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Résumé

Une mammite peut étre définie comme une inflammation de la glande mammaire entrainant
une perte de fonction ou de la production laitiere. La lutte contre les mammites passe d’une
part, par la prévention et d’autre part par leur traitement. Les antibiotiques sont ainsi
classiqguement utilisés pour lutter contre les affections mammaires. Actuellement, la réduction
de I’utilisation des antibiotiques est un enjeu majeur. Ainsi, I’évaluation comparative in vitro de
I’activité anti-bactérienne sur Staphyloccoccus aureus d’origine clinique et de référence
ATCC6538 a t ralisie par la méthode de diffusion par disque sur gélose, en utilisant 1’huile
essentielle de Thymus vulgaris (70/30) déposées a la surface gélosée par un écouvillon stérile la
comparaison d’efficacité est effectue par rapport aux antibiotiques. L’huile essentielle de
Thymus vulgaris a un effet prouvé in vitro sur la bactérie isolée de mammites et de référence.
Les résultats ont montré que les extraits de thym ont une bonne activité inhibitrice a une
concentration de 6 pl étalée par un traitement expérimental sur quatre fois (1.5 pl x 4) sur les
souches bactérienne S.aureus de référence ATCC6538 et S. aureus de Clinique, et 1’absence
d’activité inhibitrice pour les doses de 2 pl et 4 pl. Ces résultats expérimentaux semblent
indiquer que l'on peut remplacer les antibiotiques par 1’huile essentielle de thym pour traiter les
infections mammaires dues Staphylococcus aureus a condition de respecter le principe de
’activité inhibitrice basée sur la nature et la dose de la substance active présente dans les

extraits.

Mots clés : Mammite ; Activité anti-bactérienne ; Huile essentielle ; Thymus vulgaris ;

Staphylococcus aureus.
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Abstract

Mastitis can be defined as inflammation of the mammary gland resulting in loss of function or
milk production. The fight against mastitis passes on the one hand, by prevention and on the
other hand by their treatment. Antibiotics are thus conventionally used to fight against breast
diseases. Currently, reducing the use of antibiotics is a major issue. Thus, the in vitro
comparative evaluation of the anti-bacterial activity on clinical and reference Staphyloccoccus
aureus ATCC6538 was carried out by the agar disk diffusion method, using the essential oil of
Thymus vulgaris (70). / 30) deposited on the agar surface by a sterile swab the comparison of
effectiveness is made with respect to antibiotics. The essential oil of Thymus vulgaris has a
proven effect in vitro on the isolated bacterium of mastitis and reference. The results showed
that the thymont extracts had a good inhibitory activity at a concentration of 6 .mu.l spread by a
four-fold experimental treatment (1.5 .mu.l x 4) on the S. aureus clinical reference strains
ATCC6538 and S. aureus of Clinique, and the absence of inhibitory activity for the doses of 2
ul and 4 pl. These experimental results suggest that antibiotics can be substituted for thyroid
essential oil to treat Staphylococcus aureus breast infections, provided that the principle of
inhibitory activity based on the nature and dose of the active substance is respected present in

the extracts.

Key words: Mastitis; Anti-bacterial activity; Essential oil; Thymus vulgaris; Staphylococcus

aureus.
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Introduction

Les mammites en élevage bovin laitier sont la principale cause de pertes économiques (Dumas
et al ., 2004) .Les pénalités et les traitements pour guérir les infections mammaires coltent cher,
mais c'est surtout la baisse du lait vendu qui pese le plus sur le budget des éleveurs. En effet,
deux tiers des cofts directs d’une mammite sont li€s aux pertes de lait.

La baisse de production laitiere due a une mammite clinique est en moyenne de 5 % sur une
lactation, soit 400 litres de lait pour une lactation de 8.000 litres. Aprés une infection, certaines
vaches ne retrouvent jamais leur niveau de production initial et ces baisses de lait sont
généralement plus fortes chez les multipares que chez les vaches en premiére lactation.

Cette pathologie multifactorielle constitue le grand fléau économique pour 1’éleveur producteur
de lait. En effet, les pertes éeconomiques, conséquences des mammites, sont diverses et variées.
Elles englobent les colts du traitement, les pertes de production, les réformes prématurées des
vaches incurables et la détérioration de la qualité hygiénique et nutritive du lait et de ses
produits déerivés (Dumas et al., 2004).

Leurs traitements par les antibiotiques restent le moyen de choix, mais I’émergence de bactéries
résistantes pose un probléme d’inefficacit¢é de ces molécules anti-infectieuses. Certaines
bactéries ont acquis au cours de leur évolution et suite a des mutations génétiques, des alléles
qui leur permettent de résister aux antibiotiques. Elles ne sont donc plus éliminées par les
traitements aux antibiotiques dans les organismes contaminés (Chardon et Bruger, 2015). Ceci a
conduit a la nécessité de rechercher un traitement alternatif tel que les plantes. Les propriétés
antimicrobiennes des plantes aromatiques et médicinales sont connues depuis 1’antiquité.
Toutefois, il aura fallu attendre le début du 20 eme siecle pour que les scientifiques
commencent a s’y intéresser (Bremness, 2002).

Les plantes médicinales sont des drogues végétales dont au moins une partie posséde des
propriétés médicamenteuses. Environ 35 0000 espéces de plantes sont employeées par le monde
a des fins médicinales, ce qui constitue le plus large éventail de biodiversité utilisée par les étres
humains. Ils continuent de répondre & un besoin important malgré I’influence croissante du
systéme sanitaire moderne (Bruneton, 1999).

Notre travail est réalisé au laboratoire des Sciences et Techniques de Production Animales de
I’Université Abdelhamid Ibn Badis de Mostaganem.

Le travail de cette étude est structuré de la fagon suivante et a pour objectif I’étude de I'effet
thérapeutique de I'huile essentielle de thym contre les infections mammaires dues a

Staphylococcus aureus.



Introduction

La premiére partie est une synthése bibliographique sur les infections mammaires bovines et les
huiles essentielles

La deuxiéme partie consiste a la présentation du matériel et des méthodes utilisées dans le cadre
de la réalisation de 1’étude expérimentale

En troisieme partie : présentation des résultats et des discussions avec une conclusion genérale
et des perspectives.
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Synthése bibliographique

l. Infections mammaires a staphylococcus aureus

1. Généralité

Une mammite est une inflammation de la mamelle généralement due a I’introduction d’une

bacterie dans un quartier par le canal du trayon.

Différents signes peuvent alor sapparaitre (Levesque, 2006; Remy, 2010):
Modification de la secretion lactée (quantité, taux cellulaires)

Symptémes cliniques fonctionnels (pus, sang, grume aux)

Symptémes locaux (inflammation)

Signes généraux (hyperthermia ou hypothermie).

2. Les reservoirs bactérienns

Il existe deux types de réservoirs bactériens:

> Réservoir mammaire: Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae et Streptococcus
dysgalactiae évoluent principalement dans les mamelles et sur la peau des trayons. Leur
transfert d’une vache infectée vers une vache saine s’effectue lors de la traite: par une lavette
utilisée sur plusieurs vaches, les mains du trayeur, les manchons trayeurs ou encore du lait si la
machine a traire est mal réglée (contaminations croisees entre les quartiers). Ces bactéries sont

la plupart du temps source de mammites sub-cliniques persistantes (Institut de I'elevage ,2008).

> Réservoir environnemental: Streptococcus uberis et Escherichia coli (et plus
généralement les entérobactéries) sont présentes dans les bouses des litiéres et sur les paturages
dans certains cas. Ces germes se transmettent par simple contact de la mamelle avec les
matieres fécales.

Certaines souches comme Streptococcus uberis peuvent avoir le comportement de bactéries a
réservoir mammaire et se transmettre abuse par 1’intermédiaire de la traite (Levesque, 2006;

Remy, 2010).
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3. Classification des mammites

3.1. Mammite clinique

Les mammites cliniques sont définies par la présence de symptdmes fonctionnels, elles
entrainent systématiquement une modification du lait dans son aspect, sa texture et dans la
quantité produite (grumeaux, pus, caillots sanguins, etc.). Les mammites cliniques peuvent étre
associées a des signes locaux (douleur, chaleur, cedéme, rougeur, etc.) et/ou généraux
(hyperthermie, abattement, anorexie, etc.)(Rémy, 2010). Les mammites sans signes généraux
sont plutét d'évolution subaigué, alors que les mammites avec signes généraux sont plutot

d'évolution aigué a suraigué (Institut de I'elevage ,2008).

3.2. Mammite subclinique

Les mammites subcliniques sont asymptomatiques. Les animaux atteints ne présentent ni
symptdémes fonctionnels (pas de modification du lait), ni symptémes locaux (pas de signes
externes d'inflammation), ni symptémes généraux. Ces mammites se traduisent uniquement par
une réaction immunitaire mise en évidence indirectement par une augmentation de la

concentration en cellules somatiques du lait (Rémy, 2010 ; Bosquet et al., 2013).

4. Anatomie de la mamelle

Vaisseaux
sanguins

Cellules
sécrétrices
ou acini

Quartier

Trayon

Figure 1: Structure générale de la mamelle (Rémy, 2010).
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Le pis de la vache est composé de deux paires de mamelles séparées par le sillon inter
mammaire, formant quatre quartiers. La division entre les quartiers avant et arriere est faite par
une fine membrane conjonctive. Chaque quartier est indépendant anatomiquement des autres.

Le pis est maintenu en suspension par deux types de lames (Figure 2) : les lames latérales qui
s’insinuent sur la tunique abdominale (elles assurent une stabilité transversale) et les lames
médiales qui s’adossent deux a deux (quartiers gauches contre quartiers droits). Elles forment le
ligament suspenseur du pis. De 1’appareil de suspension, partent les septa qui s’enfoncent dans

le parenchyme et le partagent en lobes. Il y a 12 lobes par quartier (Rémy, 2010).

Figure 2: Conformation intérieure des mamelles de la vache, coupe sagittale passant par les
quartiers gauches (Barone, 1968).

Ces 12 lobes par quartier induisent les 12 conduits lactiféres qui convergent dans le sinus
lactifere. Ce sinus permet I’accumulation entre les traites de 150 a 500 ml de lait. Chaque lobe
est composé de trés nombreux acini mammaires, formes de lactocytes, qui synthétisent le lait. Il
faut filtrer 300 litres de sang pour faire 1 litre de lait (Bosquet et al., 2013).

La mamelle est irriguée par une artére de chaque co6té : I’artere honteuse externe .Cette derniere
se divise en 3 branches. Pour une méme source artérielle, il y a 3 gros collecteurs veineux : la
veine honteuse externe, la veine mammaire craniale, la mammaire veine caudale (Barone,
1968).
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o)

La mamelle des bovins est constituée de quatre quartiers indépendants. Ils contiennent les
alvéoles glandulaires ou acini mammaires, qui, formées de lactocytes, synthétisent le lait.

Les alvéoles sont entourées par un tissu parenchymateux, et sont reliées a la citerne de la
glande, d’un volume moyen de 400 ml, via les tubules et les canaux galactophores (figures 1 et
2) (Bosquet et al., 2013).

La glande mammaire saine La mamelle est une glande exocrine composée de quatre quartiers
indépendants chez les bovins, située sur la face ventrale de ’animal. Les quartiers de droite et
de gauche sont séparés par un ligament de suspension central composé de tissu elastique (figure
3). La morphologie de la mamelle est importante a prendre en compte puisque si le ligament
médian est trop faible, cela aura pour conséquence une mamelle qui pend trop. Ceci entrainera
des difficultés a la fois pour la traite et une exposition plus importante a des agents pathogénes
due a la proximité des trayons avec le sol (Rémy, 2010).

Le paremchyme mammaire possede deux lobes, eux-mémes divisés en lobules formés d’acini
ou d’alvéoles glandulaires. Chaque alvéole est constituée principalement d’une couche
monocellulaire (lactocytes) qui est le lieu de synthése du lait. Les lactocytes entourent la
lumiere alvéolaire et reposent sur un réseau de cellules myoépithéliales. Chaque alvéole irrigue
la citerne de la glande via des canaux galactophores (figure 5). La masse glandulaire épithéliale
est une structure transitoire, elle ne se forme qu’au cours de la gestation, elle produit le lait
pendant la période de lactation et elle disparait aprés le sevrage ou le tarissement (Bosquet et
al., 2013).
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Figure 3: Les cellules sécrétrices (cellules alvéolaires) et les canaux forment le systéme

sécréteur de la glande mammaire (Michel et Wattiaux, 2000).
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Les petits canaux galactophores qui drainent chaque alvéole se rejoignent pour former des
canaux tertiaires. Ces derniers se rassemblent en canaux secondaires puis primaires qui
aboutissent a la citerne de la glande. Des cellules myoépithéliales entourent 1’épithélium des
canaux et des alvéoles et se contractent sous 1’action de 1’ocytocine, provoquant 1’¢jection du

lait (Michel et Wattiaux, 2000).
» Laciterne de la glande mammaire

Il existe une citerne de la glande par quartier. La citerne correspond a une dilatation des canaux
galactophores en sinus et en poches. Chez la vache, le volume de la citerne est de 400 a 500

mL, mais le volume est variable en fonction de la race (Gandon., 2010).

Les trayons a la base de la citerne de la glande mammaire se trouve le trayon (ou pis) par lequel
est éjecté le lait. Le trayon représente le premier contact ouvert entre le milieu extérieur et
I’intérieur de la glande. Il constitue ainsi la premiére protection de la glande face aux agents
pathogenes. Le trayon est séparé de la citerne par des plis annulaires de tissus, constituant une

barriére contre une invasion par des agents pathogénes (figure 4 et 5) (Gandon., 2010).
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Figure 4: Coupe longitudinale de I’extrémité du trayon chez la vache (Gandon., 2010).
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Figure 5: La peau et une coupe d’un trayon : le canal du trayon est étroit et court, il occupe
uniquement I’extrémité du trayon, ce qui le rend tres fragile (Remy., 2010).

» La cellule épithéliale mammaire
La cellule épithéliale mammaire est une cellule sécrétrice constituant la plus petite unité des
alvéoles ou acini. En lactation, les cellules épithéliales mammaires sont polarisées avec la face
basale située du cété de la lumiére alvéolaire. Ces cellules synthétisent les composants du lait
par exocytose pour les globules gras et par pinocytose inverse pour les protéines et les sucres
(Figure 6), mecanisme par lequel la cellule libére les molécules par fusions de véciules
cellulaire avec la membrane plasmique libérant leur contenu dans le milieu extracellulaire. Ces

composants rejoignent les canaux galactophores puis la citerne ( Bauman et al., 2006).

Lunmore cle Falvacie . 1akt

Figure 6 : Représentation d’une cellule épithéliale mammaire sécrétrice et des voies principales
de sécrétion des composants du lait (Bauman et al.,2006).
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Les voies de sécrétion des goutellettes lipidiques cytoplasmique, la voie de sécrétion des micro-
goutelettes lipidiques et du contenu des vésicules de sécrétion voie de sécrétion de composants
de lait (Bauman et al.,2006).

5. Le processus infectieux

Le processus infectieux au cours d’une mammite d’origine bactérienne n’est pas totalement
¢élucidé. Cependant, I’ensemble des données in vitro (lignées cellulaires, explant, culture
primaire) ou in vivo (infections intramammaires) permettent de dessiner un schéma d’infection
cohérent. Les mammites d’origine bactérienne se caractérisent par trois étapes successives : la
contamination de la mamelle, I’invasion cellulaire et I’inflammation (Oviodeo-Boysoet al.,
2007). La premiere étape est la contamination du trayon par le pathogéne. Une fois le canal du
trayon contaming, les bactéries peuvent atteindre la lumiere de la citerne, se multiplier puis
envahir le tissu mammaire (Le Loir et Gautier, 2010). La réaction inflammatoire et immunitaire
qui est induite par I’invasion de la glande mammaire permet le recrutement en trés grand
nombre de polynucléaires neutrophiles et d’autres leucocytes (monocytes et lymphocytes)
(Rainardet Riollet, 2006). Le cycle infectieux sera décrit en détail dans le paragraphe relatif aux
mammites staphylococciques, car celui-ci peut se dérouler différemment en fonction du

pathogene impliqué (Oviodeo-Boysoet al., 2007).

6. Les protections naturelles de la glande mammaire

Les défenses anatomiques La glande mammaire est protégée par une variété de mécanismes de
défense (Nickerson, 1987). Parmi eux, il existe une protection physique assurée par un
sphincter musculaire qui assure 1’étanchéité de I’entrée du canal du trayon. De plus, a la base de
la glande entre la citerne du trayon et la citerne de la glande, la Rosette de Furstenberg est un
repliement muqueux enrichi en leucocytes qui participe grandement a la protection vis-a-vis du
pathogene présent. Le trayon est le seul orifice entre le systéme interne de sécrétion et
I’environnement et constitue donc la seule voie d’accés naturel possible pour les agents
pathogénes (outre une Iésion cutanée au niveau de la glande) (Kromker et Friedrich, 2009).

Les défenses immunitaires Outre les barriéres physiques, I’immunité de I’hote assure la seconde

ligne de défense. Elle peut étre divisée en deux types :
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» Immunité innée et acquise. Les défenses immunitaires sont assurées par des cellules

produites par la moelle osseuse, les leucocytes (Tableau 1)(Bradley et al., 2002).

» L’immunité innée, ou non spécifique, est particuliérement importante lors d’une
premiére exposition a un agent pathogene. Les réponses non spécifiques sont déja
présentes et rapidement activées au site d’infection. La réponse immunitaire innée est
principalement médiée par les macrophages, neutrophiles, les « Natural Killer » ainsi
que d’autres facteurs solubles. Si malgré cette immunité innée le pathogéne n’est pas
¢liminé, I’immunité acquise (ou spécifique) sera induite. Ce type de réponse
immunitaire reconnait spécifiquement des déterminants antigéniques d’un pathogéne
afin de I’éliminer sélectivement. La réponse immunitaire acquise est principalement
médiée par les anticorps (immunité humorale), les macrophages (cellules présentatrices
d’antigénes ; CPA) et les cellules lymphocytaires (Rainard et Riollet, 2006) (Tableau 1).
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Tableau 1 : Liste des cellules du systéme immunitaire et de leurs principales fonctions
(Rainard et Riollet, 2006).

[ Type de cellules Rile principaux

Phagocytose / opsonisation
Cellule dcudnliq ue Synthése de cytokines (médiateur de I'inflammation)
Cellules présentatrices d'antigénes

Phagocytose / opsonisation
' Monocytes - Macrophage Synthise de cytokines (médiateur de 19nflammation)

Cellules Présentutrices d'Antigénes

Phagocytose

..T.' Y Ncu!rophilcs Destruction des ngents pathogénes
"b*~ Homéostasie de 1nflammation
R Synthése de cytokines (médateur de l'inflammation)
Synthése dhistamine et dhéparine
Granulocytes _ Activation de 'inflammation
Basophiles

Action antiallergique

(=Polynucléaire)
Permeéatalite tissulaire

Action antiparasitaire
Activation do l'inflammation
Action antinllergique
Perméabdlite tissulaire

Eosimophile

Mastocytes Action antiallergi que

Séerétion de sérotonine, histamine et héparine
Synthese de cytokines

I munité humorale
Production dimmunoglobuline (anticorps) Plasmocytes (synthése
d'anticorps specifique a l'opsonisation), cellules B 4 mémoire
(mémorisation des antigénes)

. Immunité cellulaive

Action cytotoxique (destruction des cellules infectées), auxiliaire

yevies
L_Vlllpht cyles T (activation de celiules immunitaires), ou suppresseur (retour a
I'état basal de I'inflammation)
Cellules tuenses naturelies
- ’ Lyse des cellules du non-soi sans reconnaissance spea fique
. Cellule NK danti géne

Libération de perforine ¢f granzyme

La défense de la glande mammaire nécessite une action coordonnée et interactive des deux
types de réponses immunitaires. Les macrophages sont les cellules dominantes dans le lait sain
(Le Loir et Gautier, 2010). Leur rble est de détecter les flores indésirables et de recruter les
neutrophiles du sang vers la glande mammaire via la libération de cytokines (Paapeet al.,
2002,2003) (tableau 1). Lors d’une infection, la proportion de macrophages diminue mais
assure le role de présentation d’antigénes. Les neutrophiles sont donc activement transférés du
sang vers la citerne dés le début de I’inflammation et ils représentent jusqu’a 90 % des cellules
somatiques lors d’une mammite (Paapeet al., 2000). Si les pathogenes persistent, les
lymphocytes B et T seront egalement recrutés. Les lymphocytes B assurent la synthése
d’anticorps (immunité humorale). Les lymphocytes T assurent une immunité cellulaire. Les
lymphocytes T4 (LT4, ou « helper ») sont activés via les CPA et orientent la réponse vers une
immunité humorale ou cellulaire. Les LTS, cellules cytotoxiques, assurent I’immunité cellulaire

proprement dite (Oviedo-Boysoet al., 2007).
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L’immunité des cellules épithéliales La détection du pathogene ainsi que la réponse
inflammatoire initiale sont cruciales pour le recrutement des neutrophiles. Certaines cellules du
systéeme immunitaire peuvent résider dans la glande mammaire et participer au recrutement des
neutrophiles (Riolletet al., 2000 ; 2001)

7. Caractérisation de Staphylococcus aureus

7.1. Définition

Les bactéries du genre Staphylococcus sont des coques (cocci) a Gram positif, groupés en amas
ayant la forme de grappes de raisin, immobiles, non sporulés, catalase positive et oxydase
négative. Parmi les 27 especes du genre actuellement répertoriées, les principales
sont Staphyloccus aureus, S.epidermidis et S.saprophyticus. L'espéce S.aureus sera prise
comme type de description (Fauchere et Avril, 2002).

7.2. Historique

Observés par Pasteur en 1879 dans un pus de furoncle, les staphylocoques mot créé par I'anglais
Ogston (1881), qui les a mis en évidence dans des abces aigus et chroniques (Kuroda et
al.,2001).

7.3. Habitat

S.aureus est un commensal de la peau et des muqueuses de I’homme et des animaux (rhino-
pharynx, intestin). On le trouve sur la muqueuse nasale d’un tiers environ des sujets normaux.
Eliminé dans le milieu extérieur, cette bactérie peut survivre longtemps dans 1’environnement
(Kuroda et al.,2001).
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7.4. Classification de souches bactériennes testées

Tableau 2 : Classification de souches bactériennes testées (Sutra et al., 1998 ; Delarras, 2007).

Classification souche bactérienne
Régne Bacteria

Phylum Firmicutes

Classe Bacilli

Ordre Bacillales

Famille Staphylococcaceae
Genre Staphylococcus
Espéce Staphylococcus aureus

7.5. Etude bactériologique

7.5.1. Microscope

En microscope les S.aureus sont des cocci a Gram positif, isolés ou groupés en diplocoques ou
en amas ayant la forme de grappes de raisin, de 0,8 a 1 p de diameétre (figure 1). La grande
majorité des souches sont capsulées, mais les souches peuvent perdre leur capsule par culture
(Fitzgerald, 2001).

Figure 7: Coloration de Gram de Staphylococcus aureus, gram positive cocci (Fitzgerald,
2001).
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7.5.2. Culture

Comme tous les germes tres répandus dans la nature, S.aureus cultive facilement sur les milieux
usuels, a des conditions de pH et de température variables. Il est méme capable de pousser dans
des conditions hostiles, par exemple en présence de 7 % de CINa. Ce caractére est mis a profit
dans le milieu de culture selectif hypersalé de Chapman pour isoler le staphylocoque d'un

prélevement polymicrobien (Fauchereet Avril, 2002).

> En bouillon

Donne un trouble uniforme en quelques heures.

» Sur gélose ordinaire
Les colonies sont lisses, rondes, bombées, brillantes, opaques, de 1 mm de diameétre. Elles se
pigmentent habituellement en jaune doré (aureus), parfois en jaune citron, et parfois sont non

pigmentées (Katayaumaet al.,2000).

Figure 8: Croissance de stapulococcus aureussue milieux solide (Rechten, 2019)

» En gélose profonde
S.aureus pousse dans la zone d'aérobiose et dans la zone d'anaérobiose. C'est donc une bactérie
aérobie-anaérobie facultative, capable de se multiplier a la surface de la peau, en aérobiose et

dans les tissus mal oxygeénés, plaie profonde par exemple (Kuroda et al., 2001).
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7.6. Caractéres biochimiques

S.aureus a un metabolisme aérobie prédominant et anaérobie facultatif. Il est catalase positive a
la différence des bactéries du genre Streptococcus qui n‘ont pas de métabolisme aérobie. Il est
toutefois capable de fermenter le glucose (métabolisme anaérobie) a la différence des
microcoques. 1l est habituellement capable de fermenter le mannitol. Ce caractere est souvent,
mais pas obligatoirement, associé a la pathogénicité. Il est utilisé dans le milieu de Chapman.
La fermentation se traduit par le virage au jaune du milieu de culture (Couture, 1990).

Facteurs de virulence de physiopathologie

» Composants de la paroi

Les composants de la paroi comme le peptidoglycane, les acides teichoiques et lipoteichoiques
possédent des effets biologiques démontrés in vitro, notamment la sécrétion de cytokines par les
cellules lymphomonocytaires. Alors que le peptidoglycane est peu immunogéne, les acides
teichoiques (polymeéres linéaires du ribitol phosphate) donnent naissance a des anticorps que
I'on trouve dans le sérum de malades atteints d'infection récente. Ces acides teichoiques sont les

récepteurs de bactériophages (lysotypie des staphylocoques) (KerroDegoet al., 2002).

Des polysaccharides capsulaires sont trouvés chez 90 % des souches. Onze types capsulaires
ont été décrits et les types 5 et 8 sont les plus fréquents. Cette capsule permet une meilleure
résistance des souches a I'opsonisation et a la phagocytose. Certaines souches produisent un
exopolysaccharide (glycocalix) qui entraine la formation d'un biofilm engluant les bactéries et
leur permettant d'adhérer aux surfaces extérieures. Certaines protéines ou glycoprotéines sont
responsables de la spécificité de type. Il existe 14 sérotypes mis en évidence par réaction

d'agglutination au moyen d'immunserums(Sutra et Poutrel, 1994 ; KerroDegoet al., 2002).
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Figure 9 : Schéma détaillant les composants de la paroi de bactérienne (KerroDegoet al.,
2002).

» Facteurs d'invasion et d'adhésion

S.aureus colonise la peau et les muqueuses en adhérant aux cellules et aux composants de la
matrice extracellulaire. S.aureus se fixe aux cellules par I'intermédiaire de protéines de surface,
les adhésines, qui sont ancrées dans le peptidoglycane. Cing protéines ont été caractérisées :

La protéine A, élaborée uniquement par les souches d'origine humaine, se lie au fragment des
immunoglobulines. Elle intervient dans I'opsonisation et la phagocytose ;

La protéine de liaison au collagéne permet I'adhésion de S.aureus au cartilage ;

La protéine de liaison a la fibronectine permet I'adnésion de S.aureus aux caillots plasmatiques
mais aussi aux biomatériaiux (cathéters, prothéses) ;

La protéine de liaison au fibrinogene (clumping factor) qui provoque I'agrégation de bactéries
en présence de plasma permettant de transformer directement le fibrinogéne en fibrine.

La protéine de liaison a I'élastine.

Il existe des récepteurs pour d'autres protéines plasmatiques (plasminogénes) ou tissulaires

(vitronectine, laminine, sialoprotéines de I'os) (P6hlmannDietzeet al., 2000).

» Substances élaborées par S.aureus

S.aureus élabore des protéines diffusibles douées soit d'activité toxique, soit d'activité

seulement enzymatique.
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Toxines

Cinq principales toxines sont décrites chez S.aureus :

Les hémolysines ont une action cytotoxique sur de nombreuses cellules eucaryotes, notamment
les globules rouges et les plaquettes. L'hémolysine a, secrétée par la quasi totalité des souches
de S.aureus, est mise en évidence avec des hématies de mouton ; de beeuf ou de lapin. La
perméabilisation membranaire entraine une fuite osmotique du contenu cellulaire aboutissant a
la mort des cellules. La cytolyse de plaquettes et de monocytes libére des cytokines et d'autres
médiateurs de la réaction inflammatoire expliquant le choc septique des infections séveres
a S.aureus. La destruction des cellules endothéliales favorise la dissémination des bactéries et
les métastases infectieuses (Rosatoet al.,2003).

La leucocidine est formée de 2 composes, codés par des genes distincts, agissant en synergie ;
elle agit sur les polynucléaires et les macrophages chez lesquels elle provoque la perte de
mobilité, la dégranulation, la destruction nucléaire et la lyse cellulaire. Cette protéine a réle
important dans la formation du pus (KerroDegoet al., 2002).

L'exfoliatine est une protéine thermostable responsable des lésions d'érythrodermie bulleuse que
I'on observe parfois au cours des septicémies a staphylocoques et au cours de I'impetigo. En se
fixant a certaines protéines intracellulaires cutanées (profilagrine et filagrine) elle provoque une
épidermolyse : décollement intra-épidermique entre le stratum granulosum et le stratum
spinosum. Il 'y a rupture entre les cellules adjacentes suivie de celle des ponts
intercytoplasmiques (desmosomes) ce qui entraine des lésions bulleuses. 80 % des sujets
adultes ont des anticorps protecteurs (Rosatoet al.,2003).

Les entérotoxines, dont il existe 7 sérotypes différents (A, B, C1, C2, C3, D, E) sont des
protéines thermostables responsables d'intoxications alimentaires (diarrhée, vomissements,
douleurs abdominales, rarement un collapsus cardiaque, qui apparaissent 1 a 6 heures apres
I'ingestion). De 30 a 60 % des souches de S.aureus produisent une entérotoxine. Il s'agit d'une
protéine thermostable, insensible aux enzymes protéolytiques du suc digestif.
L'entérotoxine A est de loin la plus fréquente. La toxine responsable du choc toxique
staphylococcique (TSST-1) : cette protéine antigénique entraine la formation d'anticorps
protecteurs présents chez 85 % des sujets adultes. Cette toxine, comme les entérotoxines, a un
effet pyrogene et est un super antigéne qui entraine l'activation simultanée de plusieurs sous-
populations lymphocytaires, ce qui entraine la libératioin de plusieurs médiateurs (interleukine,
interféron gamma, alpha et béta) responsables de la symptomatologie du choc staphylococcique
(Rosatoet al.,2003).
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Enzymes non toxiques

La coagulase-libre est une exo-enzyme coagulant le plasma d’homme ou de lapin. C'est une
protéine thermostable, toujours produite par les souches de S.aureus (et non produite
par S.epidermidis et S.saprophyticus). Elle active la prothrombine en thrombine. La thrombine
ainsi activée agit sur le fibrinogene qu'elle transforme en fibrine. C'est un facteur primordial
dans le pouvoir pathogene en coagulant le plasma autour des coques et en les protégeant de la
phagocytose ; elle est & I'origine des thrombophlébites suppurées (Pillaret al.,2008).

La fibrinolysine est caractéristique des souches pathogenes humaines. En activant le
plasminogéne en plasmine, elle provoque la dislocation des caillots en doveineux qui libere des
micro-embols septiques, facteurs de septicémie et de localisations septiques secondaires
(KerroDegoet al., 2002).

Les désoxyribonucléases (ou DNAses) sont des facteurs de destruction des noyaux cellulaires.

La DNAse thermostable est spécifique de S.aureus (Rosatoet al., 2003).

La hyaluronidase est une enzyme thermolabile hydrolysant I'acide hyaluronique, substance
fondamentale du tissu conjonctif : elle favorise ainsi la diffusion des staphylocoques dans le

tissu conjonctif. (Montesinoset al., 2002).

La lipase : 80 % des souches produisent cette enzyme qui semble constituer un facteur de
virulence dans les abcés ou, en modifiant les lipides bactériens, elles favorisent la survie des

staphylocoques (Rosatoet al., 2003).

7.7. Diagnostic bactériologique

Le diagnostic bactériologique de l'infection staphylococcique est uniquement direct (mise en
évidence de la bactérie). Il n'y a pas de diagnostic indirect par recherche des anticorps
circulants. Le diagnostic repose sur les principales étapes suivantes :

Le prelevement : aseptique (pour étre certain que le staphylocoque que I'on va isoler n'est pas
un simple commensal de la peau ou des mugueuses) et avant le début du traitement antibiotique
(April, 1998).
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L'examen microscopique d'orientation a la recherche de cocci réguliers, a Gram positif, groupés
en amas.

La culture sur gélose ordinaire dans la majorité des cas ou sur milieu de culture sélectif, type
milieu de Chapman (qui contient 7 % de CINa, du mannitol et un indicateur de pH) si le
prélevement est fortement contaminé par d'autres bactéries (Bosseray, 2000).

> L'identification de la bactérie repose sur la mise en évidence des caracteres suivants :

- Catalese (difference avec le streptocoque) fermentation du glucose en anaérobiose
(différence avec le microcoque), coagulase (différence avec S.epidermidis et S.saprophyticus),

DNase. Thermostable (qui signe I'espece S.aureus) (Desplaces, 2006).

-Le diagnostic sera toujours complété par la mesure de la sensibilit¢ aux antibiotiques
(antibiogramme) étant donné la fréquence de la résistance de S.aureus aux béta-lactamines
(ex. : pénicilline), aux aminosides (ex. : gentamicine) et a certains macrolides

(ex. : érythromycine), notamment chez les souches hospitaliieres) (Spilf, 2009).
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II. Antibiotiques

1. Généralité

Les antibiotiques utilisés en médecine sont fabriqués a partir de cultures de microorganismes ou
sont des médicaments entierement synthétisés. Le premier d'entre eux (la pénicilline) a été
découvert par Alexander Fleming en 1942, par hasard, chez le champignon Penicillium
glaucum (Larpentet Sanglier 1989). Un antibiotique est une substance qui a la capacité de
réduire ou d'interrompre la multiplication des bactéries. Ce médicament est un composé
chimique, élaboré sur la base d'un micro-organismeou a partir de produits de synthese (WHO,
2011).

2. Familles des antibiotiques

2.1. Aminosides
Les aminosides ou aminoglycosides sont des molécules composées de sucres portant des

fonctions amine, connue est la gentamycine. Les aminosidesciblent I'ARN de la petite sous-
unité du ribosome, au niveau du site ou I'ARN messager est décodé. lls agissent en perturbant la
fidélité du mécanisme de décodage du code génétique (Vaux, 2012).
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Figure 1 : Structure de gentamycine (Vaux, 2012).

2.2. Béta-lactamines
Les béta-lactamines sont des molécules possédant un noyau (cycle béta-lactame) qui est la

partie active de la molécule. Ils comprennent en particulier les pénicillines et
les céphalosporines. Ces molécules bloquent la synthése du peptidoglycane, un composant de la

paroi des cellules bactériennes (Vaux, 2012).
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Le principal mode de résistance a ces antibiotiques est lié a I'action d'enzymes de dégradation
spécifiques qui clivent la molécule en ouvrant le cycle béta-lactame. L'inhibiteur bloque I'action
des enzymes de dégradation, ce qui permet I'action des antibiotiques coadministrés, exemple:

I'acide clavulanique qui est souvent associé a I'amoxicilline (Vaux., 2012).
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Figure 2 : Composition chimique de I’amoxiciline (Vaux, 2012).

2.3. Cyclines
Les cyclines, correctement appelées tétracyclines, ont pour caractéristique d'étre constituées de

quatre cycles accolés. Ce sont des inhibiteurs de la traduction au niveau du ribosome. Elles sont
capables de penétrer les cellules eucaryotes et peuvent donc étre utilisées pour cibler les
parasites intracellulaires .Ces molécules sont bactériostatiques donc il y a un risque de récidive
( Woerther, 2012).

Figure 3 : Composition chimique de tétracycline ( Woerther,2012).
2.4. Glycopeptides
Les glycopeptides sont des molécules tres toxiques avec un usage trés limité. L'exemple type

est la vancomycine. Les glycopeptides sont utilisées en second recours, en cas d'échec du

traitement antibiotique prescrit auparavant.

Elles ne sont pas absorbées par le tube digestif, et sont donc toujours administrées par voie

intra-veineuse. Comme La vancomycine (Anses, 2013).
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Figure 4 : Composition chimique de vancomycine (Anses, 2013).

2.5. Macrolides
Les macrolides ciblent le site catalytique du ribosome bactérien et empéchent la synthese de

la liaison peptidique. Ces molécules ont des macrocycles souvent associes a des sucres neutres
ou aminés. Ces antibiotiques sont capables de diffuser dans les tissus, voire a l'intérieur des
cellules. lls sont donc actifs sur les germes intracellulaires. lls sont utilisés dans le cas de

certaines infections a streptocoques (Arlet, 2012).

Figure 5 : Structure générale de Macrolides (Arlet, 2012).

2.6. Nitrofuranes et nitroimidazoles
Les nitrofuranes et nitroimidazoles sont des composés qui sont métabolisés par les bactéries et

dont les produits introduisent des coupures dans I'ADN (Arlet, 2012).
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Figure 6 : Structure générale de Nitrofuranes (Arlet, 2012).
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2.7. Quinolones
Les quinolones et leurs dérivés plus récents les fluoroquinolones sont molécules dérivées de

I'acide nalidixigue. Ce sont des inhibiteurs de la gyrase bactérienne (Meyer et al., 2004).
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Figure 7 : Structure générale de La Quinolones (Meyer et al., 2004).

2.8. Phénicolés
Molécules tres simples, synthétisées maintenant par les chimistes organiciens. Il s'agit

principalement du chloramphénicol et du thiamphénicol. lls ont un spectre d'action trés large
mais les résistances sont nombreuses et ont de nombreux effets secondaires, entre autres un

risque d'agranulocytose. En Belgique, ils sont interdits en usage interne, de méme qu'en usage

vétérinaire (Alexandre, 2015).
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Figure 8 : Structure générale de chloramphénicole (Alexandre, 2015)

2.9. Polypiptide
Ce sont des molécules en chaine qui comportent plus de 50 acides amines reliés par des liaisons

peptidiques. Ils constituent une famille d’antibiotiques dont les molécules trés toxiques ne

permettent qu'un usage tres limité (Vauxet al.,2012).
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Figure 9: Structure générale de Polypiptide (Vaux et al., 2012).

2.10. Sulfanilamide
Ce sont des dérivés du la sulfanilamide, composé proche de I'acide para-aminobenzoique. Ces

molécules ciblent la synthése de I'acide folique. Elles sont souvent utilisées dans le traitement

des otites, sinusites, infections respiratoires, infections urinaires (Ducom, 2015).

0
%

\
NH;

HoN

Figure 1 : Structure générale de Sulfanilamide (Ducom, 2015).

2.11. Lalysocine E
La lysocine E interagit avec la ménaquinone (ou vitamine K3) présente dans les membranes

bactériennes pour provoquer la mort des bactéries, tout en restant inoffensive pour
les eucaryotes et donc pour 1’étre humain. Il s'agit d'un mode d'action différent de celui de tout

autre antibiotique connu, ce qui crée ainsi une nouvelle famille d’antibiotiques (Arlet, 2012).

0

HA
: OH

NH,

Figure 20: Structure générale de La lysocineE (Arlet, 2012).
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3. La résistance aux antibiotiques utilisés dans le traitement des mammites

L'antibiorésistance est un phénoméne naturel d’adaptation des bactéries a leur milieu et a la

cohabitation avec les autres bactéries, champignons (Yala et al., 2001).

3.1. Résistance naturelle et résistance acquise

La résistance naturelle d'une bactérie par rapport a un antibiotique dépend souvent du mode
d'action de celui-ci (absence ou inaccessibilité de la cible). Cette résistance est caractéristique
d'un genre bactérien ou d'un groupe de souches et est connu dans la littérature.

Les mécanismes de résistance naturelle sont (Puyt et al., 2013) :

> L’imperméabilité : les bactéries Gram + ont une paroi constituée de peptidoglycanes
qui laisse aisément passer les petites molécules dont les antibiotiques. Les bactéries
Gram — ont une paroi plus riche en lipides qui forme une couche hydrophile empéchant
le passage des molécules hydrophobes telles les pénicillines G et M, les macrolides et
les lincosamides. De méme, les aminosides pénetrent dans la bactérie via des
transporteurs en relation avec la chaine respiratoire. 1ls ne peuvent pas pénétrer les

bactéries anaérobies qui n'en possedent pas (Larpent et Sanglier, 1989).

» L’efflux actif : il s'agit de pompes qui permettent d’expulser les toxiques a 1'extérieur
de la cellule. E. Coli posséde une pompe acrab/tolcqui expulse entre autres les

tétracyclines, les S lactamines et certaines fluoroquinolones (Meyer et al., 2004).

» Une faible affinité pour la cible : les quinolones de premiére et deuxiéeme générations
ont une faible affinité pour les topoisomérases Il (leur cible) chez les coques Gram +.

» Une modification enzymatique de I'antibiotique : toutes les souches de Bacillus sont

résistantes aux céphalosporines grace a l'action de S lactamases chromosomiques.
(Larpent et Sanglier, 1989).
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3.2. Résistance acquise

La résistance acquise est due a la sélection de bactéries ayant survécu a la pression des
antibiotiques et a la transmission de cette capacité de survie via du matériel génétique
(plasmides notamment) a d'autres bactéries.

La résistance acquise comporte trois grands mécanismes cellulaires. Le premier est une
modification de la cible de I'antibiotique. La cible peut également étre produite en plus grande
quantité (Vaubourdolle, 2007).

Les antibiotiques d'une méme classe ont en général la méme cible, donc ce type de résistance
agit sur une méme classe d'antibiotiques. Les modifications de la cible de I'antibiotique vont
avoir lieu suite a une mutation dans le géne codant la cible, la liaison d'une protéine se fixant
sur la cible ou une activité enzymatique (Puyt et al., 2013).

Le second est di a une modification ou inactivation enzymatique. Cela concerne surtout la

résistance aux aminosides et aux f lactamines.

La plupart des souches de Staphylococcus aureus possede une f lactamase acquise. Le
troisieme conduit a une baisse de la concentration intracellulaire en antibiotique (figurel2)
(Perry et al., 2002).

Lors d'une bactériologie, I'antibiogramme est réalisé pour déterminer les résistances acquises de

la bactérie isolée vis-a-vis des antibiotiques utilisés.

L"’ LES QUATRE STRATEGIES DE LA RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES
BROUILLAGE BLINDAGE CAMOUFLAGE ESQUIVE
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Les antibiotiques peuvent étre classés selon plusieurs critéres : l'origine, la nature et la

composition chimique, le mécanisme d'action (spectre d’action) et le caractére de résistance

bactérien (tableau 1)(Yala et al., 2001).

Tableau 1 : Classification générale et mode d’action des antibiotiques thérapeutiques (Larpent

et Sanglier, 1989)

Familles

Mode d’action

Antibiotiques

bactériens

Pénicillines

Béta- lactamines

Céphalosporines

Céphamycines

Paroi bactéricide

Aminosides

Ribosomes (30 S)

Chloramphénicol

Ribosomes (50S)

Bactériostatiques

Tétracyclines

Ribosomes (50 S) Bactériostatiques

Macrolides, Lincosamines, streptogramines

Ribosomes (50 S), Bactériostatiques

Bactéricide

Polypeptides Membrane cytoplasmique,
Bactéricide

Quinolones ADN
Gyrase

Sulfamides, Trimethoprime Métabolisme des folates

Bactériostatiques

Vancomycine, novobiocineFosfomycine

Paroi

Bactéricide

Acide fusidique

Inhibition de la synthése des

protéines.

Nitrofuranes

ADN

Bactéricide

Antifongiques

Polyenes

Membrane cytoplasmique, fongicide

Fluorocytosine

ADN et ARN, fongicide

Imidazole et dérivés

Inhibition de la synthése de

I’ergostérol. Fongicide

Griséofulvine

Actif sur les dermatophytes

35



Synthése bibliographigue

Les réactions de synthéses sont inhibées par les antibiotiques, ces derniers se fixent sur des sites
précis (les cibles moléculaire) de la cellule bactérienne ou fongique ce qui entraine la
perturbation des différents cycles métaboliques (figurel3) (tableau.l). Ainsi, chaque famille
d’antibiotiques est spécifique pour chaque cible. Les cibles cellulaires ne sont pas toujours
connues avec précision et correspondent a 6 niveau différentes de la cellule ; la paroi, la
membrane cytoplasmique, le génome (réplication et transcription du I’ADN), la traduction du
ARN messager (synthése des protéines), le métabolisme respiratoire et le métabolisme
intermédiaire (Madec, 2014).

Inhibition de la synthese (2) Inhibition de la synthese
de la paroi licterlenne de la membrane cytoplasmique

(3) Inhibition de 1a X
synthése protéique @ Inhibition de la
synthése de I'ADN

@ Autres mécanismes

Figure 13: Mode d’action des antibiotiques (Madec, 2014).

5. Meéthodes pour limiter I'antibiorésistance

Afin de lutter contre l'antibiorésistance, il faut limiter le contact entre des antibiotiques

inadaptés et les bactéries (Bosquet et al., 2013) recommande de limiter l'usage :

» Des antibiotiques dans le traitement des mammites : cela concerne les traitements non
justifiés ou les chances de guérison sont faibles. La prévention des mammites par des
modifications du logement, de I'hygiéne de traite ou de la machine a traire diminue le
nombre de traitements antibiotiques utilisés (Larpent et Sanglier, 1989)..

> Des traitement par voie générale : ils agissent sur la mamelle mais également sur les
flores commensales de I'organisme dont la flore digestive et peuvent induire des
résistances au niveau de cette flore. De méme, afin de limiter le développement de

résistance de la flore digestive, le lait contenant des résidus d'antibiotiques ne doit pas
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servir a la nutrition des veaux. Les traitements par voie générale doivent étre réserveés
aux situations I'exigeant comme lors de risque de septicémie ou de rechute de mammite
clinique (Loeffeler, 1984).

> Des antibiotiques de derniéres génerations, appelés aussi antibiotiques d'importance
critiqgue ou « antibiotiques critiques » (ce sont principalement les céphalosporines de
3eme et 4eme générations ainsi que les fluoroquinolones), afin de préserver leur
efficacité ( Ducom, 2015).

6. Microorganismes producteurs d’antibiotiques

Apres les travaux et les premiéres observations d’Anderson en 1870 sur I’effet antagoniste d’un
penicillium a vis-a-vis les bactéries et les recherches qui ont été effectués par de nombreux
chercheurs comme les travaux de Fleming en 1929, les découvertes des antibiotiques et
d’organismes producteurs de ces molécules se sont multipliées (Larpent et Sanglier, 1989).
Parmi les 125000 champignons qui ont été décris, seuls 2000 espéces sont connus comme
productrices d’antibiotiques dont le nombre des substances fongiques est actuellement supérieur
a 1200 antibiotiques (Loeffeler, 1984).

La plupart des espéces productrices sont des ascomycetes (de formes imparfaites), quelques
especes des basidiomycétes et des zygomycetes qui peuvent également en produits (tableau 2)
(Larpent et Sanglier, 1989).

Tableau 2 : Représentation de quelques sources de microorganismes productrices des
antibiotiques (Madec, 2014).
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| Streptomycetes nodosus Amphaterich B

i T‘l"‘;‘ﬂ!f‘ | Streptmnyeetes venezuelas | Chloramphenicole
| Streptomycetes aureofaciens | Chlartetracyline et
Streptomycetes erythaeus Erythromycine —=
Streptomycetes fradiae Neomycine = =

Streptomycetes griseus Streptomycine =

Micromonospara purpureae Gentamicine
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I11. Plantes aromatiques et médicinales
1. Généralités

Une plante médicinale est une plante que I’on cultive ou que ’on cueille dans son milieu
naturel pour ses propriétés médicinales. L’étre humain utilise des plantes depuis des milliers
d’années pour traiter divers maux, le monde végétale est a I’origine d’un grand nombre de
médicaments. Récemment, des chercheurs ont estimé qu’il existe environ 400 000 espéces de
plantes dans le monde, dont environ le quart ou le tiers ont été utilisées par les sociétés a des
fins médicinales. Dans 1’ Algérie il existe 58 ou plus de différentes familles botaniques (annexe
C) (Melero, 2010)..

Figure 1 : Les plantes aromatiques et médicinales les plus utilisées au quotidien (Mokkadem,
2004).

2. Meéthodes de production et d’extraction

Il existe différentes méthodes pour obtenir des huiles essentielles. La plus utilisée est
I’entrainement par la vapeur ou I’hydrodistillation (Figure 2): ce procédé convient a la majorité
des plantes. Cette méthode est trés efficace car elle repose sur la particularité des huiles
essentielles d’étre insolubles dans 1’eau mais solubles dans la vapeur. De la vapeur est envoyée
sur les plantes, elle se charge ainsi d’huiles essentielles au contact de celles-ci. La vapeur est
ensuite envoyée dans un compartiment ou elle va étre refroidie et ainsi se liquéfier. Le liquide
obtenu comporte alors deux phases : I’eau et les huiles essentielles. 11 suffit ensuite de récupérer
I’huile essentielle par simple décantation. L’inconvénient de cette technique est I’utilisation de

températures élevées et 1’obtention de composés uniquement volatils (L Ylang, 2010).
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Figure 2 : Schéma d’un alambic au cours d’une distillation par entrainement a la vapeur

(L’Ylang, 2010)

La récupération d’huiles essentielles est également possible a I’aide d’appareils appelés
extracteurs de Soxhlet. L’extraction est réalisée grace a des solvants organiques. On obtient
ainsi des huiles essentielles avec des solvants volatils type hexanes ou benzénes. Les
désavantages de cette technique est la chauffe et I’utilisation de solvants.

Une autre pratique utilisée est 1’extraction par pression a froid. Ce procédé offre un rendement
plus faible que les deux précédents mais ne nécessite pas de chauffage. Il est cependant peu
utilisé car il ne s’applique qu’aux écorces ou aux fruits (Melero, 2010)..

Le systétme a macération n’est utilisé qu’en cosmétique. Il consiste a mettre en contact les
parties nobles des plantes (fleur, pétales,...) avec des huiles “neutres” (type amande douce)
pour obtenir ensuite des huiles aromatisées (Melero, 2010)..

La derniere technique est I’extraction au CO, super-critique (Figure 3). Du CO, est utilisé dans
des conditions de pression et de température particulieres (ni liquide, ni gazeux) lui conférant
un excellent pouvoir d’extraction. C’est cette technique qui donne les huiles essentielles les plus
pures car elle est moins dégradante que la vapeur d’eau. Mais c¢’est encore un dispositif trés

imposant et trés onéreux donc peu répandu (L’Ylang, 2010).
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Figure 3 : Schéma de I’extraction des huiles essentielles par CO2 supercritique (L’Ylang,
2010)

3. Huiles essentielles en santé animale

3.1. Généralités sur les huiles essentielles

Les huiles essentielles (HE) sont des substances odorantes et volatiles, non grasses,
extraites d’un végétal sous forme liquide (Couic-Marinier et Lobstein, 2013). Elles sont
synthétisées par des plantes aromatiques en tant que métabolites secondaires (Bakkali et al.,
2008). La plupart des végétaux renferment des HE, mais habituellement en quantité infime.
Seules les plantes dites « aromatiques » en produisent en quantité suffisante (Lardry et
Haberkorn, 2007). Ces dernieres fabriquent les huiles essentielles pour se protéger, se
soigner, se réparer : elles leur servent a séduire les insectes pollinisateurs, se protéger des
brdlures du soleil ou du froid, des prédateurs et des maladies, et enfin a guérir (blessures,

maladies, attaques diverses...) (Festy, 2011).

La biosynthése et 1’accumulation des molécules aromatiques sont généralement
associees a la présence de structures histologiques spécialisées. Ces structures, sont souvent
situées sur, ou a proximité de la surface de la plante et elles varient selon les familles
botaniques, poils sécréteurs externes dans le cas des Labiées et des Géraniacées, cellules
sécretrices dans le cas des Lauracées, des Magnoliacées et des Pipéracées, poches
sécrétrices dans le cas des Myrtacées et des Aurantiacées et canaux sécréteurs pour les

Ombelliferes et les Coniféres(figure 1) (Haddouchi et Benmansour,2008).
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A: Coupe transversale du pétiole avec deux cavités de sécétions dans le parenchyme (Rustia formosa)

B: Poil sécéteur (Mentha pulegium)
C: Trichome glandulaire (Mentha pulegium)

Figure 4: Diversité des structures de sécrétion des huiles essentielles par les plantes

aromatiques (Vieira et al.,2001; Karray-Bouraoui et al.,2009).

3.2. Les voies d’administration

Les huiles essentielles ont différents modes d’action selon leur mode d’administration :

- Par inhalation : Les huiles essentielles agissent au niveau cérébral sur des récepteurs
essentiellement olfactifs et également au niveau des poumons des animaux. Cette voie est
utilisée lorsque I’effectif d’animaux a traiter est important évitant ainsi leur manipulation
individuelle. Elle a I’avantage de permettre I’administration de mélanges aux propriétés variées
telles que les huiles essentielles anti-infectieuses, calmantes, antiseptiques ou insectifuges. Mais

I’exploitation doit posséder des locaux a ventilation contrdlée ce qui peut représenter un cotit
(Melero, 2010).

- Par ingestion : Il s’agit du mode d’action le plus efficace aprés I’injection directe.
Cependant le pH trés acide au niveau de 1’estomac mais aussi des phénomenes d’oxydation
entraine des dégradations ou des modifications d’une grande partie des huiles essentielles. Les
pertes lors du passage dans 1’estomac sont estimées a 40% de la dose ingérée. Il est donc
nécessaire de prendre en compte cette perte métabolique lors du calcul de la dose a administrer
(Melero, 2010).
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- Par voie cutanée : La peau étant perméable aux huiles essentielles, elles pourront la
traverser par simple frottement sans subir de modification lors du transfert cutané. Cependant, a
forte concentration, les huiles essentielles peuvent étre trés corrosives pour la peau. On peut
donc les diluer dans des huiles végétales. En revanche, des huiles essentielles trés toxiques par
voie buccale (comme la sauge officinale) possédent une toxicité moindre quand elles sont

administrées en massage sur la peau (Festy, 2011).

- Par voie colorectale : Cette méthode d’administration entraine peu de modifications de la
structure et donc des propriétés des huiles essentielles. Il est cependant nécessaire, lors du
calcul des doses a administrer, que les muqueuses ne soient pas agressees par les huiles
essentielles utilisées (pouvoir corrosif). Cette méthode est bien utilisée dans les élevages de
ruminants, elle permet une bonne imprégnation des poumons, dans le cas de pathologies
respiratoires

-Autres voies accessoires : Les huiles essentielles peuvent également étre administrées par

voie intramammaire ou par voie intra-utérine (Festy, 2011).

3.3. Activité antibactérienne et mécanismes d’action des huiles essentielles

Les HEs ont un effet sur la croissance des bactéries. Elles agissent en empéchant leur
multiplication, leur sporulation et la synthese de leurs toxines. Ces dernieres attirent
actuellement beaucoup d’attention parce qu’elles ont montré une activité contre les
pathogeénes résistants aux antibiotiques, tels que les staphylocoques dorés résistants a la
méticilline (SARM), les B-Lactamases a spectre élargi (BLSE) et les entérocoques resistants
a lavancomycine (ERV) (Tohidpour et al., 2010 ; Warnke etal.,2013).

Compte-tenu de la diversité des molécules présentes dans les HEs, [’activité
antibactérienne semble résulter d’une combinaison de plusieurs modes d’action, impliquant
différentes cibles cellulaires (figure 5).

D’une maniére générale, leur action se déroule en trois phases (Calsamiglia et al.,2007 ;
Djilani et Dicko, 2012; Goetz et Ghedira , 2012) :
o Attaque de la paroi bactérienne, ce qui provoque une augmentation de la perméabilité
puis la perte des constituants cellulaires;
o Acidification de I’intérieur de la cellule provoquant la coagulation des constituants
cellulaires par la dénaturation des protéines, ce qui bloque la production de I’énergie
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cellulaire et la synthése des composants de structure ;

o Destruction du matériel génétique, ce qui cause la mort de la bactérie (Jalas, 1971).
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Figure 5 : Action des huiles essentielles et de leurs constituants sur la cellule bactérienne (Burt,
2004)

3.4. Huiles essentielles du thym

La composition chimique de I'HE de thym comme celles dailleurs des autres plantes
aromatiques dépend de plusieurs facteurs tels : la génétique de la plante, I'age, les conditions
édaphoclimatiques et la saison de cueillette (Djilani et Dicko, 2012).

3.4.1. Origine et définition
Le nom du thym (en anglais thyme) vient du grec thumos, qui signifie odeur. Plante sacrée, trés

recherchée dans I'antiquité, le thym était un symbole de force chez les romains ; il était brilé au
cours des sacrifices et utilisé comme encens dans les temples grecs. Le thym est originaire du
bassin méditerranéen, il existe plusieurs especes de ce genre dans le monde, et sur celles qui
sont actuellement connues, l'espéce Thymus vulgaris est toutefois la plus répandue. Au
Maghreb, on dénombre autres telles que : Thymus numidicus, Thymus pallescens, Thymus
ciliatus, etc (Richard, 1992).

3.4.2. Description morphologique
Le thym est une plante sous-ligneuse, odorante, il forme des touffes compactes trés ramifiees

qui s'élévent & une vingtaine de centimétres au-dessus du sol. 1l pousse de fagon spontanée sur

les coteaux secs et rocailleux et dans les garrigues (Djilani et Dicko, 2012).
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Les feuilles du thym sont plus au moins contractées et les inflorescences sont en faux
verticilles. Le calice quant a lui est tubuleux et la corolle est plus au moins exserte (Quezel et
Santana, 1963).

3.4.3. Répartition géographique
Le thym est une plante qui est trés répandue dans le bassin méditerranéen : Maghreb, France,

Espagne, Italie. Aussi dans les montagnes d'Arabie du Sud-ouest et dans la péninsule de Sinai

en Egypte. Le thym pousse également en Sibérie et en Europe du Nord (Jalas, 1971).

Le thym est une plante répandue en Algérie, les différentes especes qui y existent sont réparties
le long du territoire national, du Nord Algérois a I'Atlas saharien, et du Constantinois a
I'Oranais (Kabouche et al., 2005).

3.4.4. Composition chimique
La composition des huiles essentielles varie en fonction de différents facteurs, incluant le stade

de développement des plantes, les organes préleves, la période et la zone géographique de
récolte. Elle peut aussi étre modifiée au cours de D’extraction ou durant la conservation

(Merghache et al., 2009 ; Boukhatem et al.,2010 ; Sui et al.,2012; Zaouali et al., 2013).

Dans le teneur de 1,0 & 2,5 % diverses compositions ont été décrites: ainsi, le Thymus semble
étre le composé majeur des HE de plusieurs especes de thym. (Wu et al., 2013).
» Les composants de thymus
- Monoterpénes isomeres : thymol = méthyl-6-isopropyl-3-phénol (30 a 50 %)
- Carvacrol = méthyl-5-isopropyl-2-phénol (3 a 5 %)
- Une faible partie des phénols est également présente sous forme d'hétérosides.
- Précurseur biogénétiques des monoterpenes : y-terpinene (5 a 10 %) et le p-cymene (10
a 20 %), ainsi que les méthyléthers du thymol et du carvacrol.
- Hydrocarbures sesquiterpéniques : B-caryophylléne (1) est présent en quantiténotable
(1a3%)
Autres constituants
- Acide rosmarinique et caféique
- Tanins

- Flavonoides (thymonine, cirsilinéol et 8-methoxy-cirsilinéol caractéristiques)
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- Triterpenes

- Dérivés du biphényl d'origine monoterpénique

3.4.5. Caractéristiques physiques
Une huile essentielle de Thym vulgaire a thuyanol de qualité doit présenter des caractéristiques

physiques proches de celles-ci (Karamanos et Sotiropoulou ,2013) :
Densité a 20°C : 0,892 a 0,915.

Indice de réfraction 4 20°C : 1,46 a 1,48.

Pouvoir rotatoire a 20°C : +0° & +20°.

Point éclair : +60°C.

3.4.6. Description morphologique

Le thym est une plante sous-ligneuse, odorante, formant des touffes compactes tres
ramifiées qui s‘élévent a une vingtaine de centimétres au-dessus du sol. Il pousse de facon

spontanée sur les coteaux secs et rocailleux et dans les garrigues (Djilani et Dicko, 2012).

Les feuilles du thym sont plus au moins contractées et les inflorescences sont en faux
verticilles. Le calice, quant a lui, est tubuleux et la corolle est plus au moins exserte (Quezel &
Santa, 1963).

Fleur——

Plante entiére

Fruit

Feuille =

Figure 6 : Morphologique de thymus vulgaris (Quezel& Santa, 1963)
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3.4.7. Classification taxonomique

Le Thymus est un genre de plantes (couramment appelées thym ou serpolet) de la
famille des Lamiacées. Ce sont des plantes rampantes ou en coussinet, portant de petites fleurs
rose pale ou blanches. Ces plantes sont riches en huiles essentielles et a ce titre font partie des

plantes aromatiques(Thym)(Teuscher et al., 2005).

Classification

Régne Plantae (végétal)

Sous-régne | Tracheobionta

Division Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida

Sous-classe Asteridae

Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae
Genre Thymus

3.4.8. Domaines d’utilisation
» Phytothérapie

Le terme d‘aromathérapie apparait en 1937 (Gattefossé, 1937). Cest est une branche de
la phytothérapie qui utilise les huiles essentielles pour traiter un certain nombre de maladies
internes et externes (infections d‘origine bactérienne ou virale, troubles humoraux ou nerveux)
(Djilani et Dicko, 2012).

Plusieurs huiles essentielles ont donné des résultats cliniques tres satisfaisants en
médecine dentaire, dans la désinfection de la pulpe dentaire ainsi que dans le traitement et la
prévention des caries (Sourai, 1989; Kato et al., 1990; Schwartz & Hilton, 1992). La listerine,
qui est une solution constituée d‘huile essentielle, de thymol et d‘eucalyptol, posseéde une
grande activité bactéricide sur les micro-organismes de la salive et de la plaque dentaire (Kato
et al., 1990).

L*effet antibactérien de 1‘huile essentielle de thym et ses constituants actifs, a été mis en
évidence pour Salmonella thyphimirum (Juven et al., 1994).

Leeffet antiviral de 1‘huile essentielle d‘origan et du girofle sur le virus Type 1 de

1‘herpés simplex, a été montré par une étude in vitro (Siddiqui et al., 1996).
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L¢huile essenticlle des feuilles de la Menthe poivrée (Mentha piperita) lui confére un
grand pouvoir calmant des spasmes intestinaux.

Des études tres récentes ont montré que le géraniol a une action sur les cellules
cancereuses du colon (Carnesecchi et al., 2001), en plus de I‘activité anti-inflammatoire,

récemment mise mise en évidence (Siani et al., 1999).

» Utilisations en aéro-ionisation
Dans les locaux, 1‘atmosphére peut étre aseptisé avec un ionisateur d‘huile essentielle. Il se
forme ainsi des aérosols vrais aromatiques, ionis€s, créant de l‘oxygene naissant ionique,
fortement bactéricide, tout en contribuant a dépolluer 1‘atmosphére (Taldykin, 1979;
Makarchuk et al., 1981; Inyoue et al., 1983).

» Parfumerie et cosmétologie
Dans ce domaine, les huiles essentielles semblent reprendre actuellement le dessus sur les
produits de synthese classiques.
Le cinéole, par exemple, entre dans la fabrication des savons de toilette, des aérosols et des
lotions désodorisantes (Borris, 1996). De méme, Beylier-Maurel (1976) a réuni une vingtaine
de composés bactériostatiques en formulation harmonieuse de point de vue olfactif. Elle a aussi
démontreé la grande activité de 1‘huile essentielle de bois de Santal, sur la microflore de la peau,
d‘ou son utilisation en cosmétique. Des usages similaires ont été réalisés avec les essences de
Camomille (Schilcher,1985).
Leutilisation des huiles essentielles dans les cremes et les gels, permet de préserver ces
cosmétiques grace a leur activité antiseptique et antioxydante, tout en leur assurant leur odeur
agréable (Maruzzella, 1962; Roulier, 1992; Vargas et al., 1999).

» Conservation des denrées alimentaires
La préservation des produits alimentaires a caractere périssable, constitue un des domaines
d‘utilisation des plantes aromatiques et médicinales.
La lutte contre les champignons toxinogenes est 1‘un des objectifs de cette conservation. En
effet, ces micro-organismes élaborent des substances toxiques, les aflatoxines, les ochratoxines
et les zéaralenones, réputés pour leurs effets hépatotoxique et cancérigene (Hitokoto et al.,
1980; Tantaoui-Elaraki & Beraoud, 1994; Fan & Chen, 1999).
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Plusieurs travaux ont montré que les huiles essentielles de thym, d‘origan, de cannelle et
d‘autres plantes aromatiques, ont un effet inhibiteur sur la croissance et la toxinogenese de
plusieurs bactéries et champignons responsables de toxi-infections alimentaires (Hitokoto et al.,
1978; Beraoud et al., 1991; Lachowiez et al., 1998; Arora & Kaur, 1999). La quantité d‘épices
et d‘aromates habituellement utilisés étant faible, leur pouvoir antimicrobien semble synergique

(Beuchat, 1976; Madhyasta & Bhat, 1984; Bilgrami et al., 1992).

Le carvacrol, un des constituants chimiques des huiles essentielles qui exerce une action
antimicrobienne bien distinguée, est additionné a différents produits alimentaires en industrie
agro-alimentaire (Hammer et al., 1999). 1l y est rajouté pour rehausser le goQt et pour empécher
le développement des contaminants alimentaires (Busta & Foegeding, 1980; Hitokoto et al.,
1980).

Leugénol et le cinnamalehyde, extraits a partir d‘huile essentielle du Cinnamum, comptent
parmi les principaux agents de conservation alimentaire, d‘origine végétale. Ils sont employés
comme additifs pour la préservation des olives de table contre la flore cryptogamique (Kiwank
& Akgul, 1990; Wild, 1994).

4. Evaluation de D’activité antibactérienne : Technique de diffusion en milieu
gélosé (méthode de Kirby Bauer)
Le recours aux ressources naturelles, en général, et aux plantes médicinales, en

particulier, devient alors une des plus importantes et intéressantes pistes a explorer, pour la
recherche de nouveaux produits antibactériens plus efficaces (Wright & Sutherland, 2007).

Parmi les méthodes d‘évaluation de 1‘activité antibactérienne d‘une plante donnée
(extrait ou huile essentielle), la technique de l‘antibiogramme, utilisée pour tester les
antibiotiques, est la plus couramment utilisée. Quand il s‘agit de tester 1‘huile essentielle d‘une
plante donnée, on parle d‘aromatogramme au lieu d‘antibiogramme. En d‘autres termes,
l‘aromatogramme est 1‘équivalent d‘un antibiogramme ou les antibiotiques sont remplacés par
les huiles essentielles (Girault & Bourgeon, 1971; Belaiche, 1979), permettant de mesurer in
vitro leur pou voir antibactérien.

Différents types d‘aromatogrammes ou antibiogrammes en milieu solide, liquide ou
gazeux, sont exploitables. Cependant, en pratique quotidienne, c‘est le milieu solide qui est le
plus simple et le plus facilement reproductible. Ainsi, pour notre étude de 1‘activité
antibactérienne des extraits et des huiles essentielles de Thymus, nous avons utilisé la méthode

de diffusion en milieu solide (Sacchetti et al., 2005; Celiktas et al., 2007) dont le protocole
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expérimental sont présentés dans la partie Matériels & Méthodes.

Technique de diffusion en milieu gélosé (antibiogramme/aromatogramme)

Elle est appelée aussi technique de 1‘antibio/aromatogramme (Dayal & Purohit, 1971).
Dans cette méthode, des disques de papier filtre imprégnés d‘extrait ou d‘huile essentielle de
plantes, sont déposés a la surface d‘un milieu gélosé préalablement ensemencé, en surface,
d‘une suspension bactérienne.

Une variante de cette technique consiste en 1‘aménagement de puits, a 1‘emporte piéce,
dans la gélose coulée et solidifiée en boite. Le puits est rempli d‘un volume donné d‘extrait ou
d‘huile essentielle de plantes, qui va diffuser dans la gélose (Beylier-Maurel, 1976).

Dans 1‘une ou I‘autre de ces deux variantes de cette technique, la lecture des résultats se
fait par la mesure du diameétre de la zone d‘inhibition de la croissance bactérienne (en mm)
apres incubation a 37°C (Sacchetti et al., 2005).
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IV. Matériel et méthodes

1. L’objectif

Notre travail a été réalisé au sein du laboratoire des sciences et techniques de production

animale de I'université Abdalhamid Ben Badis sis a Mostaganem.

Cette étude a été conduite in vitro sur I’effet thérapeutique de I’huile essentielle de thym

contre les infections mammaires a staphylococcus aureus.
2. Matériel
Tout le matériel doit étre stérilisé et le travail effectué dans une zone stérile.
2.1. Matériel microbien

Les microorganismes utilisés dans ces travaux sont des souches de I’espéce bactérienne

staphylococcus aureus responsables des infections mammaires.

> Une souche de référence, Staphylococcus aureus ATCC6538.

> Une souche clinique fournie par le laboratoire vétérinaire régional de Tlemcen.
2.2. Huile essentielle de thym

Il s’agit de I’huile essentielle extraite d’une plante médicinale aromatique, le thymus

ou Farigoule (espéce botanique : Thymus vulgaris. L.).

Cette plante a été soumise a une hydro-distillation dans un laboratoire de syntheése
pétrochimique « du département de Génie des procédés chimiques et pharmaceutiques, de

I’universit¢ M’hamed Bougara de Boumerdes.
2.3. Antibiotiques

Nous avons testé I’effet de quatre antibiotiques (souvent utilisés contre les infections

mammaires) sur les souches bactériennes.

I s’agit de I’amoxicilline, la gentamicine, la vancomycine et la tétracycline.
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2.4. Milieu sélectif
Nous avons utilisé deux milieux de culture PCA (Annexe A) et Chapman (Annexe B).
3. Méthode
3.1. Caractérisation des souches testées

3.1.1. Revivification des souches étudiées

» Préparation de I’inoculum

La revivification des staphlycoques conservés, S.aureus d’origine clinique et S.aureus de

référence ATCC6538 a été réalisée sur un milieu de culture liquide, le PCA.

Dans chacun des tubes stériles de 10 ml contenant de milieu PCA liquide, on met 100 ul de la
suspension bactérienne de staphylococcus aureus (le 1° tube avec S.aureus d’origine clinique et
la 2 ®™ S.aureus de référence ATCC6538). Les tubes sont incubés pendant 72 heures a 37 C°.

La suspension bactérienne conservée au préalable dans un milieu spécifique a été décongelée au
bain-marie a 37 C°.

Etude du type respiratoire

Apreés incubation plusieurs cas peuvent se produire :

- Croissance bactérienne au niveau de la partie supérieure du tube : bactéries aérobies strictes.
- Croissance bactérienne dans tout le milieu : bactéries aéro-anaérobies facultatives.

- Croissance au fond du tube : bactéries anaérobies strictes.
3.1.2. Ensemencement sur milieu solide Chapman

A partir des bouillons de la revivification on prend 0 ,1 ml et on le répartit en gouttes a la
surface de la gélose, on étale 1’échantillon sur la surface du milieu a I’aide d’un rateau (étaloir)

en verre stérile. Les boites sont ensuite incubés pendent 7 jours a 25 °C.

Si la suspension est trop trouble, on ajuste I'opacité en ajoutant de I'eau physiologique.
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3.2. Tests biochimiques

3.2.1. Test de catalase
La catalase est une enzyme qui catalyse la dégradation du peroxyde d'hydrogéne (H20>),
produit toxique du métabolisme aérobie de nombreuses bactéries, en H20 et 1/2 O,. Ce test est

fondamental pour 1’identification des bactéries a Gram +.

Mode opératoire
On dépose une goutte d’eau oxygénée sur une lame, a ’aide de ’anse de platine ou d’une
pipette Pasteur boulée, on dépose ensuite une colonie isolée de la souche a tester sur la goutte
d’eau oxygénée. On observe s’il y a ’apparition de bulles.
Une réaction positive se traduit par le dégagement de bulles de gaz (oxygene).

H.0, —» HO0+1/20;

3.2.2. Test de la coagulase ou Staphylocoagulase

La mise en évidence de la coagulase libre permet la différenciation des espéces du genre
Staphylococcus. En effet, seule I'espece Staphylococcus aureus peut posséder cette enzyme qui
joue un réle important dans le pouvoir pathogéne de la bactérie.

Nous réealisons une subculture en bouillon nutritif. Dans un tube a hémolyse contenant 0,5 ml
de plasma, on introduit 0,5 ml de la suspension bactérienne déja préparée, puis on incube a
37°C pendant 24 heures .Un témoin négatif est préparé en mélangeant le bouillon nutritif au
plasma de sang humain. Ces témoins ne sont pas ensemencés.

La prise en masse recherchée par inclinaison du tube est observée, au point que le tube peut étre
retourné. Un caillot moins compact, visible avant les 24 heures doit étre considéré comme

positif.

Figure 1 : Résultats positif de test de la coagulase (Sagar, 2018)
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3.2.3. Test d’oxydase
Ce test est a la base de I’identification des bactéries Gram -.
On préleve a I’aide d’une pipette Pasteur boutonnée une colonie et on la dépose sur « un disque
oxydase », celui-ci contient de I’oxalate de diméthyl-paraphénylene diamine. Les bactéries
« oxydase-positive » donnent rapidement une coloration violette foncée ; dans le cas contraire,

il n’y a pas de coloration.

3.3. Examen macroscopique

» On observe I’aspect, la couleur et la forme des colonies.

Les staphylocoques sont des Cocci a Gram positif disposés en amas. L’espece S.aureus se
distingue généralement des autres staphylocoques appelés staphylocoques a coagulase négative
(SCN) par la présence d’une coagulase) (Dal Pozzo, 2011).

Les colonies sont souvent pigmentées et entourées d’une aréole jaune.

La plupart des souches de S. aureus fermentent le mannitol et font virer le milieu du rouge au

jaune orange.

3.4. Examen microscopique
» On procede a I’examen microscopique d’une colonie nette bien isolée apres Coloration
de Gram :
Le colorant utilisé est le violet de Gentiane qui colore l'intérieur des bactéries. Celles-ci sont
ensuite décolorées a 1’alcool-acétone. En raison de leur paroi de structure plus épaisse et de
composition chimique particuliére, les bactéries Gram+ garde la coloration violette. Les
bactéries Gram-, avec une paroi plus fine et plus perméable a la décoloration, perdent la couleur
violette. De maniére a visualiser les bactéries Gram-, on recolore avec de la Fuschine (rose).

Les bactéries Gram+ resteront violettes alors que les Gram- seront maintenant teintées en rose.
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3.5. Evaluation de DPactivité antibactérienne

Pour cette évaluation, on utilise I’antibiogramme standard en milieu gélosé : méthode de Kirby
Bauer (méthode des disques), le protocole suivi est celui décrit par (Mazari et al 2010), avec
quelques modifications (gélose Chapman a la place de Mueller-Hinton, étalement de la

suspension a la place d'un écouvillonnage).

3.5. 1. Evaluation de I’activité antibactérienne de I’huile essentielle de thym

L’¢évaluation de I’activité antimicrobienne 1’huile essentielle de thym a été réalisée vis-a-vis
staphylococcus aureus de deux origine différentes (un S.aureus de référence ATCC6538 et
S.aureus clinique).

Nous avons également étudié D’effet antimicrobien de quatre antibiotiques de familles
différentes : 1’amoxicilline, la gentamicine, la vancomycine et la tétracycline vis-a-vis de ces
staphylococcus aureus.

-On prépare la suspension bactérienne a partir de 1’isolement (souche pure) : staphylococcus
aureus (clinique et référence ATCC6538.). On dépose un volume de 0,1 ml de chaque
suspension et on étale sur la gélose Chapman avec un rateau, on laisse sécher en tapis sur le
milieu.

- On dépose dans chaque boite quatre disques, ensuite sur chaque boite on dépose des volumes

de I’huile essentielle de Thym respectivement : 0,5 pl ; 0,1 pl et 1,5 pl.

- On place apreés les boites dans le réfrigérateur pendant 1 heure, apres, les boites sont mises en

I’incubateur pendant 5 jours a 37 C°.

- On a renouvelé I’opération, en imbibant de nouveaux disques avec les méme volumes
respectivement (0,5 pl ; 0,1 ul et 1,5 pl.) que ’on dépose sur les anciens disques. Le

traitement in vitro est étalé en 3 fois chaque 72 heures.

- La lecture et réalisée a I’issu d’une durée de 5 jours et 12 jours.
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3.5.2. Evaluation de I’activité antibactérienne des antibiotiques

» Technique
On prépare des disques de papier Wathman de 6 mm de diametre, ils sont stérilisés par
autoclavage a 120 C° minutes, puis conservés dans des tubes en verre stériles fermés

hermétiquement jusqu’a utilisation.

Les résultats sont exprimés selon quatre niveaux d’activité pour les antibiotiques (Bouharb et
al., 2014) :
> D <8 mm : bactérie non sensible ;

> 9 < D < 14 mm : bactérie sensible ;

> 15 < D < 19 mm : bactérie trés sensible ;
> D > 20 mm : bactérie extrémement sensible
D = diamétre

On dépose un volume de 0,1 ml de chaque suspension (staphylococcus aureus (clinique,
référence) est étalé sur la gélose Chapman avec un rateau, on laisse sécher en tapis sur le

milieu.

- On dépose ensuite dans chaque boite quatre disques pour un méme antibiotique.

- Sur chaque disque on dépose 5 pl de I’antibiotique.

- On place apres les boites dans le réfrigérateur pendent 1 heure apres, les boites sont mises au

niveau de I’incubateur, pendant 5 jours a 37 C°.

- On renouvelée I’opération, en imbibant des nouveaux disques avec le méme volume (5 pl)
que I’on dépose sur les anciens disques. Le traitement in vitro est étalé en 3 fois chaque 72

heures.

- La lecture et réalisée a I’issu d’une durée de 5 jours et 12 jours.
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Résultats et discussion

V. Résultats et discussion

1. Revivification des souches étudiées

Apres ’incubation des tubes a 37C° pendant 48 heures, on remarque qu’il y a une croissance
bactérienne et se développent rapidement dans tout le milieu liquide du PCA donc les souches

bactéries sont des aéro-anaérobies facultatives.

Figure 1 : Résultats de la revivification des souches testées
A : S. aureus de référence ATCC6538 ; B : S. aureus de clinique e ; C : Témoin

2. Examens macroscopiques et microscopiques
» Observation morphologique

X Aprés 48 h d’incubation a 37°C, on observe:
Des colonies lisses, de forme rondes, bombées, brillantes, de 1 a 1,5 mm de diametre. Elles se
pigmentent habituellement en jaune doré virage de la couleur du milieu, il s’agit probablement

de S. aureus.

Figure 2 : Aspect des souches testées sur milieu Chapman solide apres incubation
a 37°C pendant 72h.
A : S. aureus de référence ATCC6538 ; B : S. aureus de clinique
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Tableau 1 : Aspect macroscopique des souches staphylocoques sur le milieu Chapman

Souche Taille Forme Pigmentent croissance
S. aureus de Petit Bombé Jaune doré Faible
référence ATCC6538

S. aureus de clinique Petit Bombé Jaune doré Bonne

3. Tests biochimiques

3.1. Test de catalase
On observe un dégagement gazeux, donc les souches sont catalase positive.

Figure 3: Résultats des tests de catalase

A : S. aureus de référence ATCC6538 ; B : S. aureus de clinique

3.2. Test de ’oxydase
On observe que la couleur des disques ne change pas et 1’absence de la coloration violette

foncée des deux bactéries (S.aureus de référence ATCC6538 ; S. aureus d’origine

clinigue), donc elles sont oxydases négatives.

Figure 4 : Résultats des tests d’oxydase

A : S. aureus de référence ATCC6538 ; B : S. aureus de clinique ; T : Témoin
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3.4. Test de la coagulase
Aprés 24 h d’incubation, on peut incliner les tubes, le plasma reste sous forme d’un culot, cela

signifie qu’il a coagulé, les souches (S.aureus de référence ; S. aureus de clinique). Les souches
possédent la coagulase, elles sont coagulase positives.

Figure 5: Résultats des tests coagulase

A : S. aureus de référence ATCC6538 ; B : S. aureus de clinique ; C : Témoin

4. Coloration de Gram
Apres coloration de Gram 1’observation microscopique a révélé que les souches étudiées

(S.aureus de référence ATCC6538 ; S. aureus de Clinique) des colorés de fagon homogéne en

violet de forme des coques en amas, c’est a dire des coques Gram positive, elles sont rondes

régulieres de petit diamétre (de 1 a 1,5 um).

Figure 6 : Observation microscopique apres la coloration de Gram (grossissement x100).
A : S. aureus de référence ATCC6538 ; B : S. aureus de clinique
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5. Evaluation d’activité antibactérienne

o La présence de I’activité antibactérienne est traduite par 1’apparition des zones claires
autour des puits, I’absence de I’inhibition se traduit par I’absence des halos autour des
puits. Le diamétre des halos varie en fonction de la souche testée, de composition et la
dose de la substance active présente dans I’extrait de 1’huile essentielle ou des
antibiotiques (Vaux et al., 2012). On teste I’expérience sur deux souches bactériennes
(Staphylococcus aureus de référence ATCC6538 et autre d’origine clinique).

o Pour I’huile essentielle de thym, il existe trois types d'interprétation selon le diametre du
halo qui entoure le disque : souche ou bactérie sensible, intermédiaire ou résistante.

» Sensible (S) : signifie que la probabilité de succes thérapeutique est forte, a condition
que les autre paramétres pharmacologiques (diffusion au site de [’infection),

toxicologique et clinique soient pris en compte.

* Résistant (R) : signifie que le risque d’échec thérapeutique est grand quelque soit le

traitement.

* Intermédiaire (1) : signifie que I’action de I’huile se situe dans la zone d’incertitude

qui ne peut pas prédire du succes ou de I’échec thérapeutique.

« La réponse S/I/R est suffisante dans la majorité des infections.

o Les résultats sont exprimés selon quatre niveaux d’activité pour les antibiotiques
(Bouharb et al., 2014) :

D <8 mm : bactérie non sensible ;

9 < D < 14 mm : bactérie sensible ;

15 < D < 19 mm : bactérie trés sensible ;

D > 20 mm : bactérie extrémement sensible.

D = Diameétre de zone d’inhibition

5.1. Evaluation d’activité antibactérienne de I’huile essentielle de thym

o Aprés 5 jours d’incubation et les disques imbibés 2 fois, il n’y a aucun changement sur
la croissance bactérienne et I’absence des halos d’inhibition, les résultats mentionné

sur la figure (7 et 8).
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Figure 7 : Résultats obtenus de 1’effet de I’huile essentielle sur Staphylococcus aureus

d’origine clinique.

Figure 8 : Résultats obtenus de ’effet de 1’huile essentielle de thym sur Staphylococcus aureus
de référence ATCC6538.

o Aprés 12 jours d’incubation et les disques imbibés 4 fois, il y a une croissance
bactérienne avec la présence des halos d’inhibition. Les résultats mentionnés sur la
figure (9 et 10).
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Figure 9: Résultats obtenus de ’effet de 1’huile essentielle de thym sur Staphylococcus aureus

de référence ATCC6538.

Figure 10 : Résultats de I’effet de I’huile essentielle sur Staphylococcus aureus d’origine

clinique.

Résultats obtenus de ’effet de 1’huile essentielle sur les souches testés sont résumé dans le

tableau ci-dessous.

Tableau 02: Résultats de 1’huile essentielle sur les souches testées

Diameétre de zone d’inhibition

L’huile essentielle | La dose ul | S.aureus de référence | S.aureus de
ATCC6538 clinique
Thym 0,5 Résistant Reésistant
1 Résistant Reésistant
15 Sensible Sensible
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o Selon les recommandations de I'organisation mondiale de la santé animale OIE (projet
2017-2019), I'utilisation de la phytothérapie des mammites subcliniques et cliniques aux
huiles essentielles se fait par un traitement des trayons en pré-trempage et en trempage
a des doses allant de 5 & 20 pl suivant I'état sanitaire et infectieux des pis de vache
(Leperlier et al.,2013).

o L’huiles essentielles de thym sont a 70/30 (70% de constituants liposolubles et a 30% de
constituants solubles).a montré qu'en traitement in vitro a des doses allant de 5 pl a
25 ul I'huile diffuse entre 1 et 5 mm pour une inhibition de prolifération et de 5 a 15
mm pour une action bactéricide. La concentration minimale bactéricide CMB vis-a-vis
des staphylocoques a coagulase positive est de lI'ordre de 5 a 15 pl pour un traitement
curative / trayon de 15 a 20 jours et de l'ordre de 2 a 5 pl/ trayon pour un traitement
préventif de 05 a 07 jours inhibant toute prolifération des germes responsables des
mammites.

o Les résultats consignés dans le tableau 2 ont montre que les extraits de thym ont une
bonne activité inhibitrice a une concentration de 6 pl divisé étalé sur quatre fois (1,5 pl
X 4) testées sur les souches bactérienne pathogenes a Gram positif étudiées (S.aureus
de référence ATCC6538 et S. aureus de Clinique) et I’absence d’activité inhibitrice pour
les doses de 2 pl et 4 pl et montrent que les deux souche de Staphulococcus aureus
sensible a I’huile essentielle de thym avec une zone d'inhibition de diametre 9 a 11

mm.

5.2. Evaluation d’activité antibactérienne des antibiotiques

o Apres 5 jours d’incubation, il n’y a aucun changement sur la croissance bactérienne, les
résultats mentionné sur la figure (11 et 12).
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Figure 11 : Résultats obtenus d’un antibiogramme établi par les antibiotiques sur S. aureus
d’origine clinique apres 5 jours d’incubation.

G : Gentamicine ; A :Amoxuciline ; V : Vancomynice ; T : Tetracycline

Figure 12 : Résultats obtenus d’un antibiogramme établi par les antibiotiques sur S. aureus de
référence ATCC6538
G : Gentamicine ; A :Amoxuciline ; V : Vancomynice ; T : Tetracycline
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o Aprés 12 jours d’incubation et les disques imbibés 4 fois, il y a un changement sur la
croissance bactérienne avec la présence des halos d’inhibition, les résultats mentionné sur la
figure (13 et 14).

o A partir des différentes mesures des diametres d'inhibition sur les boites de pétri, Les résultats
obtenus montrent que les antibiotiques (amoxiciline, gentamicine, vancomicine et tetracycline)
blogue la croissance des deux staphylocoques dorés (Staphylococcus aureus de référence
ATCC6538 et d’origine clinique), avec une zone d'inhibition inférieur de 8 mm et pour une
dose de 20 pl (5 pl x 4). les staphylococcus que 1’on teste sont résistant aux antibiotiques
(tableau 3).

Les résultats obtenus sont résumé dans le tableau ci-dessous

Tableau 03 : Résultats des antibiotiques sur les souches testées

Diameétre de zone d’inhibition en

mm
Antibiotiques La dose en pl | S.aureus de référence S.aureus

ATCC6538 clinique
Gentamicine 5 D<8 D<8
Amoxiciline 5 D<8 D<8
Vancomycine 5 D<8 D<8
Tetracycline 5 D<8 D<8




Résultats et discussion

Figure 13 : Résultats obtenus d’un antibiogramme établi par les antibiotiques sur S.aureus de
référence ATCC6538.

G : Gentamicine ; A :Amoxuciline ; V : Vancomynice ; T : Tetracycline

Figure 14 : Résultats obtenus d’un antibiogramme établi par les antibiotiques sur S. aureus
d’origine clinique.

G : Gentamicine ; A :Amoxuciline ; V : Vancomynice ; T : Tetracycline
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» Comparaison entre I’effet de I’huile essentielle et les antibiotiques sur les

bactéries de staphylococcus aureus étudiées

Les HEs ont un effet sur la croissance des bactéries. Elles agissent en empéchant leur

multiplication, leur sporulation et la synthese de leurs toxines. Ces derniéeres attirent

actuellement beaucoup d’attention parce qu’clles ont montré une activité contre les

pathogénes résistants aux antibiotiques, tels que les Staphylocoques aureus résistants a la

méticilline (SARM), les B-Lactamases a spectre élargi (BLSE) et les entérocoques résistants a

la vancomycine (ERV) (Tohidpour et al., 2010 ; Warnke et al.,2013).

Ces résultats semblent indiquer que HE de Thymus vulgaris. L inhibe la caroissance de
staphylocoque, de plus, il donne un effet curatif pour traiter les infections mammaires, en effet,
on peut dire que le traitement des antibiotiques, que HE du thym pour traiter les infections
mammaires a Staphylococcus aureus est efficace a condition de respecter le principe de
I’activité inhibitrice qui basie sur la nature et la dose de la substance active présente dans les
extraits (Tohidpour et al., 2010).

Les avantages de la méthode de diffusion sur gélose (méthode des puits) sont sa rapidité et sa
reproductibilit¢ pour 1’obtention des résultats. Mais, également les inconvénients de cette
méthode sont I’étude de la bactériostase uniquement, le manque de précision, ’absence de
détection de certaines résistances, la réponse ne tient pas compte du site de 1’infection mais
seulement des concentrations sériques pour des posologies usuelles et d’interprétation pouvant
étre complexe.

En tous cas, de nombreux essais sur laboratoire et terrains avec des protocoles standardisés sont

nécessaires pour donner aux éleveurs cette possibilité thérapeutique (Warnke et al., 2013).
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Conclusion

Les mammites ont des consequences économiques importantes dans les élevages laitiers .elles
sont d’origine multifactorielle ce qui rend leur maitrise plus difficile .La lutte contre les
mammites passe par la mise en place de mesures prophylactiques comme I’hygiéne de la traite

et du batiment.

La qualité de gestion des cas cliniques et de la détection des cas subcliniques font partie

intégrante du plan de maitrise sanitaire des mammites.

En élevage laitier, les mammites constituent 1’'une des principales causes de retour a 1’utilisation
des antibiotiques. Leur efficacité est prouvée limitée. Les mammites peuvent engendrer des
pertes économiques importantes (codt du traitement, baisse de la qualité du lait, pertes de
production, temps d’attente,...).C’est pourquoi les éleveurs biologiques sont particulierement

intéressés par le développement d’autres méthodes dans ce domaine.

Parmi ces méthodes, 1’aromathérapie a base d’huiles essentielles de plantes fleuries semble se
développer fortement durant ces dernieres années .C’est dans ce contexte notre méthodologie

menée dans ce sens a donné les résultats escomptés.

Nos résultats ont montré que les extraits de thym « Thymus vulgaris »ont une bonne activité
inhibitrice a une concentration de 6 pl étalée par un traitement expérimental sur quatre fois (1,5
pul x 4) testée sur les souches bactérienne a Gram positif étudiée (S.aureus de référence
ATCC6538 etS. aureus Clinique) et I’absence d’activité inhibitrice pour les doses de 2 pl et 4
ul .Ces résultats expérimentaux semblent indiquer que I'on peut remplacer les antibiotiques par
I’huile essentielle de thym et pour traiter les infections mammaires par Staphylococcus aureus a
condition de respecter le principe de ’activité inhibitrice basée sur la nature et la dose de la
substance active présente dans les extraits.

L’aromathérapie avec 1’huile essentielle de Thym in vitro semble étre trés efficace que
I’antibiothérapie et reste une méthode de traitement a développer et a priori tres intéressante

dans le traitement des infections mammaires.
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En perspectives

Il reste & accomplir de nombreux travaux concernant les huiles essentielles extraites des plantes

fleuries et leur utilisation sur les mammites

De nombreux essais sur terrains avec des protocoles standardises sont nécessaires pour donner
aux éleveurs cette possibilité thérapeutique. La mise en place d’autres essais de terrain et la
détermination de délais d’attentes sont donc nécessaires pour offrir aux éleveurs cette

possibilité thérapeutique dans un cadre législatif défini.
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Annexes

Annexe A : milieux de cultures
> Milieux PCA

La gélose glucosée a I’extrait de levure, appelée par les Anglo-Saxons “Plate Count Agar” ou
PCA, est utilisée en bactériologie alimentaire pour le dénombrement des bactéries aérobies
psychrotrophes, mésophiles dans le lait, les viandes, les produits a base de viande, les autres
produits alimentaires, ainsi que pour 1’analyse des produits pharmaceutiques, des produits
cosmétiques et de leurs matieres premiéres.

Milieu PCA-Lait : en grammes pour un litre d’eau distillée

Peptone CaSINe........cccvevreeieiieeriecie e e se e 5,00
Extrait de [eVUre.......covveeivciieie e 2,50
GIUCOSE ..ot 1,00
Lait BCrEME ... 2,50

pH final a 25°C : 7,00 £0,2
» Milieux Chapman

Milieu d’isolement sélectif des bactéries du genre Staphylococcus (coques Gram + regroupés en
amas).

Composant de milieux Chapman : pour 1L (Ph: 7,4)

Extrait de viande de beeuf.........ccccovveniiiiiniiinn, 1
PEPLONES ... 10
Mannitol.........coooeiiii 10
Chlorure de sodium..........ccocoveiiiieniineeesee 75
Rouge de Phénol .............cccoeiieiiiiiiiccec 0.025
AGAT i 15
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Annexe B

Méthode d’extraction huile essentielle de thym

Le matériel végétal séché est soumis a une hydro-distillation au moyen d’un dispositif
d’extraction type Clevenger (Figure 01). Cette technique se base sur le pouvoir que possede la
vapeur d’eau a transporter les huiles essentielles. L’opération consiste a introduire 100 g de
masse végétale séchée dans un grand ballon en verre, on y ajoute une quantité suffisante d’eau
distillée sans pour autant remplir le ballon pour éviter les débordements de 1’ébullition. Le
mélange est porté a ébullition a 1’aide d’une chauffe ballon. Les vapeurs chargées d’huile
essentielle passent a travers le tube vertical puis dans le serpentin de refroidissement ou aura
lieu la condensation. Les gouttelettes ainsi produites s’accumulent dans le tube rempli
auparavant d’eau distillée. L huile essentielle de faible densité par rapport a I’eau, surnage a la
surface de cette derniére. L’huile ainsi obtenue est récupérée puis traitée par un deshydratant, le
sulfate de sodium, pour éliminer le peu d’eau susceptible d’avoir été retenue dans 1’huile et
enfin conservée dans des flacons opaques bien scellés a température basse (4-5 C°). L’opération

d’extraction dure trois heures a partir du début d’ébullition.

- | 3
L -ballen (. - —

Figure 1: -Dispositif d’extraction Clevenger
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Annexe C

Familles Botaniques algériennes

Distribution des différentes familles de la flore de I’ Algérie en fonction du nombre d’especes
(ce nombre comprend aussi bien les especes définies en tant que telles que les sous-especes, les

variétés et les hybrides).

B Nb. Nb.
Famille desploes® Pour cent. Famille d'espices® Pour cent.
Astéracées 648 15.72% Plant : % 0.63%
Fabacées 453 1099%
ol
Poactes 368 gone| | lndactes 29 938%
Brassicacées 200 485% Fumariacées 21 0,50%
Caryophyllacées 182 441% Résédacées 20 0.48%
Apiacées 163 3.95% Amaranthacées 19 0.46%
Scrofulariacées 110 2.66% Linacées 19 046%
Cistacées 94 2.28% Polypodiacées 19 0.46%
Liliackes 86 208%| | Primulacées 19 0.46%
Boraginacécs 81 1.96% Amaryllidacées 18 043%
“ypéracées 73 1,77%
£ 1 | Aschépiadacées 16 0,38%
Orchidacdes 60 1.45%
Clusiacées 16 0.38%
Ranunculacées 54 1.31%
Gentianacées IS5 0.36%
Euphorbaacées s1 1,23%
*| | Polygalacées 14 0,33%
Rosacées 50 121% Onagracées 13 0,31%
Rubiacées 50 121%
Potamogétonacées 13 031%
Géraniacées 46 L%
Rhamnacées 13 031%
Plumbaginacées 44 1,06%
Tamancacées 13 031%
| - 1,0:4%
Convolvulacées 3 04% A = n 0.29%
Malvacées 39 0.94% Obéacées 12 0,29%
e 37 089%| | Thyméliacées 12 0.29%
Valérianacées 35 084% | | Cucurbitacées 10 024%
Polygonacées 34 0.82% Fagacées 10 24%
Solanacées 33 0.80% Frankéntacées 10 0.24%
Orobanchacées 32 0,77% Violacées 10 124%
Crassulacées 27 0,65%| | Autres familles (3031, 735%
Juncacées 27 065%| [Tom 7 (0 s
Zygophyllacées 27 0.65%

Source : Plantes natives d’Algérie -http://algerianativeplants.net/index.php.
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