herba alba et Myrtus communis ont montré des activités antimicrobiennes moyennes (9-
19.5mm).Nous avons aussi déterminé la concentration minimale inhibitrice (CMI), concentration minimale bactéricide
(CMB) et le rapport de CMI/CMB du Thymus vulgaris sur les trois souches multi résistantes de staphylocoques ; il s’avére
que les CMI se rangent entre 0,01 et 0,016ug/ml et les CMB se rangent entre 0,021 et 0,078 pg/ml. Le Thymus vulgaris a
révélé un effet bactéricide sur les souches testées.

Mots clés : Plantes Médicinales, Huile Essentielle, Aromathérapie, Activité Antibactérienne, Mammite.
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Introduction

En ¢levage bovin laitier, les mammites ou I’inflammation de la glande mammaire représentent
une dominante pathologique(Myllys et al., 1998).

L’utilisation des anti-infectieux en médecine vétérinaire est indispensable au traitement des
infections bactériennes et au controle des surinfections en cas d’atteinte virale. Cependant leur
utilisation abusive ou/et souvent irréfléchie peut, se compliquer par la présence de résidus
dans les denrées alimentaires d’origine animale d’une part et contribuer a la sélection de
souches pathogenes multi-résistantes, d’autre part. Le développement de plus en plus rapide
de ces résistances limite aujourd’hui fortement D’intérét thérapeutique de ces
molécules(Gentilini etal., 2000).

La nécessité de trouver de nouveaux agents anti-infectieux et de stratégies thérapeutiques ou
préventives alternatives constitue actuellement, un des enjeux majeurs de la recherche
pharmaceutique. Dées lors, ’utilisation des huiles essentielles, de prébiotiques, de probiotiques
ou encore des peptides antimicrobiens pourrait jouer un rdéle de plus en plus prépondérant
dans la gestion des antibiorésistances en médecine vétérinaire et en réduire I’impact sur la
santé publique(Mubarak et al., 2011).

Mais, il faut noter le manque d’information sur cette approche. Ailleurs, des essais controlés
sont pourtant réalisés, mais ne sont pas publiés ou bien le sont dans des revues peu
accessibles. En Algérie, aucun travail n’est penché dans ce sens en médecine vétérinaire.
Paradoxalement, les informations sont plus nombreuses en médecine humaine ou les extraits
des plantes ont une action reconnue dans le traitement de diverses maladies infectieuses
(Goncalves etal., 2008; Tufecki et al., 2008), mais ces références ne nous sont guere utiles en
médecine vétérinaire et spécialement dans le cas des mammites. De plus, ['usage de telles
substances en thérapeutique vétérinaire implique non seulement que le produit soit efficace,
mois cher mais aussi qu’il ne soit pas source dans les denrées produites, de résidus

potentiellement dangereux pour la santé de I’animal ou celle du consommateur.

Au cours de I’année 2012/2013, une enquéte a été lancé aupres de 60 éleveurs bovins des
communes de la région centre de 1’Algérie, afin de connaitre entre autre leur conduite de
traitement face aux pathologies (Saidi et al., 2010). Il est apparu un fréquent recours a la
phytothérapie et I’aromathérapie avec ’emploi des plantes, leurs extraits et d’'une dizaine
d’huiles différentes, selon des modalités variées.

Une étude in vitro en premier lieu sur les germes responsable de maladies chez les animaux
serait intéressante dans 1’objectif de rechercher une alternative pratique aux traitements

classique.




Introduction

Ce travail présente les résultats d’une étude sur I’efficacité in vitro des extraits de certaines
plantes sur les bactéries isolées des cas de mammites de la vache laiticre.

Les essais réalisés in vitro ont permis de tester les huiles essentielles de quatre plantes sur des
souches bactériennes isolées de mammites cliniques et subcliniques et résistantes a la plupart
des antibiotiques utilisés dans le traitement des pathologies animales. Les extraits provenant
des plantes suivantes : Thymus vulgaris, Rosmarinus officinalis, Artimisia herba alba et
Myrtus communis.

Ce travail comprend trois parties :

Une partie bibliographique, débutant par une illustration de l'utilisation des plantes
médicinales a travers l'histoirepuis des notions sur les huiles essentielles,leurs constituants
chimiques, leurs méthodes d’extraction ainsi que leurs propriétés, a savoir 1’activité
antibactérienne, ..etc.. Elle est suivie par des notions sur la mammite.

La deuxiéme partie, consiste en une présentation détaillée du matériel et des méthodes
expérimentales (protocoles) utilisés dans ce travail a savoir:

— L’extraction des huiles essentielles;

— L’évaluation du pouvoir antibactérienne de ces huiles,

La troisieme partie est consacrée a la présentation des résultats ainsi que leur
interprétation et discussion.

Le document est cloturé par une conclusion générale ou quelques perspectives sont citées.




Chapitre 1 Les plantes médicinales

I. Introduction

Depuis la mise au point de protocoles d’extraction et de purification de principe actifs, les
plantes ont acquis une importance qui a dépassé les cercles scientifiques spécialisés pour
s’imposer, d’abord comme préoccupation scientifique puis comme enjeux a caractére
économique et financier entre les plus grande firmes pharmaceutique multinationales.

Les plantes médicinales sont des drogues végétales dont au moins une partie posséde des
propriétés médicamenteuses (Farnsworth et al., 1981).

La phytothérapie est le traitement par les plantes ; c’est-a-dire par la consommation ou
I’utilisation en voie externe de produits préparés a partir de plantes sans passer par une
étape de selection des molécules, on ne consomme donc pas que le principe actif, mais tout
ce que contient la plante (Diallo et al., 2006).

Les chercheurs commencérent a s’intéresser aux composants moléculaires dits métabolites
secondaires des plantes qui constituent un groupe de produits naturels qu’il convient
d’explorer pour leurs propriétés antioxydantes, antimicrobiennes, anti-inflammatoires et
anticarcinogénes (Epifano et al., 2007). Les principaux composants des plantes

médicinales sont les composés phénoliques et les huiles essentielles.

I1. Les composés phénoliques

Les composés phénoliques sont considérés comme des métabolites secondaires synthétisés
par les plantes au cours de développement afin de se protéger des contraintes biologiques
et environnementales (Beckman, 1998 ; Dewick, 2002). Ces métabolites secondaires
phénoliques constituent une part importante de 1’alimentation humaine et animale, ils
posseédent également de remarquables activités pharmacologiques prouvées par de
nombreuses études récentes (Apostolidis et al., 2007).

et ils regroupent un ensemble de plus de 8 000 molécules, divisées en une dizaine
de classes chimiques, qui présentent toutes un point commun : la présence dans leur
structure d’au moins un cycle aromatique a six carbones, lui-méme porteur du

nombre variable de fonction hydroxyles (Hennebelle et al., 2004).




Chapitre 1

Les plantes médicinales

11.1. Les principales classes des composés phénoliques

Les composés phénoliques peuvent étre regroupés en de nombreuses classes chimiques qui

se différencient d’abord par la complexité du squelette de base, le degré de modification de

ce squelette et enfin les liaisons possibles de ces molécules de base avec d’autres.

Les representants les plus connus sont les flavonoides, les stilbénes, les acides phénoliques

et les tanins (Macheix et al., 2005).

Tableau 1 : Principales classes des composés phenoliques

Ne°d’atomes || Squelette Classe Exemples plantes
de carbone de base
6 c6 Phenols simples Catechol,hydroquinone Busserole
7 c6_cl Acide Ac.galique,vanilline Aurtichaut saule
phénolsbénzoiques
8 c6_c2 Acetophénones 3-acettyl6- Saule
méthoxybenzaldehyde
9 c6_c3 Acide phenols Ac_couramique, Romarin
Cinnamiques ac-cafeique
10 c6_c4 Naphtoquinones Shikonine Drosera spp
13 c6_cl_c6 Xanthones Bellidifoline,mangoctine || Racine de gentiane
14 c6_c2_c6 Stiblenes Hydrogénol ,pinosylvine Raisin
15 c6_c3_c6 Lignanes Flavonoide Thym, camomile
18 (c6_c3)2 Lignanes matairenisol Chardon
30 (c6_c3 ¢6)2 Bi_flavonoides Amentoflavone Carciniahypericum
n (c6_c3_c6)n || Tanins condensés aesculitanins Marronnier d’inde,
(proanthocyanidols) vigne

I11. Les huiles essentielles (HE)

I11.1. Historique

(Bruneton, 2009).

En 1928, Gattefosse, chimiste et parfumeur, crée le mot « aromathérapie » et publie en

1931 un ouvrage du méme nom dans le quel il décrit la relation entre la structure

biochimique de I’huile essentielle et son activité.
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En effet, les premiers jardins botaniques modernes, qui ont vu le jour au 16°™ siécle, en
Italie, & Pise, Padoue et Florence, étaient des jardins de plantes médicinales rattachées a
des écoles ou des facultés de médecine (Small et Catling, 2000).

La premiére mise en évidence de I’action des HE contre les bactéries a été réalisée en
1881 par Delacroix (Boyle, 1955). Depuis, de nombreuses huiles ont été définies comme
antibactériennes (Burt, 2004).

L’histoire de I'aromathérapie naquit ainsi et, avec les progrées de la science, de
nouveaux principes actifs et de nouvelles propriétés pharmacologiques ont permis de
faire des plantes aromatiques et médicinales (PAM) d’authentiques médicaments

(Bruneton, 1999).

111.2. Définition d’une huile essentielle

Les HE sont des substances aromatiques liquides odorantes, plus ou moins colorées,
volatiles, de nature hydrophobe, totalement solubles dans les alcools, 1’éther et dans les
huiles végétales et minérales. Leur densité est, en général, inférieure a celle de 1’eau. Elles
ont un indice de réfraction éleve et la plupart des HE dévient la lumiére polarisée. A la
différence des huiles végétales, les HE ne contiennent pas de corps gras et elles sont

sensibles a la décomposition sous 1’effet de la chaleur (Hassane et Ballouk, 2001).

111.3. Lieu de production

Les huiles volatiles sont élaborées au sein du cytoplasme des cellules sécrétrices.
Cependant, on les trouve aussi bien dans les organes végeétatifs que dans les organes
reproducteurs. Les HE sont aussi renfermées dans les glandes a huiles, dans les veines, les
sacs d’huile ou dans les cellules glandulaires des plantes aromatiques.

Lorsque la plante est laissée intacte, les huiles ne peuvent étres entrainées par la vapeur
qu’aprés étre passées a travers la paroi des tissus a la surface (Hassane et Abdellah
Ballouk, 2001).

Les HE se trouvent dans les glandes minuscules situées dans déférentes parties de la
plantes aromatiques : dans les feuilles (basilic), dans les fleurs (rose), dans les fruits
(citron), dans les graines (corindre), dans 1’écorce (cannelle) et dans les racines (ail)
(Benmansour, 2001).
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I11.4. La répartition botanique

Les HES sont largement réparties dans les régne végétal, elles peuvent se rencontrer dans
tous les organes végétaux : sommités fleuries, écorce, racine, fruits,...etc, dans une méme
plante. La composition des HES peut alors varier d’un organe a 1’autre (Kambouche,
2000).

I11.5. Les méthodes d’obtention des huiles essentielles

111.5.1. L’hydro distillation

Cette méthode est basée sur I'existence d'un azeotrope de température d'ébullition
inférieure aux points d'ébullition des deux composés, I'huile essentielle et I'eau, pris
séparément. Ainsi, les composes volatils et I'eau distillent simultanément a une température
inférieure a 100°C sous pression atmosphérique normale. En conséquence, les produits
aromatiques sont entrainés par sa vapeur d'eau sans subir d'altérations majeures
(Franchomme et al.,1990)

111.5.2. L’enfleurage

C’est une technique utilisée en parfumerie, pour extraire les huiles de fleurs. Les
fleurs sont déposées sur des plats couverts d’une couche mince de graisse, les
huiles volatiles sont absorbées par la base de graisse, puis récupérées par trois

extractions (Evans, 2008).

111.5.3. La distillation a vapeur saturée

Dans cette méthode, le matériel végétal n’est pas en contact avec 1’eau. La vapeur d’eau
est pulsée a travers la masse végétale, disposée sur des plaques perforées (Bruneton,
2009). Les cellules se relachent et les particules d’huile se libérent. Ces derniéres sont alors
vaporisées et condensées dans un serpentin réfrigéré (Lahlou, 2004). La récupération de
I'HE se fait par la méme procédure que dans I'hydro distillation. Ce procédé a été mis au
point de fagon a éviter I’hydrolyse des composants de I'HE ainsi que certaines altérations

chimiques pouvant altérer le résultat d’extraction (Verdan, 2002).

111.5.4. Extraction par expression a froid
C’est un processus dans lequel les glandes contenant I’HE au niveau de ’écorce des

fruits des Citrus sont écrasées mécaniquement pour libérer leur contenu. Ce
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processus d’extraction donne des produits qui ne sont pas entiérement volatils (Kubeczka,

2010).

111.5.5. Extraction par des solvants

Cette méthode consiste a mettre la matiére végétale dans un récipient et recouvrir de
solvant qui peut étre I’hexane, 1’éther de pétrole, 1’éthanol...etc. L’extrait obtenu peut
contenir outre les HE des cires, des resinoides et des pigments.

Selon les étapes suivies, on obtient :

» Une concrete : qui est un extrait a odeur caractéristique obtenu par extraction a
I’aide d’un solvant non aqueux ¢éliminé par la suite par un procédé physique. En
pratique on parle d’essence concréte ou essence.

» L’absolue : obtenue a partir d’une concréte par extraction a I’éthanol a température
ambiante. La solution éthanolique est refroidie et filtrée dans le but de supprimer

les cires ; 1’éthanol est éliminé par distillation (Richard, 1992).

111.6. Conservation des huiles essentielles

Les molécules constituant les HE sont instables ; les possibilités de dégradation sont
nombreuses. Elles peuvent modifier les propriétés du produit. On utilise des flacons,
propres et secs en aluminium, en acier inoxydables ou en verre teinté antiactinique,
presque entierement remplis et scellés, afin d’éviter 1’évaporation, La conservation des
flacons se fait a une température variant entre 5°C a 35°C. Dans ces conditions, les HE
pures et naturelles se conserveront pendant plusieurs années; au moins 5 ans (Zhiri et
Baudoux, 2005).
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111.7. Composition chimique des huiles essentielles

La composition chimique est présentée dans le tableau 2.

Tableau 2 : Les compositions des huiles essentielles.

Composition description exemple
Hydrocarbures Contiennent que des atomes de .
carbone et d’hydrogéne o
Limonene
Alcools Contiennent un groupement cn,
hydroxyle attaché a la structure MC"
terpenique R-(+)-linalol
Aldéhydes Terpénoides avec un - {
T
groupement carbonyle et un T "
atome d’hydrogéne li¢ au Géranial
carbone
Aldéhydes cycliques Groupement aldéhyde attaché au T
cycle de benzene I
4 T
Benzaldéhyde
Cétones Contiennent un groupement
carbonyle E I%'
Pulégone
Phénols Un groupement hydroxyle
T
attaché au cycle de benzéne %l:;\m
Thymol
Ethers phénoliques Contiennent un atome d’oxygene o
entre le carbone et le cycle de <O©\A\
benzéne Safrole
Oxydes Contiennent un oxygéne B
]
faisant un pont entre 2 %’ko
carbones ou plus 1.8-cinéole
Esters Produits de condensation d’un

acide et un alcool

0. CH,
. \T/
0 N oCHs
= <

&H,

Acétate de linalyle

(Pengelly, 2004).
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111.8. Les domaines d’utilisation des huiles essentielles
Les HE font I’objet de plusieurs applications, a savoir: la parfumerie, en cosmétique, dans
les produits d’entretien et les produits pharmaceutiques (Narayana et al., 2001), en

agroalimentaire, en psychothérapie et méme en kinésithérapie (Smadja, 2009).

111.9. L’ Activités biologique des huiles essentielles

Une partie des métabolites secondaires se concentre dans les sacs oléiferes, qui sont des
poches sécrétrices d’HE (Duquenois, 1968). L’exploration des HE pour la recherche de
molécules a activité antibiotique semble donc étre une voie intéressante (Guinoiseau,
2010).

111.9.1. L activité antibactérienne

Les vertus antimicrobiennes des HE sont connues et utilisées depuis longtemps, mais cette
utilisation se basait sur des pratiques traditionnelle (Hala et Carla, 2000).

On distingue deux sortes d’effets des HES : une activité 1étale ou bactéricide et une activité
bactériostatique ou inhibition de la croissance. Le plus souvent, ’action des HE est
assimilée a un effet bactériostatique. Cependant, certains de leurs constituants chimiques

semblent avoir des propriétés bactéricides (Wallace, 2004).

111.9.2. L’activité antifongique

Les HES agissent négativement contre le développement des champignons, en diminuant
leur croissance. Les méthodes utilisées pour évaluer cette activité sont nombreuses. Elles
donnent, parfois, des résultats différents, selon les conditions expérimentales adoptées par
chaque manipulateur. Certaines HE sont, également, actives sur des champignons

responsables de mycoses (Zhiri, 2006).

111.9.3. L’activité antivirale

Les virus sont trés sensibles aux molécules aromatiques contenues dans les HE. Ce qui leur
confere la capacité de combattre certaines pathologies virales. Les HE arrétent le
développement des virus et facilitent 1’élimination du mucus, tout en stimulant le systeme

immunitaire (Burt, 2007).
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111.9.4. L activité antioxydante

Les antioxydants naturels sont également étudiés dans le but de trouver de nouvelles
structures modéles, pour le développement des médicaments thérapeutiques ou protecteurs.
Ils représentent une alternative a 1’utilisation d’antioxydants synthétiques, tels que le
butylhydroxytoluéne (BHT) ou le butylhydroxyanisol (BHA) (Cavin, 1999).

Ces antioxydants naturels ont des mécanismes d’action divers : captage de 1’oxygene
singulet, désactivation des radicaux par réaction d’addition covalente, réduction des

radicaux ou peroxydes, complexations d’ions et de métaux de transition (Larson, 1995).

111.10. Le mode d’action des huiles essentielles
En effet, en raison de leur caractere lipophile, leurs constituants se lient aux membranes
cellulaires des microorganismes. Parmi les effets qui pourraient étre induits par les HE:
» L’inhibition des échanges d’électrons membranaires lors des phosphorylations
oxydatives.
» L’inhibition du métabolisme énergétique.
» La lyse membranaire et la dénaturation des protéines cytoplasmiques en cas de

fortes concentrations en HE (Burt, 2007).

IV.Les plantes étudiées
IVV.1.Artemisia herba alba

Artemisia herba alba Asso (Armoise blanche) est une espece de la famille des Asteraceae
de I'Afrique du Nord (Quezel et Santa ,1962) ,Elle est trés répandue sur les hauts plateaux

dans I'étage bioclimatique semi-aride frais (Djebaili, 1984)

A. herba alba représente une importante ressource fourragere. (Nikolova et al, 2010)
D'apres des éleveurs, cette espece est souvent préconisée dans I ‘alimentation des ovins
comme vermifuge.( Mohamed Houmani, 2004) Elle est aussi utilisée dans la médecine
traditionnelle pour faciliter la digestion, calmer les douleurs abdominales et celles du foie,
dans le traitement du diabéte et comme vermifuge ; (Baba Aissa, 2000)Les racines sont

efficaces contre les convulsions(Nikolova et al, 2010).

C’est une plante méditerranéenne, bien adaptée aux conditions climatiques arides. Au

Maroc, elle s’étend principalement sur les hauts plateaux de 1’Oriental et sur les basses et
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moyennes altitudes des chaines de 1’Atlas. Elle se caractérise par une bonne valeur
fourragere et par une composition en huiles essentielles ayant des propriétés antiseptiques,
vermifuges et antispasmodiques. Ces propriétés expliquent son utilisation en medecine

traditionnelle et en alimentation animale (Hassane et Ballouk ;2001)

Description :
Plante herbacée vivace a feuilles dentées de couleur vert foncé, a grappes de petits
capitules rougeétres ou jaunes (1 m de haut)(Paul Iserin ,2001)

Habitat et culture

L'armoise pousse dans les régions tempéréees de I'némisphere Nord, sur les friches et dans
les haies. On la récolte a la fin de I'été, avant la floraison.

parties utilisées Feuilles, racine (Paul Iserin ,2001)

Systématique de la plante

Régne : Plantae Ordre : Asterales
Sous-regne : Tracheobionta Famille : Asteraceae
Division: Magnoliophyta Genre : Artemisia

Classe : Magnoliopsida Espece : A. herba alba (=)
Sous-classe : Asteridae

IVV.2. Thymus vulgaris

Plante vivace d’un vert grisatre (surtout 1’été), a tiges ligneuses et a rameaux
dressés, compacts ; feuilles trés petites, ovales lancéolées, charnues, veloutées, a
bords enroulés, plus ou moins sessiles et opposées ; fleurs roses ou blanchatres, en
épis courts, axillaires et terminaux ; calice bossu, velu ; tétrakénes brunatres ; saveur

aromatique légerement piquante(Baba Aissa, 1999)

L’utilisation du Thym est I’un des remédes populaires les plus utiles, dans les traitements
des affections respiratoires (rhumes, grippes, angines) et des troubles gastriques
(dyspepsies, crampes, flatuosités). Son essence a une action neutralisante spectaculaire sur

les cultures microbiennes (Baba Aissa, 1999)
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Plante de la famille de Lamiacées. Le Thym est utilisé comme aromate en cuisine et
comme plante, dans les tisanes pour soigner toutes les infections respiratoires ou méme

dans les bonbons. Aussi ¢’est un excellent calmant pour les nerfs.(Lamia Hamrouni,2012),

Systématique de la plante

Regne:Plantae Ordre: Lamiales
Embranchement: Spermatophyte Famille: Lamiaceae
Sous-embranchement: Magnoliophyta | Genre: Thymus
(Angiosperme) Espece: Thymus vulgaris

Classe: Magnoliopsida (Dicotylédone)

1VV.3.Myrtus communis

Arbuste de 2 a 3 metres de hauteur, buissonnant et touffu aux feuilles brillantes ,Le myrte a
des rameaux brun-rouge, les feuilles sont persistantes, ovales et pointues, de couleur vert
fonceé assez luisantes, (Brosse, 2000) elles sont coriaces. Ses fleurs sont blanches au

parfum sucré, elles donnent des petites baies noires en automne. (Faucon, 2012)

Composition et Situation géographique

Monoterpenes 60% : -pinene (28,5 a 30%)

Se trouve dans tout le bassin méditerranéen, typique des maquis du sud de la France et de
la Corse.Origines : Corse pour le myrte vert et Maroc pour le myrte rouge(Angioni A.,
Barra A. et Tuberoso C. (2006).

Classification systimatique

Position systématique Classe : Dicotylédones

Regne : Plantae Ordre : Myrtales

Sous-regne : Eucaryotes Famille : Myrtaceae

Embranchement : Spermaphytes Genre : Myrtus

Sous-embranchement : Angiospermes Espéce : Myrtus Communis L. (Quezel et

Santa, 1963).
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IVV.4.Rosmarinus officinalis (Lamiacées)

Description

Le romarin peut atteindre jusqu'a 1,50 m de hauteur, voire jusqua 2m en culture. Il est
reconnaissable en toute saison a ses feuilles persistantes sans pétiole, coriaces, beaucoup plus
longues que larges, aux bords Iégerement enroulés, vert sombre luisant sur le dessus, blanchéatres en
dessous. Leur odeur, trés camphrée, évoque aussi I'encens d'ou il doit son nom « encensier » en

provencal(Quezel et Santa, 1963).

Plante aromatique originaire du littoral méditerranéen. Elle posséde des propriétés
antiseptique et diurétiqgue. Le romarin est connu comme stimulant des secrétions
digestives, on lui reconnait actuellement un effet de stimulation de 1’activité cérébrale,
d’amélioration de la mémoire, contre le vieillissement et pour calmer les douleurs

abdominales (Lamia, 2012).

Classification systimatique

Régne Plantae Ordre Lamiales
Division Magnoliophyta Famille Lamiaceae
Classe Magnoliopsida Genre Rosmarinus
(Quezel et Santa, 1963).
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Chapitre 2. Etude de la mammite
I. Définition
Une mammite est I’inflammation d’un ou plusicurs quartiers de la mamelle (Fetrow et al.,
2008).C’est la réaction de defense contre une agression locale de la mamelle, la plupart du

temps d’origine infectieuse (Noireterre, 2006).

I1. Etiologie

La plupart des infections mammaires sont d’origine bactérienne. Les mammites
mycosiques sont rares (Noireterre, 2006). Plusieurs familles de bactéries peuvent causer la
mammite chez les vaches laitiéres. Leur fagon d’infecter les vaches nous permet de les
diviser en deux grandes catégories épidémiologiques: les bactéries contagieuses et les
bactéries environnementales. Dans les deux cas, ces bactéries sont aussi appelées « agents
pathogenes majeurs » en raison de leur importance épidémiologique et économique pour
I’industrie laitiére (Van Oostveldt et al., 2001).

De nombreux autres agents infectieux constituent un groupe disparate et peuvent aussi
causer des infections intra mammaires. lls sont souvent désignés comme les « agents

pathogénes mineurs » de la mammite (Fetrow et al., 2008).

Genre Staphylococcus

Les staphylocoques sont des bactéries sphériques, qui se divisent sur plusieurs plans
pour former des amas réguliers ou irréguliers en grappe de raisin, d’ou leur nom
(en grec staphylos), ils sont immobiles et cultivent sur des milieux contenant 5% de Na Cl

et pour certains jusqu'a 10 et méme 15%. Ils sont aérobies ou anaérobies facultatifs.

Les staphylocoques sont des germes ubiquistes largement distribués dans
I'environnement naturel de I'hnomme, mais ils le sont plus fréquemment et en plus forte

densité sur les surfaces cutano — muqueuses des mammiferes.

Il existe une certaine relation entre les espéces de staphylocoques et I'hdte qui les
héberge. S.epidermidis est I'espéce la plus fréquente et la plus abondante sur les
surfaces cutanées de I'nomme. S.aureus est I'espéce prédominante chez I'nomme et autres

mammiferes, la cavité nasale de I'nomme est sa niche préférentielle (Leclerc H et al,.1995)
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Tableau 03 : Classification des germes responsables des mammites.
Type de Germes Germes mineurs Germes Germe
mammite majeurs environnementaux contagieux
Clinigue Staphylococcus Staphylocoques a Escherichia coli Staphylococcus
aureus coagulase négative aureus
Streptocoque
Pasteurella Streptococcus uberis
Escherichia coli hemolytica
Mycoplasma bovis
Sub- Staphylococcus Staphylocoques a Escherichia-coli Staphylococcus
clinique aureus coagulase négative aureus
Streptocoque
Escherichia coli Corynébactérium Streptococcus uberis
bovis
Bacillus cereus
DesCoteaux et Roy (2004).
I11. Symptomes

Selon la symptomatologie rencontrée nous distinguons :

I11.1. Mammites cliniques
Elles sont caractérisées par des:
_ Symptémes fonctionnels telle qu’une modification de la sécrétion de la glande
mammaire et un changement de ’aspect du lait,
_ Symptdmes anatomiques locaux marquant les différents stades de I’inflammation
(rougeur, tuméfaction, chaleur et douleur de la mamelle ou du quartier atteint),

Symptémes généraux (abattement, anorexie, hyperthermie, non rumination,
déshydratation, troubles locomoteurs) résultant d’une intoxication (Gilbert et al, 1997 ;
Taemchuay, 2009).

Selon I’évolution, on distingue trois types de mammites cliniques :

111.1.1. Mammites suraigués
Elles s’accompagnent d’une trés forte réaction inflammatoire et de symptomes graves. Aux
signes locaux spectaculaires (congestion, cedéme, sécrétion du lait décomposée ou

purulente, abces, fistule et gangrene), sont associés des signes genéraux plus au moins
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intense (hyper ou hypothermie, troubles nerveux, station couchee et amaigrissement). Ces
mammites entrainent toujours d’importantes chutes de production. Quelquefois, la perte
d’un quartier ou d’autres 1ésions fonctionnelles irréversibles conduisent a la réforme,
exceptionnellement a la mort de I’animal (Erskine, 2004).

Dans ce type de mammites, on distingue la mammite paraplégique ou la vache est en
décubitus, avec généralement de la fiévre, et parfois de la diarrhée, et dont la sécrétion a un
aspect de la bicre ; et la mammite gangreneuse ou I’inflammation du quartier infecté est
trés importante et conduit a la nécrose de celui-ci, aprés apparition d’un sillon disjoncteur
(Descoteaux et Roy, 2004).

111.1.2. Mammites aigués

Le quartier est enflammé, la sécrétion est modifiée avec des grumeaux. Les symptémes
généraux sont peu marqués. L’évolution est plus lente et généralement ne se solde pas par
la mort de I’animal. En I’absence de traitement, 1’évolution vers la chronicité est fréquente.
Tous les germes potentiellement responsables de mammite peuvent étre isolés (Duval,
1995).

111.1.3. Mammites chroniques

Elles sont secondaires a une mammite aigué. Les symptdmes locaux sont discrets ;
lentement le quartier évolue vers 1’atrophie du fait de 1’installation de zones de fibrose
cicatricielle. La mamelle devient noueuse a la palpation. La sécrétion n’est souvent
modifiée qu’en début de traite. L’évolution est lente vers le tarissement de la sécrétion au
bout de plusieurs mois. Tous les germes donnant des mammites peuvent étre isolés
(Noireterre, 2006).

111.2. Mammites subcliniques

Elles ne s’accompagnent d’aucun changement macroscopique du lait, mais se manifestent par
un comptage leucocytaire ou de cellules somatiques (CCS) élevé (Descoteaux et Roy, 2004) et
une altération des propriétés chimiques du lait (Taemchuay, 2009).

Les trois espéces bactriennes impliquées a savoir Staphylococcus aureus, Streptococcus
dysgalactiae et Streptococcus agalactiae, sont principalement responsables de mammites
subcliniques (Gilbert et al., 1997).
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IV. Diagnostic

IVV.1. Diagnostic des mammites cliniques

IV.1.1. Signes généraux

Présents lors de mammites aigués et surtout suraigués, ils sont d’intensité variable et vont
de la simple baisse d’appétit, avec ou sans fiévre, a la prostration compléte, voire au coma
par intoxication et parfois a la mort (Poutrel, 1985).

IV.1.2. Signes locaux

Ils sont mis en évidence par I’inspection et la palpation du pis et des trayons. Certains
signes locaux sont assez caractéristiques: gangréne, quartier trés enflammé associé a une
agalaxie du reste de la glande, nombreux abces contenant un pus caséeux, verdatre et
nauseéabond (Hanzen, 2010).

IV.1.3. Signes fonctionnels

Les signes fonctionnels concernent les modifications macroscopiques visibles dans le lait.
Ces modifications concernent 1’aspect, la coloration et I’homogénéité du lait et nécessitent
des tests afin de les identifier (Piccinini et al, 2009).

IVV.1.3.1. Test du bol de traite ou du filtre

Il consiste a recueillir, avant la traite, les premiers jets de lait de chaque quartier dans un
récipient et & en examiner 1’aspect. Le récipient peut étre muni d’un filtre (petit tamis,
passoire a thé) pour la mise en évidence de grumeaux, signes d’une inflammation et du
passage dans le lait de facteurs de coagulation (Hanzen, 2009).

IV.1.3.2. Test d’homogénéité

Il faut recueillir quelques jets de lait dans un récipient en verre (tube a essai, flacon a
prélevement), de laisser reposer quelques minutes, puis d’observer 1’aspect, I’homogénéité
et la coloration du produit. On peut mettre en évidence un lait de couleur rougeatre
contenant des caillots sanguins lors d’hémolactation ou de mammites dues a des germes
producteurs d’hémolysine. Lors de mammite a entérobactéries, le produit de sécrétion
ressemble a de I'urine (ou de la bicre) dans laquelle flotteraient quelques grumeaux.
Parfois, c’est un pus crémeux, verdatre et nauséabond qui est recueilli, lors de mammites a
corynebactéries. Enfin, on peut ne trouver qu’un lait aqueux sans modifications
particuliéres (Hanzen, 2013).

IVV.2. Diagnostic des mammites subcliniques

IV.2.1. Diagnostic individuel des mammites subcliniques

Il repose d’une manicre générale sur la mise en évidence des conséquences cellulaires

et/ou biochimiques de 1’état inflammatoire de la mamelle (Hanzen, 2009).
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IVV.2.1.1. Techniques de numération cellulaire

Les cellules présentes dans le lait sont pour la majorité¢ d’entre elles d’origine sanguine.
Elles sont représentées par les globules rouges (rares), les leucocytes polynucléaires
neutrophiles surtout, acidophiles (rares), basophiles (trés rares), les leucocytes
mononucléaires tels les lymphocytes et les monocytes, les histiocytes, les macrophages et
enfin les cellules épithéliales, résultat de 1’abrasion de 1’épithélium galactophore et de sa
desquamation naturelle. Les lymphocytes (de type T pour la plupart) libérent des
lymphokines qui par chimiotactisme initialisent 1’afflux des polynucléaires neutrophiles
(Lam et al, 1997).

La numération des cellules sanguines peut étre réalisée directement au microscope apres
¢talement et coloration ou a I’aide d’appareils automatiques de type Coulter Counter ou
Fossomatic ou indirectement par des tests tels les tests de la catalase, le test de Whiteside,

le Californian Mastitis Test ou par le Brabant Mastitis Test (Hanzen, 2009).

1V.2.1.1.1. Comptage cellulaire individuel

Le comptage direct au microscope a été delaissé au profit du comptage électronique plus
rapide réalisé sur le lait de mélange des quatre quartiers de chaque vache du troupeau

(CCl : Comptage Cellulaire Individuel), réalisé dans le cadre du contrble laitier
(prélevements mensuels) ou dans le cadre d’un plan de prophylaxie des mammites
(Hanzen, 2009).

IV.2.1.1.2. Fossomatic

Ce comptage utilise ’appareil « FOSSOMATIC » qui est un microscope automatique a
fluorescence. Les noyaux des cellules du lait sont rendus fluorescents par un colorant, le
bromure d’éthidium, qui se fixe sur ’A.D.N. Apres cette coloration, le lait est étalé sous
forme d’un film tres fin de 10 microns d’épaisseur sur le pourtour d’un disque rotatif qui
sert de porte-objet pour le microscope. Chaque noyau, excité par la lumiére d’une lampe au
Xénon, renvoie une lumiére rouge qui est captée par le microscope lorsque le noyau passe
sous I’objectif. Ces émissions de lumiere sont transformées en signaux électriques qui sont

comptabilisés (Taemchuay, 2009).

1V.2.1.1.3. Coulter-Counter
Le Coulter-Counter totalise les impulsions électriques qui résultent du passage de

particules a travers un orifice situé entre deux électrodes. Quand une particule passe par
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I’ouverture, la résistance entre les deux électrodes est modifiée, produisant une impulsion
¢lectrique proportionnelle au volume de la particule. L’appareil est calibré de facon a ce

que les particules étrangeres ne soient pas comptées (Lam et al, 1997).

1V.2.1.1.4. California Mastitis Test (CMT)

Développé depuis 1957, ce test est quantitatif indirect, peu onéreux et facile a réaliser sur
le terrain. Le CMT est basé sur I’emploi d’un détergent tensioactif (solution de Teepol a
10%) et d’un colorant (pourpre de bromocrésol) sur le lait. Aprés élimination des premiers
jets, un peu de lait (2 ml environ) est recueilli dans une coupelle transparente. On ajoute au
lait prélevé une quantité égale du tensioactif et par un mouvement de rotation, on mélange
les deux liquides dans les coupelles. Il se forme un précipit¢é dont I’importance et la

consistance sont fonction de la teneur en cellule de I’échantillon (Brouillette, 2005).

IVV.2.2. Diagnostic immunologique des mammites individuelles

IV.2.2.1. Test immuno-enzymatique, ELISA

ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) est basé sur la détection d'anticorps
specifiques présents dans le lait lors de I'infection (Gilbert et al, 1997).

ELISA peut mettre en évidence un antigéne ou un anticorps. Le complexe antigéne
anticorps formé est révélé au moyen d’une réaction enzymatique colorée, quantitativement
mesurable. La recherche des anticorps (1gG surtout) peut se faire sur le lait entier ou sur le
lactosérum apres coagulation.

La mise en évidence des antigenes est souvent rendue difficile par la faible concentration

en bactéries des laits infectés (Hanzen, 2009).

1VV.2.2.2. Test de I'anneau

Creamrising tests : les IgA et IgM sécrétées localement en réponse a une infection sont
pour une bonne part fixées a la surface des globules gras. Si des bactéries préalablement
chlorées et mélangées au lait sont reconnues par ces anticorps, elles forment avec les
globules gras un réseau qui remonte avec la creme formant un anneau de couleur (Hanzen,
2009).

IV.2.2.3. Test de I’hybridation moléculaire ou sondes
Il est plus récente mais aussi la plus lourde des techniques. Elle consiste a identifier une

fraction du génome de la bactérie a 1’aide d’une sonde c’est-a-dire d’un fragment d’ADN
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ou d’ARN complémentaire de cette fraction. Cette sonde a été préalablement marquée a
I’aide d’un isotope radioactif (sonde chaude) ou d’une enzyme (sonde froide). La réaction
est révélée sur un film photographique ou par réaction enzymatique colorée (Hanzen,
2009).

IV.2.2.4. Test au latex

Selon Hanzen, ce test est basé sur des billes de latex de 0.008 a 0.01 mm de diametre,
éventuellement colorées sont fixés soit des antigenes soit des anticorps. La mise en
présence de ces billes avec le lait contenant les anticorps ou les antigénes correspondant
entraine en quelques secondes une agglutination visible a 1’ceil nu. Ce principe a déja fait
I’objet d’applications commerciales.

La détection d’antigeénes n’est cependant possible que s’ils sont en concentration suffisante

d’ou la nécessité d’un enrichissement préalable.

IVV.2.3. Diagnostic bactériologique des mammites subcliniques

L’examen bactériologique est lourd, colteux, il n’est utilisé que lors d’échec thérapeutique
ou d’épizootie dans un élevage (Noireterre, 2006).

Selon (Noireterre, 2006).pour 1’isolement des bactéries, il est impératif d’utiliser un milieu
solide, non sélectif.

Une gélose au sang de mouton, coulée en boite de Pétri, est le milieu de référence pour le
diagnostic des mammites. Il permet la croissance de quasiment tous les micro-organismes
pouvant étre responsables d’infections mammaires, et donne des ¢éléments d’orientation

pour le diagnostic. Apres incubation, des colonies se développent a la surface de la gélose.

Isolement des colonies

Tout isolement bactérien mérite d’étre pris en compte quelle que soit son abondance, sous
réserve que le prélevement ait été réalisé de facon a éviter d’introduire des contaminants du
milieu extérieur. Généralement, une seule espéce bactérienne est responsable de
I’infection. L’association de deux espéces est rare, celle de trois tout a fait exceptionnelle
et doit conduire a poser alors le probleme de la qualité du prelevement. La présence de plus
de deux types de colonies conduit a déclarer le préléevement contamine (Brouillette, 2005)
Identification du germe

C’est bien I’identification qui fait la différence entre le laboratoire d’analyse et la paillasse

du cabinet vétérinaire. Quatre tests simples permettent néanmoins une orientation
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diagnostic satisfaisante : la coloration de Gram, la recherche de la catalase, de la coagulase
liée (clumping factor) pour les staphylocoques et I’hydrolyse de I’esculine (Brouillette,
2005)

IVV.2.4. Diagnostic par PCR (Polymerase Chaine Reaction)

La technique utilisée pour analyser I’ADN des bactéries est I’amplification en chaine par
polymérase, mieux connue sous son acronyme anglais : PCR. Certains laboratoires offre le
service PCR pour le diagnostic de la mammite depuis quelques années déja, mais les tests
disponibles ne permettent d’identifier qu’une seule bactérie a la fois et sont plus colteux
que la culture bactérienne traditionnelle.

Toutefois, de nouveaux tests PCR permettant d’identifier plusieurs agents pathogénes en
méme temps font depuis peu leur apparition sur le marché. On les appelle PCR multiplexe.
Pour la plupart, ces tests permettent méme de mesurer la quantité de bactéries dans
1’échantillon.

Dans ce cas, on dit du PCR qu’il est en temps réel. En laboratoire, ces tests sont tres
efficaces et offrent une avenue prometteuse dans le diagnostic de la mammite (Brouillette,
2005)

V. Traitement des mammites
V.1. Traitement des mammites cliniques
Il faut traiter la mammite clinique le plus précocement possible afin de garantir une plus
grande efficacité du traitement. Un traitement par voie intramammaire doit étre réalisé
systématiquement. Le produit utilisé et le mode de traitement (durée, délai d’attente,
association ou non avec un traitement par voie général) doivent étre prescrits par le
vétérinaire. Pour réaliser les traitements intramammaires, des précautions sont a prendre :
1- vidanger la mamelle pour éliminer le lait chargé en bactéries.
2- désinfecter le bout du trayon pour éviter que de nouvelles bactéries ne soient
introduites dans la mamelle.
3- injecter le produit en respectant la prescription.
4- désinfecter par trempage le trayon pour le protéger, le temps que le sphincter ne se
referme.
5- identifier I’animal traité pour écarter son lait pendant le délai d’attente. Durant ce
délai, le lait contient des résidus d’antibiotiques et se impropre a la consommation.

6- noter la date du traitement et le délai d’attente pour ne pas I’oublier.
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7- noter le numéro de I’animal, et son traitement sur un cahier d’élevage afin de
surveiller I’évolution de I’état de santé de la mamelle sur le reste de la lactation et
de disposer de cette information au moment du tarissement.

8- traire les deux demi-mamelle de I’animal traité a la main dans un récipient réserve a
cet usage, pour éviter tout risque de transmission de I’infection et de résidus

antibiotiques (Debert, 2001).

V.2. Traitement des mammites subcliniques

Pour des raisons économiques et épidémiologiques, le traitement des mammites
subcliniques, diagnostiquees sur la base de concentration cellulaires individuelles élevées,
n’a pas lieu d’étre fait en cours de lactation. D’une part les germes en causes sont
suffisamment installés dans la mamelle pour résister a un antibiotique d’action courte et
leur multiplication suffisamment faible pour ne pas représenter une source majeure de
contagion. D’autre part, le manque a gagner lié¢ au retrait du lait durant un délai d’attente
n’est pas garanti par une amélioration de la qualité aprés traitement. C’est au cours de
tarissement que l’administration d’une suspension intramammaire élimine 1’infection,
I’arrét de la traite améliore alors la persistance, 1’efficacité de I’antibiotique. Actuellement,
la cure au tarissement est systématique et réalisee avec un double objectif : curative et
préventive (Debert, 2001).

V.3. Traitements complémentaires des mammites

V.3.1. Traitements hygiéniques

La traite fréquente constitue une démarche logique pour traiter une mammite. Son role est
de renouveler les leucocytes présents dans la glande mammaire. En effet, apres quelques
heures dans du lait, les polynucléaires et les macrophages perdent toute activité
phagocytaire suite a I’ingestion de protéines et de matiere grasse. La traite permet
d’¢liminer ces leucocytes et de les remplacer par une population nouvelle et donc

beaucoup plus efficace pour lutter contre I’infection (Hanzen, 2013).

V.3.2. Traitements medicaux
D’apres Hanzen (2013), La corticothérapie par voie générale est indiquée lors de mammite

suraigué afin de lutter contre le choc toxique.
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L’acidose métabolique parfois observée en cas de mammite colibacillaire sera corrigée au
moyen d’une solution bicarbonatée a 5 %. L’endotoxine colibacillaire serait douée de
propriétés hypocalcemiantes. Cela a conduit certains auteurs a proposer la calcitherapie.

La vaccinothérapie a I’aide de vaccins du commerce ou d’autovaccins préparés avec une
souche isolée de I’exploitation, a longtemps été préconisée ; I’efficacité d’une telle
thérapeutique est aujourd’hui fortement contestée (Wallemacq et al., 2009).

L’application d’argile (argilo-thérapie) a été recommandée compte tenu de son pouvoir
absorbant. Le cataplasme utilisera de 1’argile blanche verte ou grise qui sera mélangeée a de
I’eau ou & de I’huile d’olive ou a un mélange 50/50 des deux. Le produit final doit étre
assez liquide tout en adhérant fermement sur le pis. Une application sera réalisée deux a

trois fois par jour.

V.3.3. La phytothérapie

La phytothérapie utilise la plante entiere ou une partie de plante (feuilles, fleurs et graines)
soit en poudre soit en macération ou en infusion. Les principes actifs de la phytothérapie
sont nombreux car la plante contient des centaines de molécules différentes (éléments
minéraux, molécules organiques), il n’y a pas de purification des molécules recherchées
comme dans les médicaments de synthése. Des plantes de 1’exploitation peuvent servir a
fabriquer des remedes (infusions et décoction). Pour une vache, la posologie journaliére est

de faire infuser 150 & 250 g plantes seéches dans environ 3 1 d’eau (Cowan, 1999)

En aromathérapie, le matériel végétal est distillé pour récupérer des huiles essentielles
(HE). Ce sont donc des produits de composition complexe, renfermant des principes
volatils contenus dans les végétaux et trés concentrés en principes actifs. Elles sont par
conséquent a manipuler avec précaution car elles passent la barriére cutanée et peuvent
exprimer une toxicité. Sauf exception, on n’utilise jamais les huiles essentielles pures mais
diluées dans un corps gras et on évite ’administration par voie orale et intramammaire.
C’est une médication d’intervention tres efficace dont les résultats sont équivalents aux
antibiotiques actuellement. Pour une vache, la posologie maximale est de 5 grammes par
jour (Chrsitophe, 2008)

Les HE sont appliqués soit en massage sur la mamelle, soit en application sur I'échine
de la vache. Pour le massage, on utilise un gel neutre avec 15% de cétiol, mélangé aux
gouttes d'huiles essentielles : elle pénétre mieux dans la mamelle, et le massage permet de

bien suivre I'évolution de I'inflammation (Duval, 1995).
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La voie transcutanée est a privilégier de part sa rapidité d’action et sa simplicité. Attention
a leur utilisation car certaines huiles peuvent étre agressives pour la peau ou les
muqueuses, il est donc important de les diluer dans de I’huile végétale.

Bien que le champ d’action des huiles essentielles soit large, leur principale propriété
reconnue est leur action antimicrobienne. Les HE de thyms et de lavandes illustrent ce rdle
d’antiseptiques généraux. Un exemple de traitement de mammite consiste en un mélange
de ravensara aromatica + mentha piperita+ eucalyptus citriodora a appliquer diluée sur
les quartiers atteints (Mubarak, 2011).

Parmi les méthodes ayant prouvé une réelle activité nous pouvons citer celle de Christophe
(2008).

Ces protocoles de traitement restent trés variés est souvent associés a une autre méthode de
traitement. Elles restent une alternative trés intéressante et mérite des études plus

approfondies et détaillées.

V1. La prévention des mammites
Elle passe en respectant et en application certaines regles :
v S’assurer que les trayons sont propres et bien asséchés avant la traite.
v’ L’utilisation d’un bain de trayon en prétraite (pré trempage) permet de diminuer
la population bactérienne au bout du trayon avant la traite.
Maintenir une litiére propre et seche en quantité adéquate.
Maintenir la cour, le paturage et les chemins secs.
Entretien de I’équipement de traite pour réduire le glissement des manchons.
Traiter universel au tarissement pour éliminer et prévenir les infections.

Utilisation de la vaccination contre la mammite a E.coli (Descoteaux, 2004).

NN N N N SR

Lorsqu'il y a un changement dans I'alimentation, celui-ci doit étre progressif. On
doit éviter les exces particulierement pour ce qui est des concentrés et des aliments
riches en azote non protéique (ex.: ensilage de luzerne et mais-grain humide). Il
faut assurer un rapport calcium-phosphore de 1,4 a 1,8, méme en période de
tarissement. Il peut étre bon de donner des suppléments de sélénium et de vitamine

E si la ration ne fournit pas le minimum nécessaire (Duval, 1995).
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Notre essai vise a rechercher une alternative intéressante & proposer a la place des
antibiotiques dans le traitement des mammites bovines. Il a pour objectif d’évaluer in vitro
I’activité antimicrobienne des huiles essentielles de quatre plantes : Rosmarinus officinalis,
Thymus vulgaris, Artimisia herba alba et Myrtus communis.

Ce travail a été réalisé au sein du laboratoire du département de biologie & I’’Université de

Laghouat.

1.1.1. Souches bactériennes

Différentes souches bactériennes isolées de mammites cliniques et subcliniques ont fait
I’objet d’une évaluation de leur sensibilité in vitro aux antibiotiques. Ces souches ont été
isolées durant I’année 2012 a 1’ Algérie a partir Aine Defla par Saidi et al., 2010.

Elles se répartissent comme suit : 10 souches de staphylocoques coagulase positive, 35
souches de staphylocoques coagulase négative et 35 espéces bactériennes de groupe des
entérobacteéries.

Suite a I’antibiogramme, nous avons choisi que les bactéries multi résistantes : résistance a
plus de deux antibiotiques. L’essai in vitro s’est effectué sur ces derniéeres. Elles sont au

nombre de 5 représentés dans le tableau () (Saidi et al., 2010)

Tableau 04 : les souches testées contre les extraits des plantes.

souches Code Nombre de résistance
SCN 53 7
SCN 43 6
SCP 82 7
SCN 39 4
SCN 46 7
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1.1.2. Antibiotiques

Les vingt un (21) antibiotiques testés ont été sélectionnés parmi les molécules actives
actuellement sur les staphylocoques (contre 12 différents antibiotiques). La plupart sont
employeés dans le traitement des mammites en lactation et / ou hors lactation (Anonyme,
2001).

Les disques d’antibiotiques testés sont les suivants :

Tableau 05 : Les différents disques d’antibiotiques testés.

Famille L’antibiotique abbreviation Concentration (ug)
Pénicilline G P 6
B.lactamines Ampicilline AMP 10
Amoxicilline AM 30
Oxacilline OX 1
Amoxicilline + Acide Clavulanique AMC 10
Cefotaxime CTX 30
Céphalosporines Céfoxitine FOX 30
Céfodiazin Cz 30
Ceftiofur XNL 30
Clindamycine CM 2
Aminoglycosides Gentamicine G 10
Néomycine N 30
Fluméquine FT 30
Quinolones Chloramphénicol C 30
Acide nalidixique NA 30
Macrolides Erythromycine E 15
Enrofloxacine ENR 5
Lincosamides Vancomycine VA 30
Association  sulfamides Triméthoprime SXT 1,25
diaminopyrimidines Sulfaméthoxazole 23,75
Tétracyclines Tétracycline TE 30
Polypeptides Colistine CL 50

(Saidi et al., 2010)
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1.1.3. Plantes testées
1.1.3.1. Choix des plantes
Dans le but de rechercher une alternative suite aux échecs thérapeutiques par des
antibiotiques rencontrés sur le terrain dans le traitement des mammites bovines, notre
choix s’est orienté vers une nouvelle approche non encore adopté en Algérie: la
phytothérapie. Mais, comme premiere étape, une évaluation in vitro est indispensable avant
tout essai clinique. Cette évaluation a pour but de rechercher une réelle activité des extraits
de certaines plantes traditionnellement utilisées en médicine traditionnelle contre les
germes les plus fréqguemment responsables de la maladie, entre autre staphylocoques.
Dans cette étude, nous avons sélectionneé les plantes sur la base des critéres suivants :

e Utilisées traditionnellement dans le traitement des maladies d’origine microbienne.

e Ladisponibilité de ces plantes.

e Leur potentiel en métabolites secondaires : composés phénoliques avec les huiles

essentielles.
e Ces plantes doivent étre non toxiques en raison de protéger le produit final qui est
le lait et la santé de I’animal (la vache).

Le choix s’est arrété sur quatre plantes. Ces derniéres se sont révélées les plus utilisées en
médicine traditionnelle.
Les plantes utilisées dans ce travail se trouvent sur le marché tout au long de l'année, pour
leur importance majeure et leur usage quotidien dans la cuisine Algérienne. Elles ont été
achetées sous forme séchée, quatre (4) plantes ont été utilisées comme source de
métabolite secondaire ; les plantes ont été achetées chez un herboriste du Maamoura au
niveau de la wilaya de Laghouat. Pour Myrtus communis, elle a été prélevée des montagnes
de Jijel, comme le montre le tableau (5) , ainsi que le figure (1).
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Tableau 06 : Régions de collecte des plantes utilisées et les parties testées des plantes.

Noms des Famille Noms Noms Région de la collecte Partie L’utilisation
plantes communs en Willaya Localité || collectée médicinale
arabe et testée
Labiées Romarin J& I Laghouat || Maamoura partie || Stimulation de Tactivité
§ @ L) aérienne cérébrale, amélioration de
= < la  mémoire, contre le
c .=
=) vieillissement et  pour
8 &
r:\o: 1) calmer  les  douleurs
abdominales (Paul, 2001).
Labiées Thym ey || Laghouat || Maamoura partie Les traitements  des
@ @ aérienne affections respiratoires
; g (rhumes, grippes, angines)
ﬁ § et des troubles gastriques.
(Baba Aissa, 2000).
Astéracées || Armoise Tl Laghouat Aflou partie || Faciliter la  digestion,
©
© -
2 % blanche aérienne calmer les douleurs
E abdominales, contre les
] o]
E 5 convulsions  (Mohamed,
<
2004).
Myrtacées Myrte BENg] Jijel Jijel partie Contre les bronchites, les
g ) catarrhes muco-purulentes,
2 2 aérienne || la tuberculose pulmonaire,
> % la rhinorrhées ;
£ E ff hypoglicémi
s effet ypoglicémique
S (Mimica et al., 2010; Baba
Aissa,1999).
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Figure 01 : Les quatre plantes étudiées, A : Artimisia herba alba, B : Myrtus communis,

C :Rosmarinus officinalis D : Thymus vulgaris (Paul, 2001).

1.1.4. Produits utilisés
1.1.4.1. Milieu de culture

Le tableau suivant nous montre les milieux de culture utilisés pour réaliser notre essai in

vitro.

Tableau 06: milieux de cultures et réactifs utilisés durant I’étude.

Milieux de cultures et réactifs

Utilisation

Milieux solides
Mueller-Hinton(MH)

Milieux liquides
Bouillon nutritif (BN)
Mueller-Hinton (MH)
Réactifs
DMSO
L’eau physiologique stérile : NaCl (9g/l)

L’antibiogramme (la sensibilité de la bactérie aux

extraits des plantes)

L’enrichissement des bactéries
CMI

La dilution des HE

Pour préparer et diluer les suspensions
bactériennes.
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1.2. Méthodes

1.2.1. Préparation de I’huile essentielle

Nous avons utilisé la partie aérienne : les feuilles et les tiges (séchées) des plantes. Nous
avons fait I’extraction des HES avec la méthode de hydro distillation avec le montage de
« Clivenger ». Au total, nous avons utilisé 200 grammes de chaque plante dans un litre d’eau
distillée pendant 03 heurs a 100°C (Anonymous, 1996).
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Photo 1 :le montage de Clivenger.

1.2.2. Calcul du rendement
Le rendement en HE est déterminé par rapport au poids initial végétal. Nous 1’avons calculé
comme étant le rapport entre la masse d’huile essentielle obtenue et la masse du matériel

végeétal a traiter.

RHE(%) = MHE / MS .100.

R : Rendement en extraits fixes en g /100g de matiére séche.
MHE: quantité d’extrait récupérée exprimée en gramme.
MS : quantité de la matiere végétale seche utilisée pour I’extraction exprimée en gramme.
Matiére séche végétale a été obtenue ( séchage a I’air ambiant ou a 1’étuve jusqu’a
déshydratation).

1.2.3. Méthode d’évaluation de I’activité antibactérienne

Les tests d’évaluation de 1’activité antibactérienne des HE ont été réalisés par deux méthodes :

v' La méthode de diffusion sur milieu solide, dans une premiere étape pour

sélectionner des souches ayant une sensibilité importante.
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v' La méthode de dilution en milieu liquide, afin de déterminer les concentrations
minimales inhibitrices (CMI) ainsi que les concentrations minimales bactéricides
(CMB), pour les extraits actifs.
1.2.3.1. Protocole pour I’évaluation de P’activité antibactérienne par la méthode de
diffusion par disque
Technique
Cette méthode permet d’évaluer [’activité antibactérienne d’une huile essentielle. Bien
qu’elle soit reconnue comme fiable et reproductible, elle est surtout utilisée en eétape
préliminaire a des études plus approfondies, car elle permet d’accéder a des résultats

essentiellement qualitatifs.

Elle est appelée aussi technique de 1’antibioaromatogramme. Dans cette méthode, nous avons
utilisé des disques de papier filtre de 06mm de diamétre, imprégnés d’HE (5ul) et déposés a la
surface d’un milieu gélos¢ préalablement ensemencé en surface a I’aide d’une suspension
bactérienne selon la technique adoptée par Jacob et al.,(1979) ; Tharib et al.,(1983)

Apres incubation, la lecture des résultats se fait par la mesure du diamétre d’inhibition en mm.

1.2.3.1.1. Préparation de I’inoculum

A partir d’une culture pure de 24 heures sur milieu d’isolement, nous avons raclé a 1’aide d’une
anse de platine quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques. Nous avons ensuite
déchargé dans 9 ml d’eau physiologique stérile tout en recherchant une suspension bactérienne
avec une densité optique de 0,1 Mac Farlend. L’ensemencement s’est fait dans les 15 minutes

qui suivent la préparation de I’inoculum.

1.2.3.1.2. Ensemencement

Pour cela, nous avons trempé un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne afin de le
charger au maximum; et par la suite nous avons frotté 1’écouvillon sur la totalit¢ de MHA séc
de haut en bas en stries. Nous avons répété 1’opération 3 fois en tournant la boite de 60° a chaque

fois et nous avons fini par un passement d’écouvillon sur la périphérique de la gélose.

1.2.3.1.3. Application des disques
Nous avons fait I’écoulement des boites de Petrie de 9 cm de diamétre avec le milieu MH et ces
boites sont par la suite inoculées avec une suspension pure fraichement préparé. Aprés, nous

avons imbibé des disques de papier Watman sterile de 06mm de diamétre avec 5 ul d’HE de
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différentes plantes testées et on les a déposé a la surface de la gélose ensemencée. L’ensemble a
été incubé pendant 24h a 37°c (Durmaz et al., 2006)

1.2.3.1.4. Lecture des résultats
La mesure avec precision des diamétres des zones d’inhibition a 1’aide de pied a coulisse sur le
fond de boite de Pétrie. Les résultats sont exprimés par le diamétre d’inhibition et symbolisés
par des signes d’apres la sensibilité des souches vis a vis des HE (Ponce et al.,2003) comme
suivant :

» Non sensible (-) ou résistante : inferieur a 8mm.

» Sensible (+) : diamétre compris entre 9 & 14mm.

» Trés sensible (++) : diametre compris entre 15 a 19mm.

» Extrémement sensible (+++) : diamétre supérieur a 20mm.

1.2.3.2. Détermination de la CMI et CMB

Cette technique consiste a inoculer, par un inoculum standardisé, une gamme de
concentration décroissante en HE. Aprés incubation, 1’observation de la gamme permet
d’accéder a la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI), qui correspond a la plus faible
concentration en HE capable d’inhiber la croissance bactérienne (Drugeon et al.,1991).

Cette technique de détermination des concentrations minimales inhibitrices « CMI » par contact
direct en milieu liquide, consiste a disperser la solution d’extrait en concentration variable de
fagon homogene et stable dans le milieu de culture en présence d’un germe testé (Macheix et al.,
2005).

Pour notre essai nous avons opté pour la méthode décrite par Lahlou (2004).

D’abord, les HE ont été diluées préalablement dans le DMSO (un émulsifiant). Une suspension
de chaque germe est préparée dans de 1’eau physiologique stérile et ajustée a 10% cellules/ml. A
partir de chaque suspension, 100ul, sont déposés sur le milieu de culture plus les extraits a
differentes concentrations.

La lecture se fait a I’ceil nue , a partir le premier tube absenté de culot bactérienne .

La Concentration Minimale Bactéricide (CMB) correspond a la plus faible concentration en HE
capable de tuer plus de 99,9 % de I’inoculum bactérien initial (soit moins de 0,01 % de
survivants). Elle définit I’effet bactéricide d’une huile essentielle.

La Concentration Minimale Bactéricide (CMB) a été déterminée en milieu solide.
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La méme gamme de concentration, réalisée par la technique de macrodilution en milieu liquide,
est utilisée pour déterminer la CMI et la CMB de I’HE a tester.

A T’aide d’une anse de platine calibrée, nous avons ensemencé en stries paralleles sur des boites
de gélose (Muller Hinton). La série de tubes commencant a partir de celui qui a déterminé la
CML.

Des prélevements ont été effectués dans le tube témoin et dans chacun des tubes depourvus de
culot bactérien puis déposés « en strie » sur gélose Muller Hington. Les boites ensemencées sont
incubées 24 heures a 37°C et ce, selon les recommandations de Sérieys (2006).

La CMB (%, v/v) de I’huile essentielle est déduite a partir de la premiére boite dépourvue de
bactérie. Chaque expérience est réalisée trois fois au cours de trois expériences successives.

La lecture se a partir le premier boite qui absenté de colonies.

1.2.4. Etude statistique
Les résultats expérimentaux ont été exprimés par la moyenne de trois répétitions + 1’écart-type.
Afin de ressortir ’aspect comparatif, le test ANOVA a été utilisé. On considere la différence

comme significative entre les échantillons si la probabilité p<0,05.
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1. Le rendement d’extraction des huiles essentielles

Les résultats de rendement de I’hydro distillation des HE sont consignés dans le tableau 8.

Tableau 08 : Rendement d’extraction des HE de Rosmarinus officinalis ,Thymus vulgaris,

Artimisia herba alba, et Myrtus communis.

Poids (g) Rendement (%)
Thymus vulgaris (TV) 200 2.5
Rosmarinus officinalis (RO) 200 1.1
Artimisia herba alba (AHA) 200 0,98
Myrtus communis (MC) 200 0.3

Le plus grand rendement est celui de Thymus vulgaris (2,5%) et le plus petit rendement est
celui Myrtus communis (0,3%).

Les résultats obtenus dans ce préesent travail sont supérieurs de ceux trouves par Akrout
(2004) ou il a rapporté un rendement en huile essentielle d’Artemisia herba-alba de 0,65%.
Pour I’espéce d’armoise, le rendement trouvé dans notre expérimentation est dans
I’intervalle a celui du rendement d’armoise blanche noté en Espagne (0,41 % - 2,30 %)
pour 16 échantillons de 4 provenances (Salido, 2004).

Le rendement de Rosmarinus officinalis est de 1,1%; ce rendement est inferieur de celui
rapporté par Ayadi et al. (2011) dans la région de Sidi Bouzid en Tunisie (1,35%).

Toutes les extractions qui ont été réalisées pour les parties végétales séchées ont engendré
des rendements significativement faibles. Ce declin est probablement li¢ a 1’évaporation
des composées volatils lors d’un séchage prolongé (Bendimrad et al., 2005).

Le rendement de ces métabolites secondaires est différent d’une famille botanique a une
autre, d’une espéce a une autre et méme entre les plantes de la méme espece. De plus, cette
différence de teneur en HE peut étre liée a plusieurs facteurs tels que la zone géographique
de collecte, le climat, les conditions pédoclimatiques, la technique d’extraction, le stade de
développement et la saison (Marzouk et al., 2008 ; Ennajar et al., 2009 ; Medini et al.,
2009).

Il peut étre nettement supérieur chez d’autres Astéracées Anthémidées comme 1’ Armoise

(Sefidkon et al., 2001).
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2. Activités antimicrobiennes

2.1. Résultats de la méthode de Vincent (méthode de disque)

Les résultats de I’évaluation antimicrobienne des HE par la méthode des disques sont
repris ci-aprés (tableau 09). Dans ce tableau, sont incluses les valeurs en (mm) des
diametres des zones des inhibitions, représentant la grandeur du halo formé par les
bactéries détruites par ’activité antimicrobienne des HE.

La méthode de diffusion par des disques a permis la mise en évidence du pouvoir
antimicrobienne des HE isolées a partir de quatre plantes ; le résultat positif satisfaisant est
validé pour un halo d’inhibition d’un diameétre supérieur a 15 mm et ce, selon les
recommandations rapportées par Billerbek (2007).

Tableau 09: Les diametres en millimetre, des zones d’inhibition des HE.

Diameétre en mm des HE (5pl/disque)
Les souches TV RO AHA MC
39 31.25 9 6 16.5
53 39.87 6 13.25 6
82 45 10.5 8 6
46 475 6 6 6
43 52 11 11.75 19.5

Dans le test de 1’activité antimicrobienne des HE, les résultats obtenus par la méthode de
disques nous révelent une large variation des diamétres des zones d’inhibition allant de 0 a
52 mm et ce, selon les souches. Les staphylocoques étudiées n’ont pas présenté la méme
sensibilité vis-a-vis des HE. L’huile essentielle de Thymus vulgaris s’est révélée efficace a
100%.

L’activité de cette huile est supérieure par rapport a celles des trois autres plantes.

Selon Conner (1993), les HE de Thyme et Romarin révélent une forte capacité inhibitrice
contre staphylococcus sp avec des zones d’inhibition allant jusqu’a 52 mm.
Ceci est révélé par une zone d’inhibition supérieure a 52 mm et ce, quelque soit la souche

bactérienne testée. Donc, ces germes ont montré une forte sensibilité a ce type d’huile.
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En seconde position, I’HE de Rosmarinus officinalis a révélé une activité de 3/5 avec des
zones d’inhibition comprises entre (9 et 11 mm). Ce présent résultat est similaire de ceux
de Benikhlef (2014) et Frouhat et Lahcini (2013) qui ont montré que I'HE de Rosmarinus
officinalis a une activité antimicrobienne moins importante contre staphylococcus aureus
avec un diamétre d’inhibition égal a 09 mm.

Dans le méme sens, Skocibusic et al, (2006) rapporte que I’HE de Romarin présente une
activité antimicrobienne contre les Staphylococcus.

L’HE de Myrtus comminus a montré une certaine efficacité contre les souches bactériennes
multi résistantes comme les souches (39,43). Cependant, cette huile semble efficace
seulement avec 40% des souches et ce, selon les résultats de Skocibusic et al.,(2006).

Les résultats obtenus des zones d’inhibitions d’HE d’AHA (8mm -13,25mm) sont
inférieurs de ceux de 1I’é¢tude de Mighri et al., (2010) (22,3 mm).

Nous avons constaté que les HES étudies n’inhibent pas toutes les especes bactériennes
testées.

Les résultats de I’activité antimicrobienne des huiles essentielles par la méthode de disque,
nous a révélé une variation des diamétres des zones d’inhibitions allant de 9 mm a 52 mm

selon les espéces testées (figure 4)

Photo 2:L’influence de Thymus Photo 3:L’influence de Thymus

sur la souche 53. sur la souche 43.
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Photo 4 :L’influence de Thymus Photo 5:L’influence de Thymus
sur la souche 46. sur la souche 39.

A

Photo 6 :L’influence de I’armoise Photo 7 :L’influence de Thym sur

sur la souche 53. la souche 82.
Figure 4 : Les zones d’inhibitions d’HE de Thymusvulgaris et Artimisia hera alba vis-a-

vis de differentes souches étudiées.

Nos résultats montrent une activité antibactérienne des extraits des plantes testées et
concordent a ceux de la littérature. En effet, les HE contiennent des terpenes qui ont des
propriétés stimulantes, antibactériennes et sédatives (Bruneton, 1999).
Parce que les huiles essentielles sont constituées de phénol, elles ont souvent des roles anti
—infectieux contre les mammites (Dansereau, 2002).
Beaucoup de travaux entrepris ont montré que les bactéries Gram positives ont une forte
sensibilité pour les huiles essentielles que les bactéries Gram négatives (Friedman et al.,
2002) ; la structure de la paroi cellulaire des bactéries Gram positives les rend toutefois
plus sensibles a 1’action de ces huiles que celle des souches Gram négatives qui limite le
passage des substances (Burt, 2004). Ces explications pourraient étre les causes de la
sensibilité des souches staphylocoques multi- résistantes (Gram positive) testées dans ce
présent travail.
Nous constatons que certaines HE utilisées n’inhibent pas la croissance des souches

bactériennes étudiées comme celles d’AHA et de MC.
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Oussalah et al. (2007), ont rapporté que la différence dans les activités antibactériennes des
HES peut étre liée a la concentration, a la nature et le contenu, aux groupements
fonctionnels, a la configuration des composés et, leur interaction synergique possible.

Dans ce cas, il faudra des a present élargir I’enquéte dans le temps et dans 1’espace et
trouver d’autres alternatives nouvelles basées sur une meilleure utilisation de la
biodiversité végétale et qui soient également capables de créer et de promouvoir de

nouveaux produits a grande valeur ajoutée via des biotechnologies simples et accessibles.

3. Les Résultats de la concentration minimale inhibitrice (CMI) et (CMB)

Cette technique, trés fiable et reproductible pour les agents antimicrobiens hydrosolubles,
pose un probléme de diffusion et d’homogénéité de dispersion avec les huiles essentielles
qui ont une tres faible solubilité dans les milieux de culture aqueux.

Ce probléme a été résolu en partie par 1’utilisation d’émulsions des huiles essentielles dans
des solutions de différents détergents comme le DMSO (Allegrini et al., 1973; Drugeon et
al., 1991).

Pour la CMI, nous avons choisi I’HE la plus active, c'est-a-dire celle de Thymus vulgaris
contre les bactéries multi résistantes les plus sensibles de ce HE,et nous avons éliminé les
autres HE.

Les résultats de CMI et CMB et les valeurs du rapport de CMB/CMI sont illustrés dans les
Tableaux (10,11 ,12).

Tableau 10:Les valeurs de concentration minimale inhibitrice(CMI) d’HE de Thymus

vulgaris.

Les dilutions de CMI et les concentrations de I’extrait

Les dilutions 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

100| 50 |33.33|| 25 | 20 || 16.66]| 14.25|12.5|| 10 | 6.66

Concentration || 0.005 | 0.010 || 0.016 || 0.021 || 0.026 | 0.031 0.036 0.042 || 0.052 || 0.078
ng/ml

Les souches

46 + | - - - I - - - - - -
82 - - - - I - - - - - -
43 + [ + - - - - - - - -

*+ : présence de croissance
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*- : absence de croissance

Nous rapportons dans le tableau (10) les CMI de huile essentielle de thym lors de 1’étude
en milieu liquide, dont les diametres d’inhibitions sont supérieur a 15mm. Les CMI sont
inversement proportionnelles aux diametres des zones d’inhibition, obtenus avec la
méthode des disques.

Les resultats des tests de CMI des HE extraites du Thymus vulgaris, testées sur les trois
souches de S. aureus les plus sensibles de ce huile. Chez la souche 82 (SCN), nous avons
remarques 1’absence de trouble, correspondant & une croissance et ce, avec les dilutions
testées. Dans ce cas-la, il y a une absence totale de croissance méme avec une faible
concentration de HES.

On a trouvé dans notre étude que méme avec des faibles concentrations de CMI
(0.005 pg/ml ; 0.010 pg/ml) le thym inhibé tous les souches testes ,alors notre résultats est
inferieur par apport au résultats de Moulay et al,.(2015) 1’ étude de qui on a rapporté les
résultat de CMI :( 0.033 pg/ml ;0.05 pug/ml) et celui de Benabed (2011) qui a rapporté
des résultat de CMI de 1.016 pg/ml, et aussi celui de Alessandra et al. (2012) qui ont
rapporté des résultats de CMI: (0.005 wug/ml)cette concentration peut inhiber la

croissance de Staphylococc aureus.

Tableau 11 : Les valeurs de concentration minimale bactéricide d’HE de Thymus vulgaris
sur les souches : (43, 46, 82).

Les dilutions de CMB ,les concentration de I’extrait

Les dilutions 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

100 |50 [33.33|25 |20 [16.66[14.25]|125[ 10 |6.66

concentration | 0.005 (| 0.010 || 0.016 || 0.021 || 0.026 || 0.031 0.036 0.042 || 0.052 || 0.078
ug/mi

46 + + + + + + + + - -
82 + + + - - - - - - -
43 + + + + + + + + + -

*+ : présence de croissance

*- : absence de croissance




Résultats et Discussion

Nous avons noté aussi que les CMI des huiles essentielles du Thymus vulgaris sur les trois
souches testées, se rangent entre 0,01 et 0,016pg/mlet les CMB se rangent entre 0.021et
0.078 pg/ml.

Notre résultat de CMB :(0,021 ; 0,078 pg/ml) est inférieur de celui de Benabed (2011) qui
a rapporté des résultats de (1,016 pg/ml) ; cette concentration peut tuer les souches
bactériennes.

Aligiannis et al. (2001) ont proposé une classification des HES du matériel végétal sur la
base des résultats des CMI, comme suit :

» Forte inhibition : CMI inférieur a 0,5 mg/ml;

> Inhibition modérée : CMI varie de 0.6 a 1,5mg/ml;

» Faible inhibition : CMI supérieur a 1,6mg/ml.
Ainsi selon cette classification, on constate une forte inhibition avec 1’huile essentielle de
Thymus vulgaris sur les differentes souches testées.
Les différences observées pour les valeurs de CMI peuvent étre expliquées par la présence

de composées antibactériennes dans les HES des plantes a différentes concentrations, mais

aussi par rapport au choix des techniques utilisées.

0,16
0,14
0,12
0,1
0,08
0,06
0,04
0,02

Série2

— . Sériel

Figure 222: Les valeurs de CMB (sériel) et CMI (série 2) des trois souches testées :
46(A) ,82(B), 43(C).

Afin d’évaluer [activité de nos huiles essentielles en terme bactéricides ou

bactériostatique, le rapport CMB/CMI a été calculé selon Oussou et al, (2008).
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Tableau 12 : Les valeurs de rapport de CMB/CMI

Les souches CMI CMB CMB/CMI effet
46 0.010 0.052 0.19 B.cide
82 0.005 0.021 0.238 B.cide
43 0.016 0.078 0.20 B.cide

*B.cide :effet bactéricide

Le rapport CMB/CMI permet de définir le caractére bactériostatique ou bactéricide d’une
HE. Selon Moroh et al, (2008) et Oussou et al, (2008), lorsque le rapport d’activité
CMB/CMI d’une substance antimicrobienne est inférieur ou égal a quatre (< 4) cette
derniere est qualifiée de substance bactéricide et si le rapport CMB/CMI est supérieur a
quatre (> 4), alors ce HE est dite une substance antimicrobienne bactériostatique.

Les rapports CMB/CMI des HE de Thymus vulgaris sont tous inferieurs a 4 et donc
considérées comme bactéricides, I’HE de Thymus vulgaris a un effet bactéricide sur les
souches :(43, 46,82).

L’HE de TV inhibe la croissance de toutes les souches bactériennes utilisées dans cette
¢tude. Afin de mesurer son potentiel d’inhibition, on a procédé a des tests de détermination
de la concentration minimale inhibitrice (CMI) sur les trois souches bactériennes
multirésistantes (tableaul0). Ces tests ont été réalisés par la technique de microdilution en
milieu liquide (photo 7,8), réalisé sur trois souches pour déterminer la CMI et sur milieu
solide pour déterminer le CMB (photo 9,10).




la CMI 0,005
Photo 8 : La CMI de La souche 82.

laCMB 0,021

Photo 10 : La CMB de La souche 82.
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la CMI 0,016

Photo 9: La CMI de La souche 43.
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Photo 11 : La CMB de La souche 46.
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la CMB 0,052




Conclusion

Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs connus par
leurs propriétés thérapeutiques. Les huiles essentielles et leurs constituants ont une longue
histoire comme agents antimicrobiens.

Le présent travail est consacré a 1’étude de I’activité antibactérienne, du rendement des
huiles essentielles extraites de trois plantes médicinales et aromatiques de la région de

Laghouat et une plante de région de Jijel.

Les huiles essentielles du thym, romarin,armoise blanche et le myrte ont été obtenues par
1I’hydro distillation avec des rendements (2,4%, 1,1%, 0,98% et 0,3%), respectivement.
L‘évaluation de D’activité antibactérienne des huiles essentiellesa montré une activité
efficace et forte contre les souches bactériennes testées, notamment les résultats de 1’extrait
de Thymus vulgaris et de Rosmarinus officinalis. Cependant, des résultats moins important
sont été obtenus les huiles essentielles d’Artimisia herba alba et Myrtuscommunis.

En déterminant les CMI et les CMB d’huile de Thymus vulgaris qui a montré une grande
activité sur les souches multirésistantes aux antibiotiques, nous avons trouvé que le
Thymus vulgaris a un effet bactéricide sur les souches testées.

Dans notre étude, nous avons trouvé aussi que méme avec de faibles concentrations de
CMI (0,005 pg/ml-0,010ug/ml), le thym inhibe toutes les souches testées et les CMB se
rangent entre 0,021et 0,078 pg/ml.

En fin, ’ensemble de ces résultats obtenus in vitro ne constitue qu’une premiere étape dans
la recherche des substances de source naturelle biologiqguement active. Des essais
complémentaires seront nécessaires et devront pouvoir confirmer les performances mises
en evidence et ce, Connaitre la composition des HE en utilisant la chromatographie en
phase gazeuse.

Isoler les molécules actives afin de les utiliser pour des fins thérapeutiques et agro-
alimentaires et étudier sa toxicité afin d’envisager des perspectives d'application de ces
huiles dans les domaines, pharmaceutiques, cosmétique et comme conservateur dans le

domaine agroalimentaire.
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Annexes

Tableau : Résultat de ’antibiogramme des souches testées et le nombre de résistance contre

déférentes antibiotiques.

Souches Code P OX FOX AMC ENR VA SXT CM GM TE N E(R 1 S
SCN 53 R R S R S R S R S R S R 0 5
SCN 43 R R R S 1 R S R S S S R 1 5
SCP 82 R R R R S R S R S S S R 0 5
SCN 39 R R S R S S S S S S S R 0 8
SCN 46 R R 1 R S R S R S R S R 1 4
*R : Résistance, *I : Intermédiaire, *S : Sensible.
L’étude statistique avec ANOVA
Statistiques descriptives
Obs. avec Obs. sans
données données
Variable  Observations manquantes manquantes Minimum  Maximum  Moyenne  Ecart-type
diamétremm 20 0 20 6,0000 52,0000 17,8560 15,8431

Régression de la variable diamétre mm

Coefficients d'ajustement

Observations

Somme des

poids
DDL

RZ

R? ajusté
MCE
RMCE
DW

20,0000

20,0000
16,0000
0,8956
0,8760
31,1223
5,5787
1,5275
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Analyse de variance

Somme des Moyenne

Source DDL carrés des carrés F Pr>F
Modéle 3 4271,1122 1423,7041 45,7454 <0,0001
Erreur 16  497,9575 31,1223
Total
corrigé 19 4769,0697

Calculé contre le modéle Y=Moyenne(Y)

Equation de modeéle

diamétre mm = 43,12400-34,12400*HES-AHA-32,32400*HES-MC-34,62400*HES-RO

La composition des milieux de culture

1.Mueller-Hinton Agar (M-H : pour souches bactériennes)

Infusion de viande de boeuf déshydratée -------- 3g
Hydrolysat de caséine 17,5¢g
Amidon de mais I,5¢g
AGar-agar -------mmmm o 16 g
Eau distillée -gsp 1L
pH final -----—~=—m e 72-74
Préparation :

38 g par litre. Stérilisation a I’autoclave a température 120°c pendant 20 mn.

2.Bouillon Nutritif (BN : pour I’enrichissement)

Peptone pancréatique 10g
Extrait de viande S5g
Chlorure de sodium 5¢g

Eau distillée gsp 1L
pH final --72-174

Préparation :



Annexes

25 g par litre. Stérilisation a I’autoclave a température 120°c pendant 20 mn.

3.l’eau physiologique stérile

Composition en g ml

Chlorure de sodium (NaCl) 9¢
Eau distillée 1000 mL
pH final 7

stérilisation a . 121c¢2 pendant 15 mn .



