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Introduction générale

La mammite est une maladie multifactorielle qui se caractérise par des changements
physiques, chimiques et microbiologiques de la secrétion lactée, ainsi que des modifications
pathologiques dans le tissu mammaire (Sharif et Muhammad, 2009). Elle constitue une
dominante pathologique dans tous les troupeaux laitiers.

Par les pertes qu’elle peut engendrer, la mammite représente une préoccupation
majeure des agriculteurs dans les pays en voie de développement comme 1’ Algérie. En effet,
il s'agit de la maladie la plus colteuse et la plus répandue dans I'industrie laitiere. En Algérie,
les pertes annuelles dues a cette pathologie sont estimées entre 230,6 et 327,7 millions de
dollars américains (Kebbal et al, 2010).

La plupart des cas de mammite sont d'origine infectieuse. En général, la mammite est
due au développement de bactéries pathogenes dans le tissu mammaire. Les bactéries causant
la mammite peuvent étre classées selon qu’elles soient contagieuses ou qu’elles proviennent
de I’environnement. Les bactéries classées comme contagieuses peuvent étre transmises d’une
vache a ’autre et comprennent entre autre Staphyococcus aureus, Streptococcus agalactiae et
Mycoplasma bovis. Elles causent plus frequemment une augmentation du CCS (comptage des
cellules somatiques) ou des mammites subcliniques (Descoteaux. 2004).

Pour la mammite bovine, la résistance de Staphylococcus aureus a la pénicilline est
considérée comme le type d’antibiorésistance le plus connue et le plus important (Barkema et
al, 2006). Cette résistance a la pénicilline peut expliquer en partie la difficulté du traitement
de la mammite staphylococcique, étant donné que la probabilité de guérison du
Staphylococcus aureus résistant a la pénicilline est inférieure a celle des Staphylococcus
aureus sensibles a la pénicilline (Barkema et al, 2006). De plus, il a été démontré que les
souches de Staphylococcus aureus résistantes a la pénicilline sont souvent plus résistantes aux
autres antibiotiques habituellement utilisés pour le traitement de la mammite, que les souches
sensibles a la pénicilline (Ziv et Storper, 1985 ; Sol et al, 1997).

A la lumiére de cette problématique et des préoccupations susmentionnés, il serait
nécessaire de développer des méthodes de traitement alternatif pour contréler la mammite
bactérienne et par conséquent limiter I'apparition des mammites staphylococciques.

Dans cette perspective, I’investigation des plantes médicinale représente un potentiel
inestimable pour la découverte de nouvelles substances a pouvoir antimicrobien seul ou en
synergie avec les antibiotiques, ainsi les huiles essentielles commencent a avoir beaucoup
d’intérét comme source potenticlle de molécules naturelles bioactives (Bruneton, 1999 ;

Teuscher et al, 2005).



Introduction générale

Dans le bagage chimique des plantes, les huiles essentielles sont des produits odorants,
de composition complexe, obtenu a partir d'une matiere premiere vegétale botaniquement
définie, elles représentent des molécules de fortes valeurs, utilisées dans les industries
pharmaceutiques.Les activités antibactériennes de ces produits ont été rapportées dans de tres
nombreux travaux (Bouzouita et al, 2008).

Notre étude vise a démontrer 1’effet antibactérien de 1’huile essentiel d’Eucalyptus, du
Thymuset de Lavandula vis-a-vis des souches de Staphylococcus aureus résistantes a la
pénicilline isolées a partir des cas de mammites subcliniques.
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Chapitre | Généralités sur la Marmite bovine

1.1 Mammite subclinique
Les mammites subcliniques sont insidieuses et caractérisées par une absence de signes

cliniques. L’inflammation due a I’infection s’accompagne essentiellement d’un afflux de
cellules somatiques dans le lait du quartier infecté, particulierement les polynucléaires
neutrophiles, et par une modification de la composition chimique du lait (baisse des taux de
caséine et de lactose, augmentation des taux d’électrolytes). Le diagnostic des mammites
subcliniques repose sur la numération des cellules somatiques du lait, la mise en évidence des
modifications chimiques et la recherche de la bactérie en cause. L’augmentation des cellules
somatiques peut étre révélée par des méthodes de comptage, comme le California Mastitis
Test (CMT), le Fossomatic®, le Coulter Conter®, la conductivité électrique. Lors de
mammite subclinique, les bactéries peuvent persister dans le pis et I'infection devenir
chronique suite a I’expression de certaines propriétés. Par exemple, la formation d’un biofilm,
la survie a I’intérieur des cellules épithéliales mammaires et/ou I’absence de syntheése d’une
capsule sont considérées comme trois propriétés impliquées dans la chronicité d’une infection

a S. aureus (Bardiau et al., 2014).

1.2 Mammite chronique
Les mammites cliniques se caractérisent par la présence des signes cliniques

fonctionnels et locaux, voire généraux. Les signes cliniques fonctionnels se traduisent par une
modification de la sécrétion de la glande mammaire matérialisée par un changement de
I’aspect du lait (grumeaux, sang ou caillots sanguins, pus dans le lait) et de la composition du
lait. Les signes locaux sont ceux observés lors d’un processus inflammatoire classique a
savoir : rougeur, tuméfaction, chaleur et douleur du quartier atteint. Et enfin, les signes
cliniques généraux se traduisent par de 1’abattement, de 1’anorexie, de I’hyperthermie, une
arumination, une déshydratation et des troubles locomoteurs. Les infections mammaires
cliniques peuvent étre distinguées selon la sévérité de ces signes cliniques.

Ainsi, les mammites suraigués se caractérisent par la rapidité de leur apparition et de
leur évolution, souvent mortelles en ’absence de traitement. Elles peuvent revétir deux
formes chez les bovins, la forme paraplégique et la forme gangréneuse. La forme
paraplégique est associée le plus souvent aux coliformes. Elle est caractérisée par une
agalaxie brutale, une toxémie, une hyperthermie, une hypocalcémie, de la tachycardie, de
I’anorexie, ’atonie du rumen et de la diarrhée. Le quartier atteint est chaud, enflé et
douloureux. Le lait peut étre blanc avec une consistance aqueuse ou devenir jaune et séreux

avec des caillots observables a 1’épreuve du bol a fond noir (Remy, 2004). Elles surviennent
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généralement quelques jours apres le vélage (Green etal., 1998). Leur évolution peut étre
fatale (Wenz etal., 2001). Le diagnostic nécropsique montre des lésions localisées au niveau
des canaux et des alvéoles (Remy, 2004). Les mammites gangréneuses sont relativement
rares, souvent fatales pour les animaux atteints. Certains auteurs décrivent la mastectomie
comme traitement de choix dans les mammites gangréneuses chez les ruminants (Frank,
2002 ; Ribeiro etal., 2007). Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens et Escherichia
coli sont les bactéries prédominantes responsables de mammites gangréneuses chez les
ruminants (Bradley et Green et 2004 ; Atyabi et al., 2006).

1.3 Mammite a Staphylococcus aureus

Les mammites a S. aureus peuvent revétir diverses formes suivant qu'elles soient
associées ou non a des signes cliniques (Sutra et Poutrel, 1994). Bien que S. aureus puisse
provoquer des mammites cliniques aigués, ces infections mammaires ont tendance a devenir
chroniques. Cette capacité de S. aureus a provoquer une infection chronique est corrélée a sa
faculté a échapper a la réponse immune et a persister a long terme dans des niches
particuliéres au sein de la mamelle (Humblet et Godeau, 2005 ; Wallemacq et al., 2010).

Des formes de mammites suraigiies ont également été rapportées, et elles sont
caractérisées par une dégradation de I’état général, une déshydratation, une anorexie, avec une
hypothermie ou une hyperthermie (Strandberg et al., 2005 ; Wallemacq et al., 2010). La
forme gangréneuse est caractérisée par une forte inflammation, et une nécrose au niveau du
quartier atteint qui devient froid, bleuatre, avec une sécrétion gazeuse rouge foncée dégageant
une odeur nauséabonde (Rainard et Riollet, 2006 ; Strandberg et al., 2005 ; Wallemacq et
al., 2010).
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Chapitre 11 Generalités sur les huiles essentielles

Géneralités

Depuis la nuit des temps, les plantes et leurs extraits ont était utilisée pour soulager la
douleur, favoriser la cicatrisation, tuer les bactéries, ainsi que pour revitaliser et maintenir une
bonne santé. Les extraits de plantes distillés ont été utilisés par I'humanité depuis des siecles
dans les rites religieux, la parfumerie et I'nygiéne.

Environ 60 huiles étaient connues et utilisées dans les parfums et les médicaments au
début du 17éme siecle. Vers la fin du 19éme siecle, l'action de I'huile de térébenthine
(térébinthe) est observée par Koch en 1881 contre le bacille de I'anthrax. Elle sera bientdt
suivie par les recherches de Chamberland (1887), qui ont prouvé les propriétés antiseptiques
des huiles essentielles.Au 20°™ siécle, les recherches de Cavel sur les effets individuels de 35
huiles essentielles sur les cultures microbiennes dans les eaux usées. Aujourd'hui, les
propriétés des huiles volatiles aux herbes font lI'objet de recherches dans de nombreux centres
de recherche du monde entier, évaluant les propriétés antibactériennes et antifongiques des

huiles essentielles et de leurs constituants (Price et Price, 2007).

11.1 Définition
Les huiles essentielles sont des composés naturels, complexes et volatils, caractérises

par une forte odeur. Elles sont formées par les plantes aromatique comme métabolite
secondaire (Bakkali et al, 2008).

Les huiles essentielles sont obtenues par hydro-distillation, distillation a la vapeur ou
distillation séche ou par un procédé mécanique approprié sans chauffage (pour les agrumes)

d’une plante ou de certaines de ses parties (Rubiolo et al, 2010).

11.2 Localisation des huiles essentielles
Les huiles essentielles n’existent quasiment que chez les végétaux supérieurs. Les

genres capables d’¢laborer les constituants qui les composent sont répartis dans une
cinquantaine de familles botaniques parmi lesquelles les Lamiacées, les Astéracées, les
Rutacées, les Cannelacées, les Lauracées, les Myrtacées et les Zingibéracées (Bruneton,
1999).

Les huiles essentielles peuvent étre stockées dans tous les organes : fleurs (rose)
feuilles (citronnelle, eucalyptus, laurier), écorces (cannelier), bois (bois de rose, santal),
racines (vetiver), rhizomes (cucurma, gingembre), fruits (anis, badiane) et graines (muscade)
(Sangwan et al, 2001).
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11.3 Role des huiles essentielles
Les huiles essentielles permettent aux plantes de s’adapter a leur environnement et

d’assurer leur ultime défense, elles jouent plusieurs rdles écologiques (Fouché et al, 2000) :
Interaction plante-plante (inhibition de la germination et de la croissance).

Interaction plante animale, pour leur protection contre les prédateurs.

11.4 Propriétés physiques et chimiques des huiles essentielles
C’est des liquides a température ambiante, les huiles essentielles sont volatiles ce qui

les différencie des huiles dites « fixes ». Elles ne sont que trés rarement colorées. Leur densité
est généralement inférieure a celle de I’eau a laquelle elles sont généralement peu miscibles
voire non miscibles. Liposolubles, elles sont en revanche solubles dans les solvants
organiques usuels (Jean, 2009).

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes et variables de constituants qui
appartiennent quasi exclusivement a deux groupes caractérisés par des origines biogenétiques
distinctes : le groupe des terpénoides et, beaucoup moins fréquents, le groupe des composés
aromatiques dérivés du phénylpropane. Elles peuvent également renfermer divers produits

issus de processus dégradatifs mettant en jeu des constituants non volatiles (Jean, 2009).

11.5 Activité des huiles essentielles

11.5.1 Activité antibactérienne

Plusieurs recherches ont démontré le pouvoir antimicrobien de certaines essences sur
une large palette de micro-organismes, y compris sur des bactéries résistantes aux
antibiotiques. L une des premiéres mises en évidence in vitro de I’activité antibactérienne des
huiles essentielles date de la fin du XIXéme siécle, lorsqu’en 1875, Buchholtz a étudié la
croissance des propriétés inhibitrices de 1’huile des graines de carvi et de de thym. Toutefois,
il aura fallu attendre le début du XXeéme siecle pour que les scientifiques commencent a s’y

intéresser (Cox et al, 2000).

11.5.2 Activité antioxydante

D’aprés une étude menée par Stefanovits-Banyai, (2003), I'équipe de recherche a
constaté que l'effet antioxydant d’huiles essentielles est li¢ a la teneur en phénol. L'activité
antioxydante des huiles essentielles est également attribuable a certains alcools, éthers,
cétones, et aldéhydes monoterpéniques : le tinalool, le 1,8-cineole, le géranial/néral, le

citronellal, I'isomenthone, la menthone et quelques monoterpénes: a- terpinene, y-terpinéne et
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i'aterpinolene (Piochon, 2008).

11.5.3 Activité antifongique

Selon Nazzaro et al, (2017), I’activité antifongique de ’huile essentielle pourrait étre
due aux propriétés des terpénes qui, en raison de leur nature fortement lipophile et de leur
faible poids moléculaire sont capables de perturber la membrane cellulaire, entrainant la mort
cellulaire inhiber la sporulation et la germination des champignons responsables de la

détérioration des aliments.

11.6 Toxicité des huiles essentielles

Les huiles essentielles ne sont pas des produits qui peuvent étre utilisés sans risque.
Comme tous les produits naturels : “ce n'est pas parce que c'est naturel que c'est sans danger
pour l'organisme”. Cet aspect des huiles essentielles est d'autant plus important que leur
utilisation, de plus en plus populaire, tende a se généraliser avec I'émergence de nouvelles
pratiques thérapeutiques telle que I'aromathérapie (Piochon, 2008).

Certaines huiles essentielles sont dangereuses lorsqu'elles sont appliquées sur la peau
en raison de leur pouvoir irritant (huiles riches en thymol ou en carvacrol), allergéne (huiles
riches en cinnamaldéhyde (Smith et al, 2000) ou phototoxique (huiles de citrus contenant des
furocoumarines (Naganuma et al, 1985). D'autres huiles essentielles ont un effet
neurotoxique. Les cétones comme l'a-thujone sont particulierement toxiques pour les tissus

nerveux (Franchomme et al, 1990).
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I11.1 Thymus fontanesii

I11.1.1 Historique
« Thymus » décrit un groupe de plantes aromatiques présentant des aspects similaires.

Localement connu «zaatar ». En francais et anglais par exemple, on emploie freqguemment le
nom du genre « thym » et « thyme ».Certains auteurs supposent que le nom Thymus vient
probablement du latin "Thymus" qui signifie «parfumé» ou du grec "Thymos" qui signifie
"courage” ou "force" (Stahl-Biskup et al, 2002).

Les grecques bralaient cette herbe pour chasser les insectes piquants de la maison.
Au moyen age, les moines bénédictins apportaient du Thym en Europe centrale et en
Angleterre car ils pensaient que les oreillers a Thym remédiaient I'épilepsie et la
mélancolie. Au XVII siecle, le Thym a été utilisé durant la peste noire qui a balayé
I’Europe. Les Egyptiens s’en servaient pour embaumer les morts. Les Romains, de leur part
bralaient le Thym comme en cens pour éloigner les créatures venimeuses. Ils s’en servaient

aussi pour aromatiser le fromage et les liqueurs (Charles,2012).

Figure 1. Thymus fontanesii (photographie) (www.tela-botanica.org).



http://www.tela-botanica.org/
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111.1.2 Description du Thymus fontanesii

Thymus fontanesii Boiss et Reut est une espéce endémique odorante. C’est une
plante annuelle a fleurs blanches ou péle (Dob et al, 2006). C’est une plante aromatique,
sous- arbrisseau vivace a base ligneuse, pouvant mesurer jusqu’a 40cm de hauteur et
possédant de petites feuilles de couleur verte foncée oblongues enroulées par les bords, et
qui est recouverte de trichomes glandulaires contenant I’huile essentielle généralement

composée de monoterpenes (Dob et al, 2006).

111.1.3 Répartition géographique de laplante

Le genre Thymus appartient a la famille des labiées et comprend environ 350
especes réparties entre I’Europe, 1’ Asie occidentale et la méditerranée. C’est une plante trés
répandue dans le nord-ouest africain (Algeérie, Tunisie, Maroc et Libye). Elle pousse sur les
montagnes d’Arabie du sud-ouest et d’Ethiopie comme elle se retrouve en Himalaya et
méme en Sibérie (Dob et al, 2006). Selon Nickavar et al, (2005), environ 110 especes
différentes du genre thymus se concentrent principalement dans le bassin meéditerranéen.
A cet effet la région méditerranéenne occidentale semble étre le centre d’origine de ce
genre.

L’Algérie est un pays doté d’une richesse en plantes médicinales en regard de sa
superficie et sa diversité bioclimatique. Le thymus de la famille des lamiacées comprend
plusieurs especes botaniques particulierement répandues dans tout le littoral et méme dans

les régions internes jusqu’aux zones arides (Saidj, 2006).

111.1.4 Taxonomie

D’apres Quezel et Santa, (1963), la systematique de Thymus fontanesii est la suivante :

Régne Plantea
Emrenchement Spermaphytes
Sous-embrenchement Angiospermes
Classe Eudicotes
Sous-classe Astérides
Ordre Lamiales
Famille Lamiacées
Genre Thymus
Espéce Thymus fontanesii
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I11.1.5 Huile essentielle duThymus

L’essence de Thym est souvent rapportée comme étant parmi les huiles essentielles les
plus actives (Rasooli et al, 2006). L’huile essentielle du thym est une huile susceptible de
présenter de grandes variations, qui dépendent de plusieurs facteurs qui sont principalement
d’origine génétique et les conditions climatiques, qui peuvent étre aussi d’ordre saisonnier
(stade végétatif) (Loziene et al, 2007). Ainsi, une étude menée par (Dob et al, 2006) a montré
que le composé majoritaire de Thymus fontanesii d’Afrique est le thymol chez les especes
d’Algérie et du Maroc et le carvacrol chez les espéces de Tunisie.

L’huile essentielle du Thym est extraite principalement a partir des feuilles et des
sommités fleuries. La tige fleurie du thym contient en plus de I’huile essentielle des
flavonoides et des acides-phénols, des tannins et une résine (Haragushi et al, 1996). Parmi
les diverses propriétés de I’huile essentielle de Thymus fontanesii. Certains sont trés bien
établies,telles que antioxydant, insecticide, activité antibactérienne, antifongique, antiviral et
anti-inflammatoire (Figueiredo. A et al, 2008 ; Pivetta. T et al, 2018).

Toutes ces activités sont liées a la teneur élevée en monoterpéne, en composé
phénoliques, en particilier en thymol et en carvacrol et d’autres composés plus au moins
biologiquement actifs, notamment 1’eugénol, le pcyméne, le y-terpinene, linalol, le germiniol
et le broneol (Stahl-Biskup, 2002).

111.1.6 Propriétés pharmacologiques

Les propriétés pharmacologiques de la plante Thymus fontanesii et de ses différents
extraits, en particulier I’huile essentielle, ont était bien étudiés. En plus de leurs nombreuses
utilisations traditionnelles, la plante et ses extraits ont trouve leur place en industrie
(principalement comme additifs alimentaires) et en médecine (Hudaib et al, 2002). Les
recherches réalisées sur les effets des extraits de cette plante in vitro et in vivo ont montré une
grande importance pour la pharmacie, la médecine et I’industrie moderne, parmi lesquelles on

cite les plus importants :

111.1.6.1 Effets antioxydants

Le thym est considéré comme I’un des fines herbes contenant les plus grandes capacités
antioxydantes. Différents composés du thym lui permettent de posséder un tel statut, comme
les phénols (thymol et carvacrol), les flavonoides, I’acide rosmarinique, ’acide caféique et la
vitamineE (Kulisiii et al, 2006 ; Guillén et al, 1998). Des recherches ont été effectuées dans

les années 1990 en Ecosse qui ont établi les vertus potentielles de la plante et de son huile
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essentielle, en prévention du vieillissement (Iserin, 2001).

111.1.6.2 Effets antimicrobiens

L’huile essentielle de thym, riche en phénols, est douée de propriétés antibactériennes
facilement mises en évidence in vitro (Bruneton, 1999). L’huile essenticlle de Thymus
fontanesii témoigne d’un pouvoir antibactérien intéressant sur les bactéries gram positives
comme sur les bactéries gram négatives (Sidali et al, 2017). D’autre part ces mémes auteurs
onttrouvéquel’huileessentielledeThymusestdoué¢ed unegrandeactivitéantimicrobienne qui est

reliée au thymol qui est majoritaire de cettehuile.

111.2 Eucalyptus sp.
111.2.1 Historique

Bien que les premiers explorateurs et collectionneurs européen saient di apercevoir
des eucalyptus, aucune collection botanique d’entre eux n’a été constituée avant 1770, lorsque
Joseph Banks et Daniel Solander sont arrivés a Botany Bay avec James Cook. En1777, lors de
la troisieme expédition de Cook, le botaniste David Nelson recueillit un eucalyptus sur Bruny
Island, dans le sud de la Tasmanie. Ce spécimen a été emporté au British Museum deLondres,
ou il a été nomme Eucalyptus obliqua par le botaniste francais Charles-Louis L'Héritier, qui
travaillait a Londres a I'époque. lla inventé le nom générique des racines grecques eu et
calyptos, signifiant «bien» et «couvert», en référence a l'opercule du bouton floral. Cet organe
protege les structures reproductrices pendant leur développement et soumis a la pression des
étamine sémergentes lors de la floraison.Le nomobliqua vient du latin obliquus, qui signifie
«oblique», décrivant une base de feuille dont les deux cétés du limbe sont de longueur inégale
et ne rencontrent pas le pétiole au méme endroit.L.’exploration extensive des terres pendant le
198Me gjecle a abouti & la découverte de nombreux nouveaux eucalyptus et a leur désignation
ultérieure par plusieurs des grands botanistes de I'histoire australienne, notamment Ferdinand
von Mueller, dont les travaux sur les eucalyptus ont grandement contribué a la premiére
description compléte du genre dans Flora Australiensis de George Bentham (1867), reste la
seule flore australienne compléte. Bentham a divisé le genre en cing séries dont les
distinctions étaient basées sur les caractéristiques des étamines, en particulier les anthéres. Les
catégories de chaque série étaient principalement basées sur les feuilles et sur la forme du
bouton et du fruit (Blake. 1953 ; Coppen. 2002).
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En 2000, I’auteur principal d’EUCLID a publié¢ une classification officielle du genre, qui est
une synthese sous la forme d’une taxonomie mise a jour pour tenir compte des nombreux
taxons publiés depuis le traitement de Chippendale en 1988. Bien que basé théoriquement sur
les travaux de Pryor & Johnson, il reconnait 13 sous-genres et assigne toutes les especes
connues jusqu'en 2000 a un systeme hiérarchique de sous-genres, sections, sous-sections,

séries, sous-séries et supra-especes (Brooker. 2000).

111.2.2 Description de laplante

Les Eucalyptus sont de grands arbres dont certains peuvent dépasser 100 m de hauteur,
mais la moyenne des especes les plus courantes est de 40 a 50 m, d’autres ont des dimensions
plus faibles. Le tronc comprend une écorce a la base foncée et rugueuse et, en hauteur, lisse,
gris cendre laissant s’exfolier son épiderme en longs lambeaux souples et odorants (Traore et
al, 2013).

Les eucalyptus portent des feuilles persistantes, coriaces, glabres mais différentes en
fonction de 1’age des rameaux : les jeunes rameaux possédent des feuilles larges, courtes,
opposées, sessiles, ovales, bleu-blanc et cireuses, avec un vrai limb en ervuré. Lesr ameaux
plus &ges possedent des feuilles aromatiques, falciformes, longues de 12 a 30cm, étroites,
pointues, epaisses, vert foncé, courtement pétiolées, alternes et pendantes verticalement. Le
fruit ligneux est une grosse capsule glauque prenant une teinte marron a maturité, dure,
anguleuse, verruqueuse, et s’ouvrant légérement partrois, quatre ou cing fentes (qui dessinent
une étoile a son sommet) pour libérer de nombreuses graines sombres et minuscules (Goetz et
al, 2012).

Les eucalyptus sont connus pour leur capacité a coloniser des terrains nus ou dévastés
a cause de leurs graines trés nombreuses (et a faibles réserves) ; grace a un organe souterrain,
le lignotuber, méme aprés une coupe ou un incendie; ils poussent sans marquer de dormance,
tant que les conditions météorologiques ne sont pas défavorables. Ces dernieres propriétés,
ajoutées a sa grande valeur papetiere, ont assuré¢ a I’eucalyptus une dispersion et un succes

mondiaux (Goetz et al, 2012).
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Figure 2. Photographie personnel de la tige du fruit et de la feuille d’Eucalyptus sp.

111.2.3 Répartition géographique de I’Eucalyptus

Les Eucalyptus appartiennent a la famille des Myrtacées, c’est une famille de plantes
dicotylédones, deux cotylédons sur I'embryon, deux feuilles constitutives de la graine.lls sont
répartis en 3000 espéces réparties en 134 genres environ. Ce sont des arbres et des arbustes,
souvent producteurs d'huiles aromatiques des zones tempérées, subtropicales a tropicales,
poussant principalement en Australie, en Amérique tropicale, région méditerranéenne,
I'Afrique subsaharienne, Madagascar, tropicales et temperées d'Asie, et les Tles du Pacifique.
Les principaux genres de cette famille sont : Eucalyptus, Psidiumdont fait partie le goyavier,
Myrtusdont fait partie le myrte (arbuste du maquis mediterranéen), Eugenia dont le giroflier
(Eugenia cariophyllata) qui donne le clou de girofle. On rencontre aussi des especes dont les
fruits sont comestibles (genres Feijoa, Eugenia, Campomanesia), et une espéce de figuier
étrang leur en Nouvelle-Zélande (Metrosideros robusta). Beaucoup d'espéces appartenant a
cette famille sont une source d'huiles essentielles, elles sont utilisées dans la parfumerie ou en
thérapeutique.

Les espéces a fruits charnus sont disséminées par les oiseaux et les mammiferes; les
especes a fruits capsulaire sont de petites graines parfois ailées qui sont disséminées par le

vent ou par ’eau (Bruneton. 1999).

Selon Chevalier, (1952), il existe trois espéces d’Eucalyptus en Algérie, Eucalyptus

globulus, Eucalyptus camaldulensis et Eucalyptus citriodora.
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Figure 3. Fruit d'E.camaldulensis Figure 4. Fruit d'E.globulus (Photographie).
(Photographie). (www.tela-botanica.org) (www.tela-botanica.org)

Figure 5. Fruit d'E.citriodora (Photographie). (www.tela-botanice.org)

111.2.4 Taxonomie

Régne Plantea
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida - Dicotylédones
Sous-classe Rosidae
Ordre Myrtales
Famille Myrtaceae
Genre Eucalyptus

14



Chapitre 111 Generalités sur les trois plantes utilisées

111.2.5 Propriétés de I’Eucalyptus

L’Organisation mondiale de la Santé (OMS) reconnait 1’usage traditionnel des feuilles
d’Eucalyptus, de I'HE (E. globulus) pour soulager la fiévre et les symptomes de 1’asthme,
pour traiter I’inflammation des voies respiratoires, de la gorge ou des muqueuses de la bouche
(voie interne) ainsi que pour soulager les douleurs rhumatismales (voie externe).

Des essais sur des souris ont cependant permis d'observer que I'Eucalyptus exerce une
activité antidouleur (Atta et al, 1998 ; Santos et al, 2000).

L’huile essentielle d’Eucalyptus citronné (E. citriodora) est un remede traditionnel
pour €loigner les insectes piqueurs (Baudoux. 2002). Au cours d’une étude croisée menée en
Suéde, un insectifuge a base d’Eucalyptus citronné (Citriodiol) a réduit de moitié les morsures
de tiques (Ixodes ricinus) subies par 111 participants a des activités de plein air. Au cours
d’un essai effectué en Malaisie, un produit a base d’Eucalyptus citronné a été trés efficace
pour prévenir les morsures de sangsues (Haemadipsasylvestris) (Meister et al, 1999 ; Tesche
et al, 2008).

111.3 Lavandula sp.
111.3.1 Historique

Depuis I’antiquité¢ la lavande a été bien connue pour ses propriétés et ses usages
aromatiques et médicinale, en effet le mot « lavande » dérive du latin « lavare» qui veut dire «
laver » car les Romains avaient 1’habitude de parfumaient leur bain avec cette plante pour son
double effet :

La lavande parfumait leur corps mais surtout le protégeait contre les maladies grace a
son grand pouvoir antiseptique et antibiotique, les guerriers romains 1’utilisaient aussi comme
désinfectant lors des combats (Barrett, 1996).

Dans I’ancienne Egypte il a étais utilisé pour imbiber des tissues de coton lors de la
momification, dans la médecine Chinoise traditionnelle, il a était utilisé pour traiter
I’infertilité, les infections, ’anxiété et la fievre (Wilson et al, 2007).

La lavande avait pour longtemps une large utilisation dans la médecine arabe pour
traiter les problémes du systéme digestif et surtout I’estomac et pour les problemes rénales.

En France, a ’époque médiévale pour marquer les mauvaises odeurs, le golit de la
viande avariée et pour prévenir les maladies-, il serait plus plausible que son nom dérive de
livere, étre livide ou étre bleue, du latin médiéval lavandula (Wilson et al, 2007).

Actuellement cette plante est utilisée dans I’aromathérapie en premier place pour son
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huile essentiel incomparable mais aussi dans I’industrie cosmétique, parfumerie et culinaire.

111.3.2 Description de la lavande

A lDetat sauvage, il en existe plus d’une centaine de variétés et de chémotypes
différents (Wichtl et al, 1999). Suivant les espéces, ce sous-arbrisseau vivace mesure de 30 a
70 cm de haut et porte des fleurs bleues, pourpres ou violettes, groupées en épis. Certains
cultivars arborent des fleurs roses ou blanches. La floraison commence en mars et s’épanouit
de Juillet a Aout, en dégageant un parfum tres agréable, frais, Iéger et fleur durant toute sa
période de floraison (Palikan. 2002).

Les feuilles sont étroites, sans pétiole ni dents, de couleur vert bleuté, disposées en
paires opposees. Les jeunes feuilles sont souvent blanchatres, ce qui donne & la plante sa
teinte gris argenté caractéristique. Les feuilles peuvent mesurer jusqu’a 5 cm de longueur et

sont a la fois améres et aromatiques (Palikan. 2002).

Les tiges sont courtes, dressees, trés ramifiées, ligneuses a le base (Small et al,.
2001). La tendance spiralée des rameaux se résorbe presque en unerosette, portant de long

setminceépis de fleurs (Palikan. 2002).

Les racines peuvent pousser jusqu' une profondeur de 4 m et forment un gros systeme
ligneux densément ramifié en profondeur. Cette plante tolére un pH de 6,4 a 8,2 (Small et
al, 2001).

La lavande nécessite un endroit ensoleillé, ou la température ne descend pas en dessous de
(- 10°C) et surtout, sec (Festy et al, 2012).

Elle pousse a 1’état sauvage, sur les terres rocailleux et ensoleilles. Elle s’adapte bien

aux hivers plus froids des régions tempérées si le sol est bien drainé.

Elle aime les terrains calcaires de la méditerranée occidentale. Plus le sol ou elle

pousse est aride, plus son essence est fine (Palikan. 2002).
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Figure 6. Planche de lavandula sp. (Anonyme 2009)

111.3.3 Répartition géographique de laplante

Elle pousse dans certaines iles de I’Atlantique, depuis le bassin méditerranéen

jusqu’au nord de I’ Afrique tropicale, au Moyen Orient et a I’Inde (Small et Deutsch, 2001).

111.3.4 Taxonomie

Selon Dupont et Guignard, (2007), la lavande appartient a I’embranchement des

Spermaphytes, et suivant la classification classique des plantes a fleurs, elle est classéecomme

suit:
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida - Dicotylédones
Sous-classe Asteridées
Ordre Lamiale
Famille Lamiacées

111.3.5 Propriétés de lalavande

Toutes les parties de la lavande, soit les tiges, les feuilles et surtout les fleurs sont
aromatiques, chaudes, ameres et stimulantes. Dans les especes de lavandes, le principe
aromatique prédomine sur le principe amer. Ce principe aromatique communique a cesplantes
a un degré éminent, les propriétés chaudes et excitant, propre a cette famille. Le principe amer
les rend toniques et stomachiques. Cette plante est éminemment céphalique,nerval,
antispasmodique et antihistérique (Schauenberg et al, 2010).
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Les sommités de la plante sont imprégnées d’une sécrétion huileuse, légérement
résineuse et tres volatile. Cette huile volatile est renfermée dans de petite urticules répandues
sur la surface des bractées, des corolles, mais surtout des calices. Elle parait contenir tout le
principe aromatique des lavandes, et se combine plus aisément avec les liquides alcooliques
qu’avec I’eau. Il serait nécessaire de soumettre séparément les feuilles et les fleurs a I’analyse
chimique, car, les queues ou hampes nues de la lavande et sans doute aussi les feuilles, ne
contiennent qu’une tres petite quantité d’huile, mais probablement une plus grande proportion

d’extrait amer (Palikan. 2002).
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Chapitre 1V Généralité sur les Staphylococcus aureus

V.1 Historique

Les staphylocoques ont été isolés pour la premiére fois dans du pus humain en 1880
par le chirurgien écossais Alexander Ogston.Les staphylocoques ont été isolés pour la
premiere fois dans du pus humain en 1880 par le chirurgien écossais Alexander Ogston. En
1886, un chirurgien allemand Anton J. Rosenbach isola deux souches de Staphylococcus en
culture pure (Rosenbach. 1884). L'un d'entre eux était Staphylococcus aureus, ainsi nommé
en raison de la couleur des colonies pigmentées (aureus signifie couleur dorée en latin).Dans
les années 1920, il a été reconnu que la présence de coagulase (une enzyme qui coagule le
plasma) était associée a la pathogeénicité, et un test a la coagulase mis au point a la fin des
années 1930 constituait un progrés important dans le diagnostic.Au cours de la Seconde
Guerre mondiale, la pénicilline a été introduite pour une utilisation clinique: Staphylococcus
aureus était tres sensible.Cependant, a la fin des années 1940, l'utilisation de la pénicilline
était courante dans les hopitaux et les souches resistantes ont commencé a étre plus
nombreuses que les souches sensibles.La résistance accrue stimule le développement de
pénicillines semi-synthétiques, telles que la methicilline, mais dans les années 1990, les
hopitaux signalaient des taux élevés de Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline
(SARM) ainsi que des cas émergents de SARM d'origine communautaire, désormais un
probleme important dans certaines parties du monde (Chambers et DelLeo, 2009; David et
Daum, 2010).

IVV.2 Présentation du germe
Staphylococcus aureus (parfois nommé Staphylocoque doré) est un coque a Gram
positif anaerobie facultatif, catalase positive, oxydase négative, appartenant a la famille des

Staphylococcacceae dans 1’ordre de Bacillales. Ces germes peuvent étre isolés, regroupés en

diplocoques mais plus généralement en amas.Ce coque immobile est d’un diamétre de 0,5 pm
a 1 pm.Il s’agit d’un germe mésophile qui se multiplie dans une plage de température allant
de 6 a 48°C avec un optimum de c roissance a 37°C. Il est capable de croitre dans des
conditions d’aérobiose comme d’anaérobiose. Il supporte aussi bien les milieux acides que
basiques puisqu’il est capable de croitre dans une gamme de pH allant de 4 a 9,3. Cette
bactérie est capable de se multiplier en présence de NaCl. Par ailleurs ce germe présente une

capacité de survie importante dans 1’environnement (Garry. 2006).
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V.3 Pouvoir pathogene

Le pouvoir pathogéne de Staphylococcus aureusest lié a la production de toxines
appelées entérotoxines staphylococciques (SE). Ses toxines ayant pour objet de détourner ou
de neutraliser la réponse immune de 1’hote infecté. Accessoirement, la dégradation cellulaire
que provoquent certaines toxines peut constituer une manne providentielle pour le
développement bactérien. Ainsi, bien que les déterminants génétiques soient localisés sur le
chromosome dans des bactériophages stabilisés, des plasmides ou des séquences d’insertion,
ces toxines semblent exprimées dans une complémentarité bien organisée et destinée a rendre
défaillant ’étre infecté, souvent affaibli lui-méme. La bactérie neutralise la fonction et la
genese de la réponse humorale, de la réponse cytotoxique et du chimiotactisme des
polynucléaires, et dévie la réponse inflammatoire (Garry, 2006; Vincenot, Saleh et al.
2008;Fratini, Mancini et al. 2017).

V.4 Résistance a la pénicilline

L’inefficacit¢ de la pénicilline vis a vis les staphylococcus aureus est due a la
résistance a l'action antibactérienne de la benzylpénicilline, par la formation la pénicillinase
qui est une enzyme, qui cible le noyau béta-lactame de la molécule de la pénicilline (Dyke,
Jevons et al. 1966).

IVV.5 Importance des Staphylococcus aureus dans la mammite bovine

Les mammites a Staphylococcus (S.) aureus sont considérées comme ['une des
maladies majeures chez les vaches laitieres, causant de lourdes pertes économiques
principalement dues a la réduction de la qualité et de la quantité de lait produit. Elles se
caractérisent fréqguemment par des formes subcliniques et chroniques, rendant leur diagnostic
et leur contrdle difficile. La pathogénie des infections mammaires a S. aureus n’est pas encore
complétement élucidée, mais comprend notamment I’intervention de nombreux facteurs de
virulence tels que des toxines, et des protéines ou des polysaccharides de surface
(Wallemacq, Girard et al. 2010).
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V.1 Objectif de travail

L’Objectif de notre étude est d’évaluer I’activité antimicrobienne des trois huiles
essentielles vis-a-vis des Staphylococcus aureus isolés de cas de mammites bovines sub-

clinique.

V.2 Lieu et période d’étude

Notre travail a été réalisées au niveau [Dinstitue vétérinaire de ['université
IBN KHALDOUN Tiaret- et au niveau de la faculté des Sciences de la Nature et de la Vie
IBN KHALDOUN-Tiaret- durant la période s’étendant de Février a Juin 2019.

V.3 Matériel et produits

V.3.1 Materiel biologique
e Matiere végetale

Les plantes utilisées (Thymus, Eucalyptus et Lavande) ont étaient récolté dans la
région de Tiaret, et identifiées par Dr.Miara botaniste au du département des sciences de la
Nature et de la Vie de la faculté d’IBN KHALDOUN-Tiaret-

e Souches bactériennes

Les souches bactériennes de Staphylococcus aureus utilisées ont étaient isolés de cas
de mammite sub-clinique dans la ferme pilote de I’institut des Sciences Vétérinaire de
I’université d’IBN KHALDOUN-Tiaret.

e Souche ATCC
La souche ATCC (American Type Culture Collection) de Staphylococcus aureus numero
25923 a éte fournis par L’Istitue des Sciences Vétirinaire d’IBN KHALDOUN-Tiaret-
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V.3.2 Matériel de laboratoire

Materiel et méthodes

Le matériel utilisé au nivau de laboratoire est présenté dans le tableau suivant :
Tableau 1. Verreries et appareillage. (Annexe I)

Verreries et autres

Appareillage

Ballon 500ml, Ampoule a décantation,
Béchers, Boites de Pétri, Flacons,
Micropipette, Papiers Wattman, Pipettes de
Pasteur, Pince, Tubes a essais, Verre de
montre, Pissette, Eprouvette, Eau de javel
Alcool

Autoclave (Wolf)
Agitateur (Stuart)
Balance (Sartorius)
Spectrophotométre (Novaspecll)
Vortex (Techno kartel)
Incubateur (Memmert)
Stérilisateur (Heraeus)
Réfrigérateur (Condor)

V.4 Méthodes

Le protocole expérimental utilisé dans ce travail est représenté comme suit ;

V.4.1 Protocole expérimental

Mammite sub-clinique
(Détectée par la C.M.T)

|

Prélevement des
échantillons de lait

l

Isolement et identification
des souches de
Staphylococcus aureus

Plantes utilisées
(Eucalyptus.sp, Thymus
fontanessi, Lavandula.sp)

\ 4

[ Extraction des huiles

essentielles par hydro-
distillation
\4

}

Récupération des huiles
essentielles par décantation

Tests d’orientation:
Antibiogramme
Aromatogramme

A 4

Staphylococcus aureus
Isolés

Détermination des CMI
pour chaque huile
essentielle vis-a-vis les
souches de
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V.4.2 Extraction des huiles essentielles

e Hydrodistillation

Les opérations d’extraction des huiles essentiels d’Eucalyptus, du Thym et de Lavande
ont été réalisés au niveau de laboratoire de pharmacologie de I’institue vétérinaire de
I’université IBN KHALDOUN —Tiaret- .

L’hydrodistillation est un mode d’extraction qui a été propos¢ par Garnier en 1891, c’est la
méthode la plus utilisée pour extraire les huiles essentielles et pouvoir les séparer a 1’état pur
mais aussi de fournir de meilleurs rendements (Bruneton J., 1999).

Le procédé consiste a immerger la matiere premiére végétale dans un ballon rempli d'eau
distillée  placé sur une source de chaleur.le tous est en suite portés a ébullition.
La chaleur permet 1’éclatement des cellules végétales et la libération des molécules odorantes
qui y sont contenues. Les vapeurs sont condensées dans un réfrigérant et le distillat est
recueilli dans une ampoule et par la suite I’huile essentielle sera séparée de 1’eau par
décantation a laquelle on ajoute du sulfate sodium pour éliminer les traces d’eau .finalement
elle sera récupérée dans un flacon approprié et pesée pour le calcul du rendement.

Cette opération a été réalisée grace a un montage nommé: Hydrodistillateur

e Procédé d’extraction des huiles essentielles

Séchage: les plantes ont été séchées dans une cuve a une température de 37°C pendant
24 heures.
Triage : on a sélectionné la partie supérieure de la plante saine puis elle est découpée

en petits morceaux.

Dispositif d’extraction

L’extraction de I’huile essentielle de thym, eucalyptus et lavande a été réalisée gréace a
un hydrodistillateur. Il est constitué d’un ballon en verre pyrex ou I’on place le matériel
végétal et de I’eau distillée sur un bec bunsen, une colonne de condensation de la vapeur
(réfrigérant) et un collecteur en verre pyrex (ampoule) également qui recoit les extraits de la

distillation.
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Figure 7. Dispositif d’hydrodistillation utilisé pour 1’extraction des huiles essentielles

e Description d’extraction des huiles essentielles

La plante a été mise dans un ballon en verre pyrex (50grammes de matiéres végétales
pour le thym et 60 grammes pour la lavande et 1’eucalyptus), additionnées de 600 ml d’eau
distillée. L’ensemble est porté¢ a ébullition, lors de [D’apparition de la premicre goutte du
distillat a la sortic du tube de condensation de la vapeur (on attend lheur30 min) I’huile
essentielle est alors entrainée par la vapeur d’eau. Elle est ensuite condensée en passant par un
condensateur, fixé par un support approprié en position horizontale inclinée légerement pour
faciliter]'écoulement du distillat. Le temps de cette extraction est d’environ 2 heures.

Le distillat obtenu est récupéré dans une ampoule a décanter. Le mélange est laissé au repos
quelques minutes. En fin I’huile essentielle est séparée du distillat par décantation puis

récupérée dans un flacon appropriée et pesé pour le calcul du rendement.

V.4.3 Détermination du rendement d’extraction

On a calculé le rendement selon la norme AFNOR(1986) qui dit que le rendement en
huile essentielle (Rd), est défini Comme étant le rapport entre la masse de 1’huile essentielle
obtenue apres extraction (M") et la masse de la matiére végétale utilisee (M). Il est donné par

la formule suivante :
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Rd= M’/M.100
Rd: Rendement en huile essentielle exprimée en pourcentage (%) ;
M'": Masse de I’huile essentielle obtenue en gramme (g);

M: Masse de la matiére végétale seche utilisée en gramme (g).

V.4.4 Conservation de I’huile essentielle obtenue

La conservation des huiles essentielles exige certaines précautions indispensables.
C'est pour cela nous avons conserveé 1’huile essentielle a une température voisine de 4°C, dans
un flacon en verre stérile fermé hermétiquement pour la préserver de l'air et de la lumiére (en

utilisant le papier d’aluminium).
V.4.5 Prélevements du lait mammiteux
Un échantillon de lait d’environ 5 ml est prélevé a partir de chaque quartier présentant

une réaction positive au CMT.

Nous avons accordé une grande importance au respect des regles d’asepsie et
d’antisepsie au cours de la réalisation de ces prélevements a cause de l'ubiquité des
champignons pouvant influencer le diagnostic. En effet, pour limiter au maximum la
contamination des prélevements de lait, une double désinfection du trayon était réalisée avant
de procéder au prélevement des échantillons. Les échantillons de lait ont été collectés selon

les recommandations de la National Mastitis Council (Hogan et al, 1999) :

1. Elimination des premiers jets dans un bol a fond noir et examen visuel dulait.

2. Lavage de la mamelle avec I’eau et élimination des particulesd’excréments.

3. Essuyage avec une épongepropre.

4. Désinfection des trayons en les trempant dans une solution désinfectante a 1’aide
d’un gobelet Twin-dipper de trempage anti-retour en recouvrant toute la surface
du trayon pour une efficacité maximale.

5. Essuyage avec du papierabsorbant.
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6. Désinfection de I’extrémité du trayon a ’aide d’alcool, puis essuyage avec une
compressestérile.

7. La récolte du lait se fait en orientant le trayon horizontalement. Le flacon est
maintenu incliné 45° pour éviter de le contaminer avec les salissures de lamamelle.

8. Marquage et identification du flacon (numéro de la vache,quartier).

9. Les tubes du lait ont étaient transporté dans une glaciére a une température de
4-8°c jusqu’au laboratoire.

V.4.6 Analyse et identification du lait mammiteux
L’objectif de cette étape est d’analyser les différents prélévements obtenus dans le
but d’identifier le genre et ’espéce des bactéries pathogénes. Le schéma général suivi au

niveau du laboratoire est réesumé dans le protocole suivant :

26



Chapitre |
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sur gélose nutritive
(milieu non sélectif,
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V.4.7 Purification et identification des souches bactériennes

Apreés I’isolement des colonies de bactéries a partir des échantillons du lait
mammiteux, on a entamé des séries de purification comme mentionné dans le protocole dans
la page précédente, la purification des souches bactériennes consiste a effectué des series de
repiquage dans le milieu sélectif (Chapman dans notre cas) a fin d’avoir des colonies bien
1solés, puis on a passé aux testes d’identification qui sont 1’étape cl¢ dans la vérification de la
pureté des souches obtenus ;

e Examen microscopique

Dans I’examen microscopique on a opté pour la coloration de gram (Claus, 1992), qui
est un examen préliminaire dans [D’identification des souches bactériennes tel que
Staphylococcus aureus, afin de déterminer leur morphologie et leur type (Gram® ou Gram).

e Test catalase

A partir d’une culture jeune de 18-24h, une colonie de bactérie est prélevée, puis
placée sur une lame stérile. On fait réagir la colonie avec une goutte de peroxyde d’hydrogéne
(H20,), (Garnier et Denis, 2007). Une réaction positive se traduit par le déegagement de
bulles de gaz (oxygene).

e Test DNAse

A partir d’une culture jeune de 18-24h on passe un écouvillon stérile sur la surface de
la boite afin de prélever une quantité importante de bactéries. Puis on ensemence ces derniers
sur une gélose DNASE en une seule strie au milieu de la boite. Apres une incubation de 24h a
37°C. La lecture est faite par I’ajout d’un volume considérable de HcL dilué 1N a la surface
de la gélose. L’exces de la solution est éliminer, et la lecture est faite aprés 10-15 min apres le
contacte entre ’HCL et la surface de la gélose par I’apparition d’une zone claire autour de la
strie ce qui ce traduit par hydrolyse de I'ADN et son utilisation comme source de carbone et

d'énergie pour la croissance bactérienne (Kateete, D et al ; 2010).

e Test coagulase

Ce test permet de mettre en évidence le pouvoir des Staphylococcus sp.a produire
ou pas une enzyme appelée la coagulase. Sa mise en évidence permet seule, d'affirmer la

présence de Staphylococcus aureus. Cette enzyme est capable de coaguler le plasma de
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lapin (Sperber, et al. 1975).

Pour réaliser ce test, on a incubé une colonie prélevé a partir du milieu Chapman
dans 5 ml de BHIB a 37°C, pendant 24 heures. Dans un tube a hémolyse stérile, 0,5 ml de
plasma citraté et 0,5 ml de la culture de BHIB sont mélangés, puis incubés a 37°C. Une
lecture doit étre effectuée aprés 4 heures ensuite aprés 18h. S’il y a formation d’un
coagulat, la souche est qualifiée comme étant Staphylococcus aureus (Sperber, et al.
1975).

V.5 Activité antimicrobienne des huiles essentielles

V.5.1 Antibiogramme

L’Agar Mueller-Hinton a été coulé dans des boites de pétri stériles. Les disques de
I'antibiotique (Pénicilline G) ont été placés sur les surfaces de gélose inoculée. Les boites de
Pétri sont maintenues pendant 30 min a une température de 25-30 °C et sont ensuite incubées
a 37°C/24h. Les diametres des zones d'inhibition ont été mesurés en millimétres. Les souches
ont identifiées autant résistante au antibiotique utilisé si le diamétre de DZI est < 8 mm
(Rahal1999).

V.5.2 Aromatogramme

La sensibilité des souches aux huiles essentielles a été déterminée par la méthode de
diffusion sur milieu solide. Des disques stériles ont été imprégnés par de I’huile essentielle
pure (5 ul) et placés a la surface de gélose nutritive coulée dans des boites de Pétri.
Auparavant, un inoculum de 0,5 McFarland (soit 108 UFC/ml) était préparé a 1’aide d’un
spectrophotomeétre et étalé a ’aide d’un écouvillon stérile a la surface de la gélose nutritive.
L’incubation est réalisée a 37°C, pendant 24 heures. A I’issue de cette période d’incubation, la
lecture des résultats est faite en mesurant la zone d’inhibition (Rahal1999).

La sensibilité aux différents huiles essentielles est classée selon le diameétre de 1’halot de la
zone d’inhibition : insensible (-) si le diameétre de la zone d’inhibition est moins de 8mm ;
sensible (+) avec des diametres compris entre 9 et 14 mm ; tres sensible (++) pour des
diametres de 15 a 19mm ; et extrémement sensible (+++) pour des diamétres plus de 20 mm

(Ponce et al, 2003). Le test de sensibilité aux huiles essentielles a été réalisé en triplicata.
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V.5.3 Concentration minimale inhibitrice (CMI)

Seules les huiles essentielles ayant présentées une zone d’inhibition de plus de 20 mm

par la méthode de diffusion en milieu solide ont été retenues pour la détermination de la
concentration minimale inhibitrice.
La CMI est définie comme étant la concentration la plus faible de la substance
antimicrobienne qui inhibe la croissance des micro-organismes. La détermination des CMI
des extraits de plantes vis-a-vis des souches étudiées est réalisée selon la technique de
microtitration sur plaques a 96 puits (Edition, A.S.N. 2012).

Apres 24 h de culture sur gélose nutritive a 37°C, les suspensions bactériennes ont été
préparées dans 5 ml de solution saline a 0,85% et ajustées a 0,5 Mc Farland.

Une solution mere des huiles essentielles a été préparée en utilisant du Tween 80
dissous dans de I'eau distillée stérile (1/9, v/v), a partir de laguelle on a preparé des solutions
finales par double dilution.

Des solutions primaires ont été preparées a partir de la solution mére par dilution en

série en utilisant du Tween 80 dissous (10%) dans des tubes a essai stériles pour atteindre des
concentrations en huile essentielle de: (1/10, 1/20, 1/40, 1/80, 1/160 et 1/320).
Les solutions finales des huiles essentielles ont été obtenues a partir de solutions primaires en
ajoutant de maniére aseptique 0,5 ml de la solution primaire préparée a 4,5 ml de bouillon
Mueller-Hinton pour obtenir des concentrations finales de : 1/100, 1/200, 1/400, 1/800,
1/1600, 1/3200, v/v. Des volumes de 95 pl des solutions diluées finales ont été distribués dans
les puits de la plaque de microtitration, et 5 ul des inocula préparés ont été ajoutés aux puits
correspondants. Des témoins positifs de croissance (sans huile essentielle) et des témoins
négatifs de stérilité (sans bactéries) ont été réalisés. La détermination de la CMI a été faite en
triplicata.

A Tissu de I’incubation des plaques contenant les bactéries et les suspensions des
huiles essentielles a 37°C pendant 24 h, 20 pl de chlorure de 2, 3,5-triphényltétrazolium
(TTC) a 0,5% ont été ajoutés a chaque puits. La CMI a été enregistrée comme étant la plus
faible concentration en huile essentielle pour laquelle aucune croissance n'a été visualisée
(Edition, A.S.N. 2012).
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VI.1 Rendement d’extraction des huiles essentielles

Les rendements d’extraction des huiles essenticlles sont représentés dans la

figuresuivante :

2,50% -

2,06%

2,00% -

1,50% -

1,00% - 0,92%

Rendements

0,51%

0,50% -

0,00% . . .
Thymus fontanesii Lavndula Sp Eucalyptus Sp

Huiles essentielles

Figure XX. Rendement d’extraction des huiles essentielles

Le rendement du thym était de 2,06%. Ce rendement est faible par rapport a celui
rapporté par Mohammedi et al ; (2010), qui ont obtenu un rendement de 3,09% a partir d’un
Thymus fontanesii récolté dans la région nord-ouest de 1’ Algérie.

Pour la lavande, le rendement en huile essentielle était de 0,92%. Ce résultat est considéré
optimal si on prend en considération ceux rapportés par Sidi Boulenouar et Ziane, (2003),
qui indiquent que les fleurs seches de la lavande provenant de la région d'Ouchba et de la
région de Zarifet dans la wilaya de Tlemcen ont donné des teneurs en huile essentielle
équivalentes a 0.94% et 0.70%, réspéctivement.

Tandis que pour I’huile essentielle d’Eucalyptus.sp, le rendement était trées faible (0, 51%) en
comparaison avec le rendement obtenu par Hmiri et al ; (2011), a partir d’eucalyptus récolté

de la région de Maamora au Maroc, qui était de 1,40%.
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V1.2 Identification des souches bactériennes
Les résultats de I’analyse et I’identification des souches de Staphylococcus aureus

isolées a partir des échantillons du lait mammiteux sont dans le tableau suivant (Annexe I1):

Tableau 3. Résultats des tests d’identification des souches bactériennes

Coloration de Gram + + +
Test catalase + + +
Test coagulase + + I
Test dnase + + +

V1.3 Activité antibactérienne des huiles essentielles

V1.3.1 Antibiogramme

Les résultats de I’antibiogramme des souches de Staphylococcus aureus vis-a-vis la
péniciline (G), ont montrés que toutes les souches sont résistantes a cet antibiotique. Résultats
dans tableau suivant (Annexe Il1) :

Tableau 4. Résultats de I’antibiogramme vis-a-Vvis les souches de S.aureus.

ATCC 6
S1 6
S2 6

S1 : Souche S.aureus n°1 ; S2 : Souche S.aueus n°2
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V1.3.2 Aromatogramme

L’¢évaluation de I’activité antibactérienne des huiles essentielles de thymus fontanesii,
de I’eucalyptus et de la lavande en utilisant la méthode de diffusion sur disque nous a permis
d’obtenir des résultats préliminaires a propos de leur pouvoir antibactérien vis-a-vis des
souches bacteriennes testées.

La figure ci-dessous présente les diamétres des zones d’inhibition en mm (Annexe III).

50 -
45 -
40 -
35 -
30 -

EATCC

25 -
ES1

20 - os2
15 -
10 -

5 -

I

Thymus fontanesii Eucalyptus sp Lavandula sp

0 -

Figure XX. Résultats de I’activité antibactériennes des trois huiles vis-a-vis les souches de
S.aureus.

Les résultats de I’activité antibactérienne de 1’huile essentielle de Thymus fontanesii
ont montré que cette huile essentielle posséde une forte activité antibactérienne vis-a-vis des 2
souches testées de Staphylococcus aureus ainsi que la souche de référence, avec des diametres
d’inhibition compris entre 45,33 £ 0,57 mm et 36,66 + 0,57 mm. D’aprés la classification
proposee par Ponce et al, (2003), toutes les souches se sont révélées extrémement sensibles a
cette huile essentielle vue que les diameétres d’inhibitions étaient supérieurs a 20mm. NoOS
résultats sont semblables a ceux de Boutiba (2016).

L’huile essentielle de I’eucalyptus (Eucalyptus sp.) a confirmé sa forte activité
antibactérienne vis-a-vis des Staphylococcus aureus isolées a partir des cas de mammite
bovine (zone d'inhibitions compris entre 14 + 1,73 et 15,66 + 1,15 mm, ++), tel que rapporté
dans la littérature (Zhu et al, 2016).

En fin, en utilisant la méthode de sensibilité sur disque standardisée et en se basant sur

les valeurs de la zone d'inhibition, I’huile essentielle de la lavande (Lavandula sp.) a présenté
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une tres faible activité antibactérienne, en comparaison aux autres huiles essentielles testées
Vvis-a-vis de toutes les souches avec des diamétres d’inhibition qui variaient entre 6 £ 0 mm et
6,66 + 1,15 mm.

V1.3.3 Détermination des concentrations minimales inhibitrices des huiles essentielles

La détermination des paramétres d'inhibition (CMI) nous a permis non seulement de
confirmer les résultats obtenus mais aussi de quantifier I'activité antimicrobienne des huiles
essentielles du Thymus fontanesii et de I’Eucalyptus sp. vis-a-vis des microorganismes testés.
Les résultats de sensibilité des souches de Staphylococcus aureus ainsi que de celle de la
souche de référence par la méthode de microdilution sont comme suit (Annexe 1V):

Tableau 6. Valeurs des CMI de Thymus fontanesii et d’Eucalyptus sp. vis-a-vis de
Staphylococcus aureus.

|
ATCC | 0,312% | 1,25%
S1 | 0,625% | 2,5%
S2 | 0,625% | 2,5%

Le test préliminaire pour évaluer 1’activité antimicrobienne de I’huile essentielle de
la lavande vis-a-vis des souches testées nous a montré que ces bactéries sont légerement
sensibles a cette huile essenticlle et que 1’huile essentielle de la lavande possede la plus faible
activité antibactérienne en comparaison a celles obtenues a partir du thym et de I’eucalyptus.

Les résultats susmentionnés ont été pris en compte pour la réalisation de la suite des
investigations. Par consequent, nous avons décidé de déterminer les valeurs de la CMI des
souches isolées des cas de mammite subclinique afin de déterminer le degré d'efficacité des
huiles de thym ainsi que celle de 1’eucalyptus vis-a-vis des souches étudiées.

La concentration minimale inhibitrice des huiles essentielles est en corrélation avec les
résultats obtenus par la méthode de diffusion sur disque (aromatogramme), autrement dit plus
le diamétre de la zone d’inhibition est large plus la CMI est meilleure. C’est le cas pour les
souches testées de Staphylococcus aureus qui ont donné les CMI mentionnées dans tableau .

L’huile essentielle de Thymus fontanesii et d’Eucalyptus.sp ont exercés une bonne
activité inhibitrice vis-a-vis les souches bactériennes.

Les souches de Staphylococcus aureus se sont montrées sensibles a 1’huile de Thymus
fontanesii a des concentrations de 0,312 pl/ml pour la souche ATCC et de 0,625 pl/ml pour

les deux souches isolées a partir des cas de mammite bovine. Les valeurs CMI obtenues dans
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notre étude sont inférieures a ceux obtenus par Dob et al, (2006) sur Staphylococcus aureus
(1,0 pul/ml).

L’importante bioactivité d’une huile essentielle est liée a sa teneur élevée de son
composant majeur. De nombreuses études ont rapporté que ’activité antimicrobienne des
huiles essentielles est liée & leur composition chimique et les groupements fonctionnels
(alcool, phénols, terpenes, et cétones) des composés sont associés a cette activité (Tyagui et
Malik, 2011).

En effet plusieurs auteurs (Pellecuer et al, 1980 ; Gergis etal, 1990 ; Panizzi et al,
1993 ; Satrani et al, 2008) ont montré que I’huile essentielle du thym est riche en dérivés
phénolique (thymol et carvacrol), ce qui lui confére une forte activité antimicrobienne. Selon
Farah et al, (2009), le principal composant du thym est le thymol (67,8%).Cependant le
thymol et les chimotypes de carvacrol sont les plus communs du genre thymus (Stahl-Biskup
et al, 2002). Ainsi, Dorman et al (2000) ont démontré que le thymol est le compose qui

possede le plus large spectre d’activité antimicrobienne contre 22 genres de bactéries testées.

Lambert et al, (2001) ont expliqué ce phénomene par le fait que le thymol se lie aux
proteines et aux lipo-polysaccharides membranaires grace a leur groupe fonctionnel et fait
augmenter la perméabilité de la membrane cellulaire bactérienne. D’autres travaux ont
suggérer aussi que ce composé volatile est responsable de I’inactivation d’enzyme y compris

ceux impliquées dans la production d’énergie et la synthése des constituants de structure.

Selon une étude menée par Sebei et al, (2015) sur différentes espéces d’Eucalyptus,
I’activité antibactérienne d’extraits de 1’huile essentielle du genre Eucalyptus sp.est due aux
deux composants majeurs : 1,8-cineol et a-pinene, respectivement.

Toutefois, vu que les huiles essentielles testées renferment des dizaines de
composants, l'activité antimicrobienne de I’huile essentielle thym comme celle de 1’eucalyptus
pourraient étre attribuées non seulement aux constituants majeurs seuls, mais aussi a I'effet
synergique entre les différents composants des huiles essentielles, y compris les constituants
mineurs.

Il est difficile d'attribuer l'activité de ces huiles essentielles a un constituant particulier,
mais il est raisonnable de supposer que l'activité de ces huiles peut étre liée a la présence

d'une concentration élevée du principal constituant.

35



Conclusion
et
Perspectives



Conclusion et perspectives

La présente étude nous a permis d’évaluer I’activité antibactérienne des huiles
essentielles de trois plantes medicinales aromatiques locales de la région de Tiaret qui sont
Thymus fantanesii, lavandula sp.et Eucalyptus sp. sur trois souches bactériennes résistantes a
la pénicilline G.

L’huile essentielle de Thymus fantanesii et d’Eucalyptus sp. ont démontré un bon effet
sur les souches testées notamment I’huile essentielle de Thymus fantanesii qui a manifesté le
plus grand pouvoir antibactérien avec des diamétres d’inhibition qui varient entre 36,66 mm
et 45,33mm pour une concentration de Sul. L’huile essentielle d’eucalyptus montre un bon
effet mais inférieur a celui du thym avec des diametres d’inhibitions compris entre 14 mm et
15,66 mm pour une concentration de Sul. L’huile essentielle de la lavande n’a pas exercé un
bon effet antibactérien méme pour des concentrations supérieures.

Cette variabilité dans I'efficacité dépend du profil chimique de chaque huile essentielle
et de l'espece bactérienne. Ainsi que ces resultats témoignent du grand potentiel que
présentent les huiles essentielles pour accéder aux différentes cibles cellulaires ; de ce fait, la
résistance aux antibiotiques sera limitée.

En ce qui concerne la détermination des concentrations minimales inhibitrices par la
méthode de micro-dilution en milieu liquide, les trois souches ont été inhibées sous 1’action
des deux huiles avec des concentrations variant de 0, 312% (v/v) jusqu’a 0,625% (v/v) pour
I’huile essentielle de thymus fantanesii et 1,25% jusqu’a 2,50% (v/v) pour I’huile essentielles
de I’Eucalyptus sp.

Ces résultats préliminaires obtenus s’averent prometteurs dans I’¢élargissement de
I’arsenal thérapeutique des plantes dotées de propriétés antibactériennes. Leur criblage
permettrait de découvrir de nouveaux antibactériens, qui pourraient constituer une alternative
a I'usage des antibiotiques conventionnels devenus inefficaces.

Toutefois, les méthodes in vitro utilisées pour confirmer l'activité antibactérienne des
différents extraits sont insuffisantes et nécessitent d'autres tests supplémentaires plus avancées
tels que 1’étude de I’activité antibactérienne in vivo.

De plus, une étude de la composition chimique des huiles est nécessaire et ce afin
d’identifier et de préciser les différents principes actifs et pour mieux comprendre leur mode
d'action.

Nous recommandons ¢également une ¢étude de conception d’une formule
médicamenteuse qui combine entre les antibiotiques et les huile essentielle présentant des
effets synergiques en association et ce dans le but de lutter contre les bactéries manifestant

une résistance aux agents antibactériens.
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Annexe 1: Appareillage du laboratoire

Incubateur Four pasteur

Autoclave automatique
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Plaque chauffantes Vortex
agitateur magnétique

Spectre photo
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Annexe 2: Résultats des tests d’identification

Vue microscopique des S.aureus Souche S2 coagulase +
(Coloration de gram)

ATCC coagulase + Souche S1 coagulase +



Annexes

ATCC DNASE+ Souche S1 DNASE

Souche S2 DNASE+
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Annexe 3 : Résultats de I’évaluation de I’activité antibactérienne

SOUCHE S1

SOUCHE S2

Effet anti bactérien de I'huile de thym visa  Effet antibactérien de I'huile de thym vis
vis Souche ATCC a vis Souche S1
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Effet antibactérien de I'huile de thym vis a vis Souche S2

Annexe 4: Résultats de microdilution
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Résumé

L’utilisation abusive et intempestive des antibiotiques sont a I’origine de I'émergence de
bactéries Gram positives résistantes qui représentent un défi majeur a la thérapie
antimicrobienne, augmentant par conséquent l'incidence des mammites cliniques et
sub-cliniques. Pour surmonter ce probléme de résistance, la plupart des travaux sont orientés
actuellement vers d’autres agents antimicrobiens possédant un mode d’action tout a fait
specifique. Pour cela notre travail a porté sur I’étude de I’activité des trois huiles essentielles
de thymus fontanesii, Eucalyptus sp, Lavandula sp originaires de I’ouest Algérien vis-a-vis de
Staphylococcus aureus résistante a la Pénicilline isolé a partir de lait de vache atteintes
demammite bovine aprés avoir examiné 1’état clinique des quartiers par un test du CMT
(California Mastitis Test). L’extraction des huiles essentielles des plantes est effectuée par
hydro-distilation. Les rendements obtenus étaient de 2,06%, 0,51%, 0,92% respectivement. La
premiére partie de notre étude visait a sélectionner les souches résistantes a la pénicilline par
la méthode d’antibiogramme, et la deuxiéme partie portait sur 1’évaluation qualitative et
quantitative de I’activité antibactérienne des huiles essentielles qui été faite respectivement
par aromatogrammes et micro-dilution. Les résultats obtenus ont montré que I’huile
essentielle de thymus fontanesii présentait 1’activité antibactérienne la plus importante par
rapport a [’eucalyptus sp et la lavande sp avec des diamétres d’inhibitions qui variaient entre
36,66 + 0,57 mm et 45,33 £ 0,57 mm pour la concentration de 5ul. Pour cette huile la
concentration minimaleinhibitrice était de 0,312(v/v) et 0,625 % (v/v). Tant dit que I’huile
essentielle de la lavande sp a montré un effet tres faible vis-a-vis de toutes les souches
bactériennes testées.

La présente étude souligne I’'importance de I’effet antibactérien des huiles essentielles qui
pourraient étre utilisées comme traitement alternatif de la mammite sub-clinique, limitant en
conséquence la résistance de Staphylococcus aureus a la pénicilline.

Mots clés : Mammite sub-clinique, CMT, Antibiotiques, Pénicilline, Staphylococcus aureus,
Thymus fontanesii, Eucalyptus sp., Lavandula sp., CMI.




Abstract

The excessive and untimely use of antibiotics is responsible for the emergence of resistant
gram-positive bacteria that represent a major challenge to antimicrobial therapy, thereby
increasing the incidence of clinical and subclinical mastitis. To overcome this resistance
problem, most work is currently focused on other antimicrobial agents with a very specific
mode of action. For this, our work focused on the study of the activity of three essential oils
of thymus fontanesii, Eucalyptus sp, Lavender sporiginating from Algeria’s ouest against
Staphylococcus aureus isolated from cow's milk with bovine mastitis after examining the
clinical status of the teats with a California Mastitis Test (CTM). The extraction of essential
oils from the plants is carried out by hydro-distillation. The yields obtained respectively
2.06%, 0.51%, 0.92% were interesting for a qualitative and quantitative study. The first part
of our study aimed to select penicillin-resistant strains by the antibiogram method, and the
second part focused on the qualitative and quantitative evaluation of the antibacterial activity
of essential oils which was made respectively by aromatogramme and micro -dilution. The
results obtained showed that the essential oil of Thymus fontanesii had the most important
antibacterial activity compared to Eucalyptus sp and lavender sp with inhibition diameters
which varied between 36.66 = 0.57 mm and 45.33 £ 0.57 mm for the concentration of 5ul. For
this oil the minimum inhibitory concentration was 0.312 (v / v) and 0.625% (v / v).

So much so that the essential oil of lavender sp showed a very weak effect against all the
bacterial strains tested.

The present study highlights the importance of the antibacterial effect of essential oils that
could be used as an alternative treatment for subclinical mastitis, thereby limiting the
resistance of Staphylococcus aureus to penicillin.
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