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Résumé

Notre étude avait pour objectif d’évaluer 'activité antibactérienne de 1’huile essentielle de Nigella sativa
vis-a-vis du Clostridium perfringens de type A responsable d’entérite nécrotique chez le poulet de chair. La
premicre partie de notre étude visait I’extraction de 1’huile essentielle de Nigella sativa, et la deuxiéme partie
portait sur 1’évaluation, in vitro, de I’activité antibactérienne de 1’huile essentielle sur le Clostridium perfringens
de type A isolé a partir de cas d’entérite nécrotique chez le poulet de chair. Suite aux difficultés rencontrées
durant la réalisation de la partie expérimentale, nous avons discuté les différentes recherches réalisées sur 1’effet
antibactérien de Nigella sativa. Les résultats indiquent que cette plante posséde plusieurs constituants actifs qui
peuvent jouer un rdle important dans la lutte contre un nombre considérable de bactéries Gram (+) et (-), nous
suggérons ainsi que Nigella sativa pourrait peut-étre avoir un effet antibactérien contre le Clostridium

perfringens de type A isolé a partir de cas d’entérite nécrotique chez le poulet de chair.

Mots clés :Clostridum perfringens, Entérite nécrotique, Nigella sativa, poulet de chair, Tiaret.

Abstract

Our study aimed to evaluate the antibacterial activity of the essential oil of Nigella sativa against
Clostridium perfringens type A responsible for necrotic enteritis in broiler chickens. The first part of our study
aimed at extracting the essential oil of Nigella sativa, and the second part concerned the evaluation, in vitro, of
the antibacterial activity of the essential oil against Clostridium perfringens type A isolated from cases of
necrotic enteritis in broiler chickens. Following the difficulties encountered during the realization of the
experimental part, we discussed the different researches carried out on the antibacterial effect of Nigella sativa.
The results indicate that this plant has several active constituents which can play an important role in fighting a
considerable number of Gram (+) and (-) bacteria, thus we suggest that Nigella sativa could possibly have an
antibacterial effect against the Clostridium perfringenstype A isolated from cases of necrotic enteritis in broiler

chickens.

Key words:Clostridium pefringens, Necrotic enteritis, Nigella sativa, Broiler chickens, Tiaret.
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Liste des abréuiations

ARNm:Acide ribonucléique messager.
CD4:Cluster de différenciation 4.

CD8:Cluster de différenciation 8.

C. difficile : Clostridium difficile.

C. perfringens: Clostridium perfringens.

C. welchii: Clostridium welchii.
DMSO:Diméthyl sulfoxyde.

E. coli: Escherichia coli.

EN: Entérite nécrotique.

IL-1p:Interleukine —1.

I1-3:Interleukine -3.

I1-5:Interleukine 5.

I1-13: Interleukine-13.

LPS: Lipopolysaccharide.

LT4: Lymphocyte T4.

LTh: Lymphocytaire T helper.

MLST: Multilocus séquence typing (Typage génomique multilocus).
NaCl: Chloride de sodium.

NK: Natural Killer (cellules tueuses naturelles).
NO: Nitric toxide.

NOS: Nitrique oxyde synthase.

PFGE: Pulsed Field Gel Electrophoresis (¢€lectrophorese a champs pulsés).
TQ:Thymoquinone.

TSC:Tryptone sulfite cyclosérine.
TSN:Tryptone sulfite néomycine.

UFC:Unité formant colonie.

US:United states (états unis).
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Introduction

Introduction

L'utilisation des antibiotiques comme promoteurs de croissance est apparue a l'ére de
l'industrialisation apreés la Seconde Guerre mondiale (Juke efal, 1956). Pendant de
nombreuses années, ces promoteurs de croissance antimicrobiens ont €té largement utilisés
dans les aliments destinés aux volailles pour prévenir et controler les agents pathogenes
intestinaux, mais aussi a des fins économiques pour favoriser la croissance et améliorer

l'efficacité alimentaire(Van Immerseeletal., 2009).

Cependant, I’utilisation a grande échelle et en continu d’antibiotiques chez les
animaux de consommation n’est pas sans conséquence, cette pratique a suscité des
inquiétudes face aux risques d’émergence de résistance bactériennes (O’Brien, 2002). En
janvier 2006, la commission européenne a interdit 1’usage des antibiotiques comme
promoteurs de croissance, cette loi a été appliquée par la suite en Algérie en décembre 2006
(Décision ministérielle n® 472 du 24 Décembre 2006, portant sur I'utilisation des additifs dans

I’alimentation animales).

Suite au retrait des antibiotiques dans les aliments pour volailles, les producteurs ont
observé une recrudescence de I’EN dans les €levages avicoles, une maladie intestinale causée
par la bactérie C. perfringens qui est responsable de grandes pertes économiques pour
l'industrie de la production avicole (Wade et Keyburn, 2015),et I’un des plus importants

agents causals de toxi-infections alimentaires collectives chez ’homme (Fisher ezal., 2005).

En raison des pertes économiques importantes pour la production de volailles causées
par PEN(Wade et Keyburn, 2015),l'utilisation des antibiotiques a visée curative pour
prévenir les colts ¢élevés s'est généralisée, conduisant a I'émergence de souches de C.
perfringens dotées de mécanismes de résistance contre ces antibiotiques (Adam etal., 2018).

De plus, des études antérieures, effectuées dans différentes régions du monde, ont rapporté
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Introduction

que les souches de C. perfringens isolées de volailles ont montré des résistances contre

plusieurs antibiotiques (Mwangi etal., 2019 ; Eid etal., 2020).

La communauté scientifique a déployé beaucoup d’efforts au cours des derniéres
années afin d’identifier des stratégies alternatives pouvant étre utilisées en remplacement a
ces antibiotiques afin d’assurer le controle de I’EN dans les ¢levages avicoles (Hume, 2011),
et ainsi prévenir I’apparition des souches de C. perfringens,responsables de toxi-infections
alimentaires collectives, résistantes aux antibiotiques.

Les plantes utilisées en médecine traditionnelle contiennent une large gamme
d'ingrédients qui peuvent étre utilisés comme alternatives aux antibiotiques pour traiter les
maladies infectieuses (Ali Benhaddou, 2009).Parmi ces plantes les plus utilisées et qui ont
suscité un grand intérét pour les pays méditerranéens et asiatiques, on trouve Nigella sativa
Linn. Cette plante appartenant a la famille des Ranunculaceae, communément connue sous le
nom de cumin noir ou nigelle, posséde différents effets pharmacologiques : antimicrobien,
antioxydant, anti-inflammatoire, immuno-modulateur, anti-tumoral, anti-diabétique et elle
joue un role non négligeable dans les systémes cardio-vasculaire et gastro-intestinal

(Toparslan, 2012).

A notre connaissance, aucune étude n’a été réalisée sur 1’effet antimicrobien de
Nigella sativa sur le C. perfringens de type A provenant de troupeaux affectés par I’EN au
niveau de la région de Tiaret. De ce fait, notre étude a pour objectif d’évaluer,in vitro,
l'activité antibactérienne de 1’huile essentielle de Nigella sativa vis-a-visdu C. perfringens de

type A responsable d’EN chez le poulet de chair.
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Chapitre I: Nigella sativa Linn

Chapitrel : Nigellasatival.inn

1. Morphologie de la plante

Nigella sativa est une plante a fleurs annuelle qui peut atteindre 20-90 cm de hauteur,
avec des feuilles finement divisées et des segments foliaires étroitement linéaires a filiformes.
Les fleurs sont délicates et généralement colorées en blanc, jaune, rose, bleu pale ou violet
pale, avec 5-10 pétales. Le fruit est une grande capsule gonflée composée de 3-7 follicules

unis, contenant chacun de nombreuses graines (Goreja, 2003 ; Warrier etal.,2004).

Figure 1.Photos présentant la fleur et les graines de Nigella sativa.

2. Caractéristiques des graines et de la poudre

Macroscopiquement, les graines sont petites, triangulaires, anguleuses, d’une taille de
2-3,5 mm sur 1-2 mm, noires a l'extérieur et blanches a l'intérieur, odeur légérement
aromatique et golit amer. Au microscope, la coupe transversale de la graine montre un
épiderme a une seule couche composé de cellules elliptiques a parois épaisses, recouvertes a
l'extérieur par une cuticule papilleuse et remplies de contenu brun foncé. L'endosperme est

constitué¢ de cellules a parois minces, rectangulaires ou polygonales, principalement remplies
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de globules dhuile. La poudre des graines montre, au microscope, des cellules

parenchymateuses et des globules d'huile noir brunatre (Khare, 2004 ; Warrieretal., 2004).

3. Composition chimique des graines

De nombreux composés actifs ont été isolés, identifiés et signalés jusqu'a présent dans
différentes variétés de graines noires. Les composés actifs les plus importants sont la
thymoquinone (30% - 48%), la thymohydroquinone, la dithymoquinone, le p-cyméne (7% -
15%), le carvacrol (6% -12%), le 4-terpinéol (2% -7%), t-anéthol (1% -4%), sesquiterpeéne
longifoléne (1% -8%) a-pinéne et thymol etc. Les graines noires contiennent également
d'autres composés en quantités infimes. Les graines contiennent deux types différents
d'alcaloides; c'est-a-dire les alcaloides d'isoquinoléine, par exemple : la nigellicimine et la
nigellicimine N-oxyde, et les alcaloides pyrazoliques ou les alcaloides portant un cycle
indazole qui comprennent la nigellidine et la nigellicine. De plus, les graines de Nigella sativa
contiennent également de l'alpha-hédérine, un triterpéne pentacycliques soluble dans 1'eau et

de la saponine, un agent anticancéreux potenticl(Ahmaderal., 2013).

Certains autres composés, par exemple carvone, limonene, citronellol ont également
été trouvés en quantités infimes. La plupart des propriétés pharmacologiques de Nigella sativa
sont principalement attribuées aux constituants de la quinine, dont la TQ est la plus
abondante. Au stockage, la TQ produit de la dithymoquinone et des produits
d'oligocondensation supérieurs. Les graines de Nigella sativa contiennent des protéines
(26,7%), des graisses (28,5%), des glucides (24,9%), des fibres brutes (8,4%) et des cendres
totales (4,8%). Les graines contiennent ¢galement une bonne quantité de diverses vitamines et
minéraux comme Cu, P, Zn et Fe etc. Les graines contiennent du caroténe qui est converti par
le foie en vitamine A. Les racines et les pousses contiennent de I'acide vanillique (Ahmad

etal., 2013).
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Les graines peuvent contenir de [’huile grasse riche en acides gras insaturés,
principalement l'acide linoléique (50-60%), l'acide oléique (20%), l'acide eicodadiénoique
(3%) et l'acide dihomolinolénique (10%). Les acides gras saturés (palmitique, acide stéarique)
représentent environ 30% ou moins. L'o-sitostérol est un stérol majeur, qui représente
respectivement 44% et 54% du total des stérols dans les variétés tunisiennes et iraniennes
d'huiles de graines noires, suivi du stigmastérol (6,57-20,92% du total des stérols)(Cheikh-

Rouhouetal., 2008).

4. Utilisations traditionnelles des graines

Nigella sativa est traditionnellement utilisée pour le traitement de divers troubles,
maladies et affections du systéme respiratoire, du tube digestif, de la fonction rénale et
hépatique, du systéme cardio-vasculaire et du systéme immunitaire. Elle est aussi utilisée pour

le bien-étre général (Goreja, 2003 ; Sharmaetal., 2005).

Avicenne a fait référence aux graines noires dans le «Canon de la médecine», car les
graines stimulent I'énergie du corps et aident a se remettre de la fatigue et du découragement.
Les graines noires et leur huile ont une longue histoire dans la civilisation indienne et arabe
comme nourriture et médecine (Warrieretal., 2004 ; Yarnell et Abascal, 2011).Les graines
ont été traditionnellement utilisées dans les pays d'Asie du Sud-Est et du Moyen-Orient pour
le traitement de plusieurs maladies et affections, notamment I'asthme, la bronchite, les
rhumatismes et les maladies inflammatoires. Ses nombreuses utilisations ont valu a Nigella
sativa I’approbation arabe «Habbatul barakas», ce qui signifie la graine de la bénédiction. Une
teinture préparée a partir des graines est utile dans I'indigestion, la perte d'appétit, la diarrhée,
I'hydropisie, 1'aménorrhée et la dysménorrhée et dans le traitement des vers et des éruptions

cutanées. Extérieurement, I'huile est utilisée comme antiseptique et anesthésique local. Des
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graines noires grillées sont données par voie orale pour arréter les vomissements

(Warrieretal., 2004 ; Sharma etal., 2005 ; Yarnell et Abascal, 2011 ; Padhyeetal., 2008).

5. Activités pharmacologiques de Nigella sativa
5.1 Activité antibactérienne

Les différents extraits des graines de Nigella sativa présentent un large spectre d'inhibition
vis-a-vis de nombreuses souches bactériennes. L’activité antimicrobienne de différents
extraits bruts de Nigella sativa a été testée sur différents isolats bactériens dont 16 isolats a
Gram négatif et 6 isolats a Gram positif. Ces derniers ont montré de multiples résistances
contre les antibiotiques, spécialement les Gram négatifs. Les extraits bruts de Nigella sativa
ont montré un effet prometteur contre certains organismes. Les extraits les plus efficaces
¢taient les alcaloides bruts et les extraits aqueux. Les isolats a Gram négatif ont présenté plus
de sensibilité par rapport a ceux a Gram positif (Morsi, 2000). Hannan etal. (2008)ont étudi¢
l'activité antibactérienne de Nigella sativa sur des isolats cliniques de Staphylococcus aureus
résistants a la méticilline, et ont constaté que toutes les souches testées étaient sensibles a
I'extrait éthanolique de Nigella sativa a une concentration de 4 mg/disque avec une

concentration minimale inhibitrice de 0,2 a 0,5 mg/ml.

5.2. Activité antifongique

Plusieurs recherches ont rapporté que les extraits méthanoliques de Nigella sativa
possedent un effet antifongique supérieur a celui des extraits chloroformiques contre
différentes souches de Candida albicans, alors que les extraits aqueux ne possédent aucune
activité¢ antifongique(Ahmad etal., 2013).De plus, dans une étude effectuée par Khan
etal.(2003),un inoculum intraveineux de Candida albicans a produit des colonies au niveau
du foie, la rate et les reins. Le traitement des souris avec l'extrait de plante de Nigella sativa

24 h apres l'inoculation a provoqué un effet inhibiteur considérable sur la croissance de ce
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champignon dans tous les organes étudi¢s. L’huile fixe de cette graine présente aussi une
excellente activité antifongique sur Aspergillus Niger. Par ailleurs, la TQ exerce une activité

inhibitrice sur huit espéces de dermatophytes (Aliouat et Boulkelia, 2014).

5.3. Activité antioxydante

Plusieurs études in vitro se sont intéressées a l'activité antioxydante de I'huile essentielle de
nigelle. Ses monoterpenes (TQ, carvacrol, t-anéthol et 4 terpinéols) possédent une activité
anti-radicalaire qui peut étre mise en évidence par divers procédés. En effet, les extraits
¢thanolique et aqueux ont retardé 1’oxydation des triglycérides de 1’huile de mais a 100°C, la
capacité antioxydante des extraits éthanoliques était supérieur aux extraits aqueux. L’activité
antioxydante de I’extrait éthanolique est comparable a celle de la tert-butylhydroquinone [2 -
(1,1-diméthyléthyl) -1,4-benzeénediol], un antioxydant utilisé dans les cosmétiques, et utilisé

comme conservateur des acides gras insaturés dans I’alimentation (Atta et Imaizumi, 1998).

En 2000, Burits et Bucar se sont intéressés a I’activité antioxydante de 1’huile volatile.
Ils ont mis en évidence une activité anti-radicalaire de la TQ, du carvacrol, du t-anéthol et du
4- terpinéols. Ils ont neutralisé les radicaux hydroxyles dans la peroxydation lipidique non

enzymatique (Buritset Bucar, 2000).

5.4. Activité anti-inflammatoire

Plusieurs travaux ont rapporté que la TQ est le principe actif essentiel responsable de
I’effet anti-inflammatoire des extraits de Nigella sativa; la TQ s'est avérée étre un puissant
inhibiteur de la thromboxane B2 et des leucotrienes B4 par 1’inhibition respective des cyclo-
oxygénase et lipo-oxygénase (E1-Dakhakhny etal., 2002; Hajhashemi etal., 2004). C’est un
inhibiteur efficace de la production des leucotriénes par 1’inhibition de la leucotriéne-C4-
synthase (LT4 synthase) (Mansour et Tornhamre, 2004).En 2002, E1 Mahmoudy etal.Ont

démontré que la TQ inhibe la production de NO par la réduction de 1’expression de I’ARNm




Chapitre I: Nigella sativa Linn

du NOS.En 2007, El Gazzar etal.,ont rapporté que la TQ empéche la production de cytokines
pro-inflammatoires induit par LPS en bloquant l'expression de facteur de transcription de
GATA et l'attache d'instigateur. Le composé¢ empéche la production d’I1-5 induit par LPS et
I’expression de I’ARNm de I’Il-13 et la traduction. Cependant, I’activité de I’huile fixe sur les
cyclo-oxygénases et lipo-oxygénases est plus importante que la TQ elle-méme; 1’activité anti-
inflammatoire n’est pas donc entierement due a la présence de la TQ. Des acides gras

insaturés de type C20:2 semblent étre impliqués (Houghton etal., 1995 ; Gilani etal., 2004).

5.5. Activité anticancéreuse

Plusieurs auteurs ont étudié I'éventuelle activité anti tumorale d'extraits ou de
composés purs issus des graines de Nigella sativa. En 1991, Salomi etal.,ont montré qu'un
extrait méthanolique brut, préparé a partir des graines de cette plante, présente une importante
action cytotoxique sur le carcinome ascitique d'Ehrlich et sur le lymphome ascitique de
Dalton tout en exercant une cytotoxicité minimale vis-a-vis des lymphocytes normaux. Les
graines de Nigella sativa ou ses constituants présentent une action préventive des cancers
et/ou réductrice de la cytotoxicité des médicaments antinéoplasiques usuels. En effet, la TQ
exerce, in vitro et in vivo, un effet inhibiteur de la carcinogenese de l'estomac et du
fibrosarcome induit par le 20-méthylcholanthréne chez la souris (Badary etal., 1999 ;

Badary et Gamal, 2001).

Par ailleurs, 1'a-hédérine et la TQ exercent d'importantes propri€tés anti tumorales vis-
a-vis du carcinome du poumon, carcinome €pidermoide du larynx, adénocarcinome du colon
et le carcinome du pancréas, d’une manicere dose et temps dépendante (Rooneyet Ryan,

2005).

5.6. Activité sur le systéme immunitaire

10



Chapitre I: Nigella sativa Linn

Pour la premicre fois en 1987, I’effet de Nigella sativa sur la réponse immunitaire a
été évalué chez des sujets humains volontaires. L’administration de capsules renfermant la
poudre de Nigella sativa a entrainé, apres cinq semaines de traitement, une augmentation de la
population LTh(CD4) et a contribué¢ a 1’amélioration du rapport cellules T helper/cellules T
suppresseurs (CD4/CD8). Par ailleurs, Nigella sativa augmente de 30% 1’activité des cellules
tueuses NK (El-Kadi et Kandil, 1987).Une autre étude a montré que I’extrait aqueux de
Nigella sativa stimule la réponse lymphocytaire et la production des IL-3 et IL-1PB, cela
entraine une stimulation de 1’activité phagocytaire des leucocytes polynucléaires et

macrophages (Haqetal., 1995).

5.7. Activité sur le systéme gastro-intestinal

Les graines de Nigella sativa sont largement utilisées dans la médecine traditionnelle
pour le traitement des désordres gastro-intestinaux. L’extrait aqueux des graines réduit de
36% l’indice d’ulcere induit par 1’acide acetyl salicylique (aspirine) et diminue ’activité

peptique et la production d’acide chez le rat (Ghedira, 2006).

Il a ét¢ démontré que I’administration de 1’huile fixe a raison de 0.88g/kg/; pendant
deux semaines augmente la mucine gastrique et le contenu en glutathion et diminue le taux de
I’histamine, sans affecter ’acidité libre et le suc gastrique (EI-Dakhakhny etal., 2000). Cette
huile ainsi que la TQ protégent contre les Iésions gastriques, induites par le processus
d’ischémie-reperfusion, grace a leur pouvoir anti-radicalaire (ElI-Abhar etal., 2003).L’extrait
alcoolique des graines de Nigella sativa présente également une activité antiulcéreuse qui a

été attribuée aux flavonoides qu’il contient (Rajkapooretzal., 2002).
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Chapitre 11 : Clostridiumperfringens

1. Caractéristiques générales de la bactérie

C. perfringens connu auparavant sous le nom de C. welchii, a été découverte pour la
premicre fois par Welch et Flexner en 1891 (Welch et Flexner, 1896). Au milieu des années
1900, la bactérie avait été impliquée dans certaines maladies gastro-intestinales humaines.
Des ¢épidémies d'EN ont été rapportées dans le nord-est de I'Allemagne dans les années qui
ont suivi la Seconde Guerre mondiale, cette maladie entérique chez I'homme a été
soigneusement étudiée et C. perfringens a été identifié comme agent pathogene (Zeissler et
Rassfeld-Sternberg, 1949; Murrell etal, 1966; Johnson et Gerding, 1997). Chez les
animaux plusieurs maladies entériques du bétail (moutons, bovins, chévres et chevaux), ainsi
que l'entérite nécrotique chez les volailles ont été attribuées a C. perfringens(Niilo, 1980;

Quinn etal., 1994; Songer, 1997).

C. perfringens est une bactérie a Gram-positif, large en forme de batonnet (1-1.5 um
de diametre), a extrémité carré, immobile, a métabolisme anaérobie strict mais elle est
tolérante dans les milieux microaérophiles, elle possede la capacité de former des spores, cette
caractéristique lui confeére une plus grande résistance. (Wells et Wilkins, 1996; Morris et
Fernandez-Miyakawa, 2009). Elle est trés ubiquitaire largement répandue dans tout
I’environnement (sol, sédiments, eaux d’égout, lisiers, cadavres, poussieres, surface des
végétaux, etc.). Elle peut aussi étre retrouvée dans la flore microbienne intestinale des
humains et des animaux, Mais son nombre dans le contenu digestif est faible (Wells et
Wilkins, 1996). C. perfringens est un contaminant fréquent des produits alimentaires,
notamment ceux d’origine animale. Ces produits peuvent étre contaminés soit lors de la phase

d’éviscération a I’abattoir, soit a partir de 1’environnement souillé (plan de travail, contact
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avec aliments souillés, poussiéres, etc.) (Nowell etal., 2010), causant ainsi des toxi-infections

alimentaires (Wells et Wilkins, 1996).

2. Identification et classification

C. perfringens est une bactérie mésophile, sa croissance optimale s’effectue a des
températures variant entre 25 — 40°C, nécessitant des milieux complexes a base de peptone et
riches en hydrates de carbone, car la bactérie les fermente pour produire du dioxyde de
carbone et de I’hydrogeéne (Morris et Fernandez-Miyakawa, 2009). Cela est essentiel pour
maintenir un environnement anaérobique. Son développement est parmi celle des bactéries se
divisant le plus rapidement, avec un temps de génération d’aussi peu que 8 a 20 minutes dans
des conditions optimales (Lindstrom etal.,, 2011). C’est une bactérie glucidolytique
(acidification notamment du glucose, lactose, et maltose) et protéolytique. Son isolement
nécessite une premicre inoculation dans un milieu d’enrichissement et une incubation dans un
environnement anaérobique pendant 18 - 24h a 37°C. Parmi les milieux d’enrichissement les
plus communément utilisés, il y a le cooked meat medium, le brain heart infusion et le
tryptone glucose yeast(Fernandez-Miyakawa etal., 2007). Ensuite une inoculation dans des
géloses sélectives telles que le TSN ou le TSC, suivie d’une incubation en anaérobiose
pendant 18 - 24 h a 37°C, ces milieux de culture contiennent un critére de différenciation
(sulfite de sodium) qui mis en évidence les micro-organismes sulfito-reducteurs qui réduisent
le sulfite de sodium en sulfure, provoquant avec le citrate ferrique un précipité noir de sulfure
de fer autour des colonies (Harmon, 1984). Les géloses d’agar avec 5% de sang sont aussi
utilisées. Les colonies de C. perfringens produisent une hémolyse o et une hémolyse B, soit

une double hémolyse caractéristique permettant de les identifier (Cruickshank et al., 1975).

C. perfringens est responsable de la synthese et la sécrétion de plus de 17 différentes

toxines. Les souches de C. perfringens sont habituellement classées en 5 toxinotypes A, B, C,
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D et E en fonction de leurs capacités a produire des toxines possédant une activité létale
majeure alpha (a), beta (f), epsilon (&) et iota (i) (Uzal etal., 2014). Cette méthode de
classification fut développée en 1931 a partir de tests effectués sur des souris, et est basée sur
le pouvoir de létalité du surnageant de cultures pures de chacun des toxinotypes, ainsi que sur
la capacité de séroprotection d’anticorps neutralisants isolés de ce méme surnageant (Songer,
1996; petit etal., 1999). Le C. perfringensde type A est reconnu pour produire la toxine alpha.
Le type B produit quant a lui les toxines alpha, béta et epsilon, seules les toxines alpha et béta
sont produites par les bactéries de type C, tandis que les toxines alpha et epsilon sont
associées au type D. La production des toxines alpha et iota caractérise le type E (Tabl 1)

(Songer, 1996).

Tableau 1 :Classification des toxinotypes de C. perfringens selon les toxines majeures

produites.
Toxines
Toxinotype A B £ :
A + - - -
B + + + -
C + + - -
D + - + -
E + - - +

Suite a la différence des toxines secrétées, les toxinotypes peuvent engendrés plusieurs
maladies et infectés différentes especes, L’EN chez le poulet est causée principalement par le
type A produisant la toxine alpha et parfois le type C produisant la toxine alpha et la toxine

beta (Enstrom etal., 2003).
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Chapitrelll: L’entérite nécrotique chez le poulet

1. Etiologie

L’EN est une maladie dont le nom vient du fait que la bactérie provoque, dans les
stades les plus avancés de I’infection, une nécrose extensive des villosités intestinales. Cette
maladie a été découverte pour la premicre fois par Bennetts en 1930 en Australie, puis décrite
par Parish en 1961 en Angleterre (Williams, 2005; Martin efal., 2009), I’agent causal est C.
perfringens de type A produisant la toxine alpha et parfois le type C produisant la toxine
alpha et la toxine beta (Engtrom etal., 2003), I’EN n’occupait pas une place prédominante
parmi les maladies d’importance chez la volaille (Williams, 2005), et cela suite a I'utilisation
des antibiotiques a faible dose dans 1’alimentation des poulets. Ce n’est qu’aprés 1997, qu’une
recrudescence de cette maladie au sein des élevages a été observée, suite au retrait des
promoteurs de croissance dans plusieurs pays (Cooper et Songer, 2009). Des experts ont
estimé que les couts attribués au traitement et a la prévention de la maladie sont de pres de 2.6
milliards de dollars US chaque année surtout sous sa forme sub-clinique qui passe inapergue
pour les ¢éleveurs (Keyburn efal., 2010a), les pertes de production associées a cette forme
sont principalement dues a une diminution de la conversion alimentaire ainsi qu’aux retards
de croissance provoqués par la destruction de la muqueuse intestinale par C. perfringens, qui
se traduit par une altération de la fonction digestive, cette forme est rencontrée a différents
ages, mais elle se manifeste le plus souvent chez les sujets atteignant trois semaines d’ages

(Keyburn etal., 2010a).
2. Epidémiologie

La maladie a été rapportée dans plusieurs pays, incluant Royaume-uni (Parish, 1961),
Australie (Nairn et Bamford, 1967), Canada (Helmbold et Bryant, 1971; Long, 1973) et

France (Casewell etal., 2003), Les données épidémiologiques sur l'incidence de I’EN sont
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limitées, bien que beaucoup d’investigations ont révélé que I’EN était une maladie commune
dans le monde (Van der Sluis, 2000).Kalender et Ertas (2005) ont pu détecter le C.
perfringens dans 5% des échantillons intestinaux prélevés sur des poulets de chair agés de 45j
provenant de huit troupeaux dans un abattoir en Turquie, une enquéte menée par Hermans et
Morgan (2007) sur 857 fermes au Royaume-Uni a révélé des cas d’EN dans au moins un
troupeau en 2006, D'autres investigations menées par Tschirdewahn etal. (1991); Miwa etal.
(1997) et Craven et al. (2001) ont rapporté¢ que C. perfringens avait été¢ isolé avec une

prévalence de 75 a 95%.

La maladie peut se produire plus d'une fois par an dans une ferme. Au Canada, elle
apparait principalement en juillet, aolt, septembre et octobre (Long, 1973), tandis qu’au
Royaume-Uni une fréquence d’apparition d’EN plus élevée en hiver a été enregistrée
(Hermans et Morgan, 2007). La Norvege a présenté une fréquence similaire au Royaume-
Uni avec une incidence maximale pendant I'hiver et une incidence plus faible pendant la
saison plus chaude (Kaldhusdal et Skjerve, 1996; Hermans et Morgan, 2007). Il est
généralement reconnu que la maladie n'est pas saisonnieére, bien que les divergences
d'apparition entre différentes latitudes qui semblent contredire ceci soient encore

inexpliquées.

3. Source de contamination

C. perfringens est un micro-organisme répandu dans I’environnement des poulets et sa
capacité a sporuler lui permet de persister. Il peut se retrouver dans le sol autour des fermes,
poussiere, la litiere, 1’alimentation, ’eau, et méme dans la flore digestive normale des
humains et des animaux (Craven etal, 2001; Miyamoto etal., 2011). Dans une étude au
Brésil, il a été retrouvé a raison de 42% et 30% dans des échantillons d’alimentation et d’eau

respectivement (Schocken-Iturrino etal, 2009).C. perfringens est 1'un des premiers
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colonisateurs de I’intestin des poussins, avec E.coli. Des chercheurs ont rapporté méme
qu’une transmission verticale a partir de la meére est possible, et les poussins pourraient éclore
en ayant un tractus digestif déja colonisé (Shane etal., 1984; Williams, 2005). Le couvoir
représente aussi une source de contamination considérable pour les poussins, C. perfringens a
été isolé a partir de fragments de coquille d’ceuf destinés a I’incubation, de duvet des poussins
peu apres I’éclosion, ainsi que du papier envoyé aux fermes pour y déposer de 1’alimentation
au sol (Craven etal., 2001; Craven et al., 2003). Plus encore, C. perfringens a été isolé dans
des abattoirs de volaille, et les méme ribotybes ont été¢ détectés dans une méme chaine de
production suggérant ainsi une transmission des souches entre les différents milieux de
production (Craven etal., 2003). 1l a été aussi montré que la bactérie pouvait étre présente
dans la viande de poulet en vente au détail, Nowell ezal. (2010) ont pu I’isoler dans 66% des
carcasses ¢échantillonnées. Selon Dhillon ezal. (2004), les mouches peuvent représenter une
source possible de contamination pour les poules pondeuses. Des mouches mortes ont été
trouvées dans les chaines d'alimentation et dans les voies intestinales des oiseaux morts, et
I’examen bactériologique a révélé la présence des isolats de C. perfringens. Ainsi, les
mouches peuvent étre des porteurs de C. perfringens, ce qui entraine une contamination des

aliments ou une inoculation directe par les oiseaux.

4. Pathogénie

Malgré I’importance de I’EN du point de vue clinique et économique sur la production
des volailles, la pathogénie de C. perfringens et de sa maladie associée n'est pas encore
enticrement comprise (Van Immerseel ezal., 2009; Timbermont etal., 2009). Le jéjunum est
le site de prédilection de C. perfringens(Arbuckle, 1972), bien qu'il soit normalement présent
dans le tractus intestinal des poulets sains (Smith, 1965; Van Immerseel etal., 2009).

Cependant, I’apparition de la maladie peut impliquer un certain nombre de facteurs

17



Chapitre III : L’entérite nécrotique chez le poulet

prédisposant différents (coccidies, composition de la dicte, facteurs immunosuppresseurs). On
pense qu'un événement clé dans la pathogénie de I’EN est associ¢ a l'adhésion de
C. perfringens aux villosités intestinales, car une fois qu'il a été attaché, il commence a
proliférer et a produire les toxines qui induisent la nécrose intestinale (Alsheikhly et
Truscott, 1977a; Alsheikhly et Truscott, 1977b; Cooper etsonger, 2009). Selon
Timbermont efal. (2011) qui ont bien résumé la pathogénie de la maladie. Premiérement,
I’infection se traduit par la mort des entérocytes, ce qui entraine une destruction de I’intégrité
cellulaire de la muqueuse intestinale, conduisant ainsi a une fuite du contenu cytoplasmique
riche en protéines dans la lumicre intestinale, permettant a la bactérie d’avoir un substrat
adéquat pour sa croissance. Parmi les principales causes associées a la mort d’entérocytes est
la coccidiose, une infection parasitaire due a Eimeria spp. La coccidiose intestinale entraine
des dommages aux cellules épithéliales associés a une surproduction de mucus par les cellules
a gobelets. Ceci fournit une source de nutriments supplémentaire a C. perfringens. Ces deux
effets permettent a la bactérie d’obtenir un milieu favorable a sa multiplication (Timbermont
etal., 2011). Timbermont etal., 2014 ont démontré que certaines souches virulentes de C.
perfringens pendant leur phase de multiplication, inhibent la croissance des autres souches
grace a la production de bactériocines. Ainsi, I’examen par PFGE ou par MLST des souches
isolées des cas d’EN d’un méme élevage a révélé peu de variation entre ces derniers
(Nauerby etal., 2003; Gholamiandekhordi etal., 2006; Chalmers etal., 2008). Ensuite, les
souches virulentes pourraient s’attacher a 1’épithélium intestinal en s’adhérant a des molécules
de la matrice extracellulaire des cellules comme le collagéne de type III ou IV ainsi qu’au
fibrinogéne (Timbermont etal.,2011). Finalement, la sécrétion de toxines létales pour les
entérocytes produit des dommages intestinaux qui commencent en portion basolatérale des
entérocytes pour ensuite se disséminer a toute la lamina propria (Timbermontet al., 2011). 11

en résulte une nécrose intestinale massive.
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5. Signes cliniques

Les signes cliniques associés a 'EN sont peu discriminants ce qui rend l'identification
de la maladie ardue. Les oiseaux sont généralement atteints par la maladie dans les élevages
de poulets de chair entre deux et six semaines d’age (Opengart, 2008), mais la maladie peut
aussi étre observée chez des oiseaux agés de plus de six mois. Des cas ont été rapportés chez
des poules pondeuses de 3 a 6 mois €levées au sol, des poules pondeuses de remplacement
¢levées en cage de 12 a 16 semaines et chez des poules pondeuses en cage en phase de

production (Opengart, 2008).

La forme aigue de la maladie se traduit par de 1’abattement, la déshydratation des
oiseaux, des plumes ébouriffées, une diarrhée liquide et brunatre, ainsi qu’une diminution de
la consommation alimentaire. Ces signes sont généralement de trés courte durée et préceédent
souvent la mort de 1’oiseau (Opengart, 2008; Shojadoost et al., 2012; Cooper etal., 2013).
Dans la forme suraigué, aucun signe clinique n’est observé et les oiseaux sont tout
simplement retrouvés morts au sol. La mort des oiseaux peut survenir en 1 ou 2 h et la
mortalité totale du troupeau peut atteindre 50% (Timbermont etal., 2011). Le probleme
majeur li¢ a PEN est sa forme sub-clinique qui se caractérise par une mauvaise conversion
alimentaire, il en résulte une diminution du gain de poids et/ou une perte de poids chez les
poulets de chair, ainsi qu’une possible augmentation des condamnations a 1’abattoir, surtout a
cause d’une augmentation des cas d’hépatites associés a C. perfringens(Lovland et

Kaldhusdal, 2001).

6. Lésions macroscopiques

Les changements caractéristiques observés liés a des cas d’EN lors de la nécropsie
reposent sur la présence des lésions entériques nécrotiques et hémorragiques de la muqueuse

intestinale (Brennan et al., 2001). Dans la forme classique de ’EN, I’intestin présente une

B —————————
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odeur nauséabonde avec des parois minces et friables et souvent distendus par du gaz, les
Iésions peuvent €tre réparties tout au long de 1’intestin, les portions majoritairement atteintes
sont le duodénum, jéjunum, iléon et a moindre degré les caeca (Opengart, 2008;
Timbermont etal., 2011). Un agglomérat composé de tissus intestinaux nécrosés et de débris
cellulaires forme a la surface de la muqueuse une pseudomembrane dont la couleur varie du
gris brun au jaune brun nommée membrane diphtérique qui est une lésion caractéristique des
cas d’EN de terrain, mais elle n’est pas rapportée dans la littérature lors d’infection
expérimentale. Alors que des 1ésions focales a multifocales de zones nécrotiques de taille
variable, localisées a coalescentes, ont été décrites lors d’infection expérimentale (Keyburn
etal., 2013a; Keyburn etal., 2013b). Dans la forme sub-clinique, on observe essentiellement
une baisse des performances dans les élevages qui peut étre associée a une hépatite ou une
cholangiohépatite se traduisant par un foie qui devient plus gros, ferme et verdatre avec
apparition de foyers pales multifocaux disséminés dans le parenchyme hépatique (Lovland et

Kaldhusdal, 2001; Van Immerseel ef al., 2004).

7. Diagnostic

Un diagnostic de I’EN devrait étre basé sur plusieurs critéres, et il n'y a pas un seul test
ou examen qui peut confirmer ce diagnostic (Cooper etal., 2013). Lors de I'examen post-
mortem, les 1€sions de nécrose focales, multifocales ou diffuses affectant l'intestin gréle et
parfois le caecum sont trés suggestifs de I’EN. Cependant, ces lésions ne sont pas
pathognomoniques pour cette maladie, et un diagnostic final ne peut pas étre basé sur
observation seulement de ces dernieres. L'histologie est également utile pour établir un
diagnostic présomptif de I’EN, mais comme c'est le cas avec des 1€sions macroscopiques, il ne
peut pas étre utilis€ pour établir un diagnostic final. Cependant, I'histologie est

particuliérement utile pour exclure d'autres conditions telles que la coccidiose (Ficken
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etal.,1997). L'isolement de C. perfringens de type A a partir du tractus intestinal peut
également étre utile pour établir un diagnostic de I’EN, bien que c’est rare ou ce micro-
organisme n'est pas isol¢ de ce dernier. C. perfringens peut étre isolé sur gélose TSC et doit
étre incubé en anaérobiose pendant 24 a 48 h a 37 °C. Les colonies auront une apparence
noire (Gharaibeh etal.,2010). Ce micro-organisme peut également étre isolé sur plusieurs
autres milieux anaérobiques classiques, tel que le bouillon de Thioglycollate, la gélose au
sang et d'autres. Cependant, parce que C. perfringens de type A est présent dans presque tous
les oiseaux sains, son isolement n'est pas diagnostique pour I’EN. En outre, la découverte de
toxines autres que la toxine a qui peut produire I’EN, oblige a revoir la question de
l'utilisation de la détection de C. perfringensde type A seule pour le diagnostic de I’EN. Dans
des recherches plus récentes, la détection du géne netB est importante car la toxine NetB
reliée a ce gene peut induire I’EN sans que le géne cpa soit présent (Keyburn et al., 2006;
Keyburn etal., 2008). Par contre, certaines souches de C. perfringens ne possédant pas le
gene netB ont aussi la capacité d’induire des 1ésions d’EN (Cooper et Songer, 2010). Donc,
la détection du geéne netB dans les souches de C. perfringens isolées de cas d’EN n’est pas un

diagnostic complétement fiable.

8. Traitement

Plusieurs classes d’antibiotiques sont efficaces contre les bactéries a Gram-positif
comme C. perfringens, dont les pénicillines, les céphalosporines, la vancomycine, les
tétracyclines, les macrolides, le chloramphénicol, les sulfamides et le triméthoprime. Un
épisode classique d’entérite nécrotique clinique est traité efficacement par plusieurs
antibiotiques. Parmi les antibiotiqu?es utilisés dans 1’eau de boisson, il y a la lincomycine, la

bacitracine, 1’oxytétracycline, la pénicilline et la tylosine (Eric Parent, 2015).
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Matériel et méthode

1.0bjectif
L’objectif de notre étude est d’évaluer, in vitro,I'activité antibactérienne de 1’huile essentielle

de Nigellasativa vis-a-vis duC. perfringensde type A responsable d’EN chez le poulet de

chair.

Notre étude se divise en deux parties :

e Extraction de I’huile essentielle de Nigellasativa.
e Evaluationde ’activité antibactérienne de I’huile essentielle de Nigellasativasurle C.

perfringens de type A.

2. Lieu et période de travail

La premicere partie du travail a été effectuée au niveau du laboratoire de biochimie, Institut des
Sciences Vétérinaires, Tiaret, et la deuxiéme partie a été programmeée au niveau du laboratoire
d’hygiéne et pathologie animale, Institut des Sciences Vétérinaires, Tiaret. Durant une période

de deux moins (1Mars au 15 Mars 2020).

3. Matériel

3.1. Matériel végétal

Les graines de Nigella sativa utilisées dans cette étude (Fig.2) se trouvent sur le
marché tout au long de l'année, elles ont été achetées chez une herboristerie située a Tiaret.
Ces graines ont d’abord été séchées pendant 15 j a I’air libre, a 1’abri de la lumiére et de

I’humidité. Ensuite, elles ont été nettoyées et broyées.
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Figure2. Graines de Nigellasativa.

3.2. Matériel de laboratoire

Le matériel utilisé au niveau de laboratoire est présenté dans le tableau suivant :

Tableau2. Verreries et appareillage. (Annexe)

Verreries et autres Appareillage

Ballon 500ml, Ampoule a décantation, Autoclave (Sanoclav)

Béchers, Boites de Pétri, Flacons, Agitateur (Stuart)
Micropipette, Papiers Wattman, Pipettes de Balance (Sartorius)
Pasteur, Pince, Tubes a essais, Verre de Spectrophotometre (Novaspecll)
montre, Pissette, Eprouvette, Eau de javel Vortex (Techno kartel)
Alcool

Incubateur (Memmert)
Stérilisateur (Heraeus)

Réfrigérateur (Condor)

Jar d’anaérobiose (Oxoid)

3.3. Souche bactérienne testée

Pour évaluer I’activité antibactérienne de I’huile essentielle de Nigella sativasur le C.
perfingens, nous avons utilisé une souche toxigene de C. perfringensde type Aisolée a partir

de cas d’EN du terrain chez le poulet de chair fournis par Dr Merati Rachid(Merati etal.,
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2017). La souche est conservée sous forme lyophilisée (Fig.3), et stockées a + 4°C au

laboratoire d’hygiéne et pathologie animale, Institut des Sciences Vétérinaires, Tiaret.

Figure 3. La souche toxigene de C. perfringensde type A sous forme lyophilisée.
4. Méthodes
4.1. Protocole expérimental

Le protocole expérimental utilisé dans ce travail est représenté comme suite :

Préparation des graines de
Nigellasativa.

v

N ) - )
Revivification de la souche de C. Extraction de 1’huile essentielle
perfringens. par hydrodistilation.
J
v I
~N , L. yr -
Ensemencement de la souche sur Recgper ation (%e I hu1.le
milieu gélosé essentielle par décantation.

g v
Préparation des }

‘ [ dilutions par DMSO.
v

Evaluer I’activité antimicrobienne par la
méthode de diffusion en milieu gélosé.

Figure 4. Protocole expérimental.
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4.2 .Extraction de I’huile essentielle

4.2.1. Hydrodistillation

L’hydrodistillation est un mode d’extraction qui a été proposé par Garnier en 1891,
c’est la méthode la plus utilisée pour extraire les huiles essentielles et pouvoir les séparer a

I’état pur mais aussi de fournir de meilleurs rendements (Bruneton, 1999).

Le procédé consiste & immerger la matiére premiere végétale dans un ballon rempli
d'eau distillée placé sur une source de chaleur. Le tout est ensuite port¢ a ébullition. La
chaleur permet I’éclatement des cellules végétales et la libération des molécules odorantes qui
y sont contenues. Cette opération est réalisée grace a un montage nommé: Hydrodistillateur

(Fig.5).

4.2.2. Description de I’extraction de I’huile essentielle

Une masse végétale de 200 a 400 gest placé dans un ballon en verre pyrex,
additionnée de 600 ml d’eau distillée. L’ensemble est porté a ébullition, lors de 1’apparition de
la premiére goutte du distillat a la sortie du tube de condensation de la vapeur (on attend
lheure et 30 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 appropri¢é en position
horizontale inclinée légérement pour faciliterl'écoulement du distillat. Aprés un
maximumd’extraction d’huile essentielle, la partie huileuse flottante est récupérée grace a une
ampoule a décanter puis déshydratée sur du sulfate de magnésium (MgSO4). En fin, ’huile
essentielle estpesée pour le calcul du rendement, et conservée ensuite a 4 °C dans un flacon

sombre afin de la préserver de lalumiére et de la chaleur (Bayala,2014).
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4.2.3. Détermination du rendement d’extraction

Le rendement est calculé selon la norme AFNOR(1986) qui dit que le rendement en
huile essentielle (Rd), est défini comme étant le rapport entre la masse de I’huile essentielle
obtenue apres extraction (M') et la masse de la matiere végétale utilisée (M). Il est donné par

la formule suivante :

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 séche utilisée en gramme (g).

FigureS.L appareil utilisé pour I’extraction de ’huile essentielle par hydrodistillation.

4.3. Préparation des dilutions a tester de I’huile essentielle de Nigellasativa

Pour tester I’activité antibactérienne del’huile essentielle, on doit d’abord procéder a
sa solubilisation dans dusulfoxyde de diméthyle (DMSO). Une solution mere del’huile
essentielles est préparée en utilisant du DMSO dissous dans de I'eau distillée stérile (1/9, v/v),

a partir de laquelle on prépare des solutions finales par double dilution.
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Les différentes solutions a testersont préparées a partir de la solution meére par dilution
en série 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).
4.4. Préparation de la souche bactérienne

Pour la revivification, la souche de C. perfringens a étéensemencée dans un tube
contenant du milieu viande cuite (Oxoid, UK) et incubés en anaérobiose a 37 °Cpendant 24 h
pour enrichissement.Par la suite, la culture a été ensemencée sur gélose TSC (Oxoid, UK) et
incubée en anaérobiose a 37 °C pendant 24-48 h(Harmon, 1984). Les colonies noires
typiques, supposées €tre C. perfringensont été¢ repiquées et inoculées dans du bouillon au

Thioglycolate (Oxoide, UK), puis conservées a 4 °C.

4.5. Evaluation de Pactivité antimicrobienne par la méthode de diffusion en milieu

gélosé

La méthode de diffusion en milieu gélosé ou I’aromatogramme est une techniquement
semblable a I’antibiogramme. La technique a utilisé dans cette étude est une modification de
la méthode deFaucheére et Avril (2002). Elle consiste a déposer undisque stérile de papier
filtre imbibé d’huile essentielle, sur un tapis microbien et de mesurer ensuite la zone ou
lesmicroorganismes n’ont pas pu se développer. Le diametred’inhibition, qui traduit I’activité
antimicrobienne de I’huileessentielle, est ainsi déterminé comme un halo translucideautour du

disque.

Pour ce faire, une suspension bactérienne de densité équivalente austandard 0,5 de Mac
Farland (10UFC/ml) est préparéea I’aide d’un spectrophotométre, en mettant quelques
colonies bactériennes ensuspension dans une solution saline (0,9% NaCl). Les boitesde Pétri

contenant le milieu de culture gélose au sang frais (gélose nutritive + 5% de sang de mouton
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défibriné) (Biokar, France) sontensemencées en nappe avec l’inoculum. A la surface
dechaque boite, des disques de papier filtre (Wattman n°4) stérilede 6 mm de diameétre imbibé
avec 20 pulLde chaque concentration de 1’huile essentielle de Nigellasativasont déposés, un

disque imbibé de 20 pLL de DMSO est utilisécomme témoin négatif sur la méme boite.

Les boites sont laissées une heure a température ambiantepour permettre la diffusion de
I’huile essentielle, puis ellessont incubées en anaérobiose a 37°C pendant 18 a 24 h. Apres

incubation, le diamétred’inhibition est mesuré en millimétres, disque inclus.

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

(Ponce etal., 2003).A noter que les tests sont réalisés en triplicata.

29



Résultats et
Discussion



Résultats et discussion

Résultats et discussion

Plusieurs études effectuées dans différentes régions du monde ont démontré la
résistance des isolats de C. perfringens a différents antibiotiques, utilisés pour le traitement ou
comme promoteurs de croissance dans l'alimentation pour la prévention contre ’EN chez les
volailles (Johansson etal., 2004 ; Gholamiandehkordi ezal., 2009 ; Gharaibeh etal., 2010 ;
Slavic etal., 2011). Ainsi, depuis l'interdiction de ['utilisation de cesantibiotiques, de
nombreuses études ont été publiées décrivant des stratégies alternatives. Un accent particulier
a ¢été mis sur la prévention de 1'EN chez les volailles causée par C. perfringens par 'utilisation
de plantes ou de produits dérivés de plantes (Caly etal., 2015).Cependant, a notre
connaissance, aucune ¢étude sur Deffet antibactérien de Nigella sativa vis-a-vis

duC. perfringens induisant I’EN chez les poulets de chair n’a été réalisée en Algérie.

Dans la présente étude, 1’objectif était d’évaluer,in vitro, I’activité antibactérienne de
I’huile essentielle de Nigella sativa vis-a-vis du C. perfringens de type A responsable d’EN
chez le poulet de chair. Suite aux difficultés rencontrées durant la réalisation de la partie
expérimentale, nous n’avons pas pu obtenir des résultats. Nous discuterons ainsi dans cette

partie, en générale, I’effet antibactérien de Nigella sativa.

Au cours des deux dernieres décennies, de nombreuses recherches ont été menées sur
l'effet des extraits de la graine de Nigelle ou bien de ces composés,in vivo ou in vitro,en raison
de leur large spectre d'activités biologiques.Khan (1999) ont rapporté, dans une étude réalisée
sur plusieurs bactéries, que I’huile essentielle de Nigellasativa peut inhiber la croissance des
bactéries Gram positif et négatif sauf certaines souches de Pseudomonasaeruginosa,
suggérant ainsi que les composés phénoliques présents dans 1’huile seraient responsables de
cet effet antibactérien. Une étude invitro par la méthode de diffusion sur disque a mis en

évidence la forte activité inhibitrice de 1’huile essentielle diluée au centieme contre plusieurs
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bactéries dont Staphylococcusaureus, Escherichia coli, Salmonellatyphi et Vibriocholerae,
avec une plus forte action sur les bactéries Gram (+) (Ali etBlunden, 2002).Une autre étude de
I’huile essentielle sur 37 entérobactéries, dont Shigellaspp., a permis de déterminer les
concentrations inhibitrices médianes (ICsp) sur les différents microorganismes; elles vont de

50 2 400 pg/ml(Ferdousetal., 1992).

L’effet antibactérien de 1’huile essentielle a une concentration de 4,4 mg/ml s’est
révélé étre aussi efficace, voire plus efficace, que I’amoxicilline a 20 pg/ml sur les bactéries
Gram (+) comme Staphylococcusaureus, Bacillussubtilis, et sur les Gram (-) telles
queEscherichia coli et Pseudomonas aeruginosa.l’effet a ét¢ maximal contre Bacillus

subtilis(El1-Kamalietal., 1998).

En ce qui concerne I’extrait méthanolique de Nigella sativa, une forte action
inhibitrice, avec une ICso: 10-30 ug/ml, contre Streptococcus mutansa été enregistrée dans
une étude réalisée par Ferdous etal. (1992). Plustard, une autre expérience confirma cette
activité inhibitrice contre Streptococcus mutansqui représente la bactérie laplus souvent en

cause dans I’apparition des caries et de la plaque dentaire(Khan, 1999).

L’extrait de Nigella sativaobtenu par DI’éther a également montré une activité
antibactérienne sur lesbactéries Gram positif et négatif (Sokmen efal., 1999).En 1991,
Hanafy et Hatem ont étudi¢ 1’extrait par le diéthyle éther de la graine de nigellesur plusieurs
micro-organismes. Une inhibition de leur croissance dépendante de laconcentration de
I’extrait a été observée. Une application invivo sur une staphylococcie sous-cutanéede rat a été
réalisée ; D’injection de I’extrait cité par voie locale a éradiqué lesbactéries (Hanafy et
Hatem, 1991).Les mémes chercheurs ont remarqué une action synergique de
I’extraitméthanolique avec les antibiotiques tels que la streptomycine et la

entamycine.L’extrait méthanolique ainsi que D’extrait aqueux ont été actifs sur les micro-
y
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organismesisolés dans I’arthrite septique. Les souches résistantes aux antibiotiques de Vibrio
cholerae, Escherichiacoliet Shigella dysenteriae, n’ont pas résisté aux extraits étudiés (Morsi,

2000).

Il a été aussi démontré que la TQ, le principe actif le plus abondant de Nigella sativa,
posséde une activité antibactérienne contre plusieurs bactéries anaérobiques (C. perfringens,
C. difficile, Bacteroides thetaiotaomicron, Bacteriodes fragilis) responsables de certaines
pathologies chez les humains. Le TQ était, en particulier, plus efficace contre C. difficile, qui
est relativement commun pour provoquer de la diarrhée chez les personnes immunodéprimées

et celles prenant des antibiotiques a large spectre (Randhawa etal., 2017).

L’huile végétale de Nigella sativa se voit aussi attribuer des propriétés
antibactériennes,notamment dans la conservation des aliments. En 1999, des
chercheursontmontrée que 1’emploi de I’huilede nigelle dans la conservation des aliments a
une teneur de 0,1% inhibe la croissance de micro-organismes (Khan, 1999).En 2005, une
¢tude a été réalisée dans le but de vérifier ’action de ’huile de nigelle sur unevingtaine de
souches de Listeria monocytogenes. L’effet antibactérien de 1’huile de Nigella sativa a été
comparé a celui de la gentamycine et a une huile végétale, par la méthode dediffusion sur
disque. L’huile végétale de nigelle a montré la plus forte activité antibactérienne,elle a été
active sur toutes souches de Listeria monocytogenes, la gentamycine a eu un effet
moinsmarqué, et I’huile végétale quant a elle n’a eu aucun effet (Nair etal., 2005).La méme
année une équipe turque complete cette étude en comparant 1’huile de nigelle a différentes
concentrations sur différentes bactéries retrouvées dans les aliments. Ce sont lesbactéries
responsables de toxi-infections alimentaires, celles qui altérent les aliments, cellesretrouvées
dans le lait cru de vache, mais aussi les lactobacilles jouant un rdéle important dansla

conservation des produits carnés et de la charcuterie, qui ontété étudiées. Les
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résultatsmontrent que 1’huile végétale agit contre toutes les bactéries et a toutes les
concentrations (0,5, 1 et 2%). L’effet est plus marqué a la concentration la plus forte, et il est
a noter que leslactobacilles ont été les plus résistants (Aliet Blunden, 2002). L’huile de

nigelle pourrait a I’avenir se substituera certains agents conservateurs chimiques.

34



Conclusion et

perspectives



Conclusion et perspectives

Conclusion et perspectives

D’aprés les résultats des différentes recherches réalisées sur ’effet antibactérien de
Nigella sativa, nous pouvons conclure, dans la présente étude, que cette plante posséde
plusieurs constituants actifs qui peuvent jouer un role important dans la lutte contre un
nombre considérable de bactéries, nous suggérons ainsi que Nigella sativa pourrait peut-étre
avoir un effet antibactérien contre le C. perfringens de type A isolé a partir de cas d’EN chez

le poulet de chair.

Les observations faites pendant cette étude ont permis de répondre a certaines

interrogations, mais ont aussi contribué a soulever d’autres questionnements.

Il serait intéressant de mener d’autres investigations sur un plus grand nombre

d’isolats de C. perfringensmulti résistants aux antibiotiques.

Des études ultérieures devraient en outre essayer d’identifier et de préciser les

différents principes actifs de Nigella sativa et mieux comprendre leur mode d'action.

Enfin, il semble étre nécessaire de confirmer l'activité antibactérienne des différents
extraits de cette plante in vivo,sans oublier 1’étude de la toxicité éventuelle qui peut étre

provoqué par les différentes doses de cette derniere.
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