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Résumé

Les mammites sont trés fréquentes chez les vaches laitieres. Elles se caractérisent par un état
d’inflammation de la glande mammaire résultant de 1’action de micro-organismes pathogénes
d’origine trés variés. La lutte contre les mammites passe d’une part, par la prévention et
d’autre part, par leur traitement. Les antibiotiques sont ainsi classiquement utilisés pour lutter
contre les affections intra-mammaires. L’objectif de ce travail est I’étude de D’activité
antimicrobienne de I’huile essentielle d’une plante du genre Thymus, considérée comme étant
I’une des plus riches en huiles essentielles, sur une bactérie responsable d’infection intra-
mammaire, le Staphylococcus aureus. La premiere partie de cette recherche a permis
I’isolement et I’indentification d’une bactérie de type staphylocoque, du groupe coagulase-
négative, isolée d’une vache atteinte de mammite. La seconde partie, devait porter sur 1’étude
de I’activité antimicrobienne de ’extrait de Thymus vulgaris L. de la région de Naama, sur ce
germe. Les plantes aromatiques et médicinales constituent une source importante de
molécules antimicrobiennes notamment, dans leurs extraits volatils, et peuvent étre une
alternative aux traitements antibiotiques. L’activité antimicrobienne vis-a-vis du
staphylocoque aurait été réalisée par la technique de diffusion en gélose. Les concentrations
minimales inhibitrices (CMI) et les concentrations minimales bactéricides (CMB) de I’extrait

de Thymus auraient été évaluées.

Mots-clés : Activité antimicrobienne, huile essentielle, mammite, Staphylococcus aureus,

Thym.
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Abstract

Mastitis is very common in dairy cows. They are characterized by a state of inflammation of
the mammary gland resulting from the action of pathogenic micro-organisms of a wide
variety of origins. The fight against mastitis starts with prevention on the one hand and
treatment on the other. Antibiotics are thus conventionally used to fight against intra-
mammary diseases. The objective of this work is the study of the antimicrobial activity of the
essential oil of a plant of the genus Thymus, considered to be one of the richest in essential
oils, on a bacterium responsible for intra- infection. Mammary gland, Staphylococcus aureus.
The first part of this research allowed the isolation and identification of a staphylocoque -type
bacterium, of the coagulase-negative group, isolated from a cow with mastitis. The second
part was to study the antimicrobial activity of the extract of Thymus vulgaris L. from the
Naama region on this germ. Aromatic and medicinal plants constitute an important source of
antimicrobial molecules, in particular in their volatile extracts, and can be an alternative to
antibiotic treatments. Antimicrobial activity against staphylocoque was reportedly achieved
by the agar diffusion technique. The minimum inhibitory concentrations (MIC) and minimum

bactericidal concentrations (CMB) of thymus extract would have been evaluated.

Key words: Antimicrobial activity, Essential oil, Mastitis, Staphylococcus aureus, Thyme.
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Introduction

Les mammites sont des inflammations de la mamelle provoquées principalement par des
bactéries. Elles représentent un probléme majeur en élevage car elles entrainent d’importantes
pertes économiques dans exploitations. En effet, elles vont toujours de pair avec une baisse de
la production laitiere des quartiers touchés de la mamelle. Cette baisse est la plus nette en cas
de mammites cliniques. Les infections intra-mammaires cachées ou mammites sub-cliniques
réduisent également la productivité jusqu’a 40% et les durées de vie des vaches concernées

deviennent plus courtes (Schaeren, 2006).

Le traitement des mammites par les antibiotiques restent le moyen de choix, mais
I’émergence de bactéries résistantes pose un probléme d’inefficacité de ces molécules anti-
infectieuses. Certaines bactéries ont acquis au cours de leur évolution des mutations
geénétiques, qui leur permettent de résister aux antibiotiques (Remy, 2010). Elles ne sont donc
plus éliminées par les traitements a base d’antibiotiques dans les organismes contaminés, ce

qui a conduit a la nécessité de rechercher un traitement alternatif tel que, les plantes.

L’utilisation des plantes pour leurs vertus médicinales est une pratique tres ancienne. 11 a
été prouvé qu’environ 20% des especes végétales poussant dans le monde possedent des
vertus thérapeutiques ou cosmétiques, car elles contiennent des molécules ou des principes
actifs a différentes propriétés biologiques, qui trouvent leur application dans divers domaines

(médecine, pharmacie, cosmétologie et agriculture) (Suffredini et al., 2004).

Parmi ces espéeces, on note le « Thym » qui posséde des atouts considérables grace a la
découverte progressive de leurs applications thérapeutiques. La plante entiére est trés utilisée
en médecine traditionnelle, leurs huiles essentielles sont connues par leurs propriétés

antiseptiques et antimicrobiennes (Zayyad et al., 2014).

Problématiques : Est-ce que ’extrait de thym a une activité antimicrobienne contre le germe

Staphylococcus aureus ?

Hypothése : L’extrait de thym a une activité antimicrobienne contre le pathogene
Staphylococcus aureus car il contient des molécules actives a différentes propriétés

biologiques.
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Introduction

Dans le cadre de la recherche de nouveaux produits antimicrobiens naturels, issues de
plantes médicinales, nous nous sommes intéressés a étudier I’activité antimicrobienne de

I’extrait de thym contre staphylococcus aureus isolé de cas de mammite.
Notre étude sera donc subdivisée en deux grandes parties :

- La premiére partie est une revue littérature ou le premier chapitre est consacrée a des
généralités sur par la glande mammaire et les infections intra-mammaires. Le second chapitre

est dédié aux ’huiles essentielles et a leur activité antimicrobienne.

- La deuxiéme partie concerne la recherche expérimentale ou sera présenté dans le premier
chapitre, le matériel et les méthodes utilisées dans le cadre de la réalisation de cette étude

expérimentale. Le deuxieme chapitre comporte la présentation des résultats qui sont discutés.

12
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Glande mammaire

et infection intra-mammaire



Revue de littérature

I. Généralités sur la glande mammaire
1. Anatomie

1.1. Organisation

La mamelle de la vache est constituée de quatre quartiers anatomiquement séparés par des

ligaments. Chaque quartier se termine a son extrémité par un trayon.

La mamelle est suspendue a 1’abdomen par le ligament suspenseur du pis, tissu fibro-
¢lastique, séré sur la ligne blanche. Tres résistant et €pais, il garantit le maintien de la
glande, qui atteint 50 kg en moyenne chez la vache mais pouvant atteindre 100 kg chez les
tres hautes productrices. Les quartiers avant et arriere quant a eux sont séparés par un septum
plus mince. Le parenchyme mammaire et les voies d’excrétion de chaque quartier sont donc

isolés, sans passage direct possible d’un quartier a 1’autre (Delaval, 2010).

Un quartier est ainsi une « glande » indépendante, composée du parenchyme mammaire,

des voies d’excrétion du lait et du trayon, comme le montre la figure 01.

Mm mmrﬁﬂlrﬂ

Canaux
Vieines gn.l-;m'!ﬂphclmg,

mdmmurrl‘.s

—— Ligoment

Tissu glandulaire
SUspEnseur

Tissu cunfor'll:fll*

Sinus galﬂql'ﬂphore
ou bassinel

Canal du trayon
Sphincter

Figure 01. Coupe longitudinale d’une mamelle (Cauty et Perreau, 2003).
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1.2. Parenchyme mammaire

C’est le constituant principal du corps de la mamelle. Il est formé d’un parenchyme

conjonctif de soutien et du parenchyme glandulaire constitué¢ d’acini entourés de quelques

cellules myoépithéliales. Ces acini mesurent de 100 pm a 300 pm, au sein de ces acini qu’est

sécrété le lait par les lactocytes. Ces alvéoles débouchent sur les canaux galactophores, qui

débouchent sur la citerne de la mamelle (Rémy, 2010).

= Alviole

F Lobe | _4_&
[~y \'

= Citerne de la glande (400 ml) |

¥ 14
YOI

cET
Cellules Sangy anerwen
P ER N e
C it
alviénlaiios
LTl

Cellule
myocpithéliales

Canal lactitire

Citerne de la mamelle (30-40 m
Rosette de Furstenburg

Canal de la mamelle

Figure 02. Les différentes structures internes de la mamelle (Rémy, 2010).

1.3. Citerne

La citerne de la mamelle recoit le lait provenant des conduits lactiferes du parenchyme

mammaire. Elle est séparée du sinus du trayon par un repli annulaire, aussi appelé anneau

veineux de Firtenberg. Elle correspond a la partie glandulaire du sinus lactifére (Rémy,

2010).
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1.4. Trayon

Chaque quartier se termine par un trayon. Il se compose d’une citerne du trayon (partie
glandulaire du sinus lactifére) en communication avec la citerne de la glande (partie papillaire
du sinus lactifére) via le relief annulaire. A son extrémité se situe le conduit papillaire ou
canal du trayon (figure 03). La muqueuse du trayon est plissée et contient des fibres
musculaires lisses (qui participent a I’excrétion du lait). L’ostium papillaire conduit au canal
du trayon. Il mesure 1 cm de long. A I’entrée du canal, les plis de la muqueuse vont se
concentrer et former la rosette de Fiirstenberg qui est un filtre passif pour les agents
pathogenes. A l'extrémité du canal, un muscle lisse circulaire formant un sphincter permet la

fermeture de celui-ci (Rémy, 2010).

Kosiate oes o

Mucueuse du sinus Lacrin |

Plis mugueux du conduit papillaire

Canal du trayon

Muscle -|'|||||:- ter de la pap
(sphinctes du travon

FLUX DE LAIT

Figure 03. Les différentes structures du canal du trayon (d’aprés Baronne)

(Rémy, 2010).

17



Revue de littérature

2. Défenses

2.1. Défenses basses
» Défenses du trayon

La peau saine du trayon constitue un environnement hostile aux bactéries grace a ses
couches de cellules mortes kératinisées et au film lipidique bactériostatique. Cette protection
est compromise par les lésions cutanées (blessures, gercure, verrue, etc.) ou les produits
d'hygieéne de prétraite car la peau du trayon est trés sensible aux variations de température et
d'hygrométrie, et aux produits chimiques, elle se Iese facilement. L'application de produit

émollient en post-traite a pour objectif de protéger cette barriere cutanée (Rémy, 2010).

La forme conique du canal dont la partie proximale est plus large que la distale, et la
contraction du sphincter, permettent I'absence de lait résiduel dans celui-ci. La fermeture du
sphincter prend au minimum 30 minutes. Le sphincter fermé est €étanche et empéche la

pénétration des bactéries.

L'épithélium stratifi¢ du canal du trayon produit de la kératine qui emprisonne les bactéries
et permet leur ¢limination. En effet, lors de I'¢jection des premiers jets de lait une partie de la
couche de kératine est évacuée. Elle est renouvelée par dégénérescence cornée. L'épithélium
synthétise également de l'ubiquitine. C'est un marqueur protéique des protéines en vue de leur
lyse. L’accumulation de kératine forme également un bouchon durant le tarissement de
manieére non systématique surtout chez les vaches hautes productrices, ce qui diminue la

réceptivité de la mamelle aux infections (Rémy, 2010).

2.2 Défenses hautes

La pénétration d'agents pathogénes dans la mamelle entraine une réponse immunitaire
cellulaire et biochimique. L'inflammation joue un role important permettant le passage de ces
cellules du sang vers la mamelle. L'inflammation se caractérise par des signes locaux :

rougeur, chaleur, cedéme, douleur.

Le lait d'une mamelle saine comprend principalement des cellules épithéliales, des
macrophages et des lymphocytes alors qu'en cas de mammite, les polynucléaires neutrophiles

prédominent (Risco et al., 2011).
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Les polynucléaires neutrophiles représentent le type cellulaire dominant en cas
d'inflammation suivi des macrophages puis des lymphocytes. Les macrophages et les
polynucléaires neutrophiles phagocytent les bactéries. Les lymphocytes T cytotoxiques
induisent 1'apoptose des cellules 1ésées ou infectées. Les lymphocytes T auxiliaires participent
avec les lymphocytes B a la production d'anticorps. Le complément a une activité bactéricide

pour les souches bactériennes sensibles a son action.

Au tarissement, la lactoferrine a une activité bactériostatique en diminuant la disponibilité
du fer, ¢lément nécessaire a la multiplication des bactéries telles que Escherichia coli. Elle est
inhibée par les citrates. Ces défenses diminuent également la sensibilité de la mamelle aux

infections (Rémy, 2010).

II. Mammites
1. Définition

La mammite bovine est une inflammation d'un ou plusieurs quartiers de la mamelle de la
vache. Elle est généralement septique et d’origine infectieuse. Les mammites aseptiques sont
rares et sont dues en général a des traumatismes locaux, des toxiques ou des désordres

physiologiques (Rémy, 2010).
1.1. Mammite clinique
On distingue deux formes des mammites selon la sévérité de 1’infection de la mamelle :

Les mammites cliniques sont définies par la présence de symptomes 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).
Il existe deux types de mammites cliniques :
» Mammites aigués

La douleur et la chaleur associées au quartier caractérisent les douze premieres heures de

I’infection. Vingt-quatre heures aprés I’entrée des germes, apparait I’altération du lait et du
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tissu mammaire : un cedéme interstitiel dii aux toxines et a la migration leucocytaire se forme.

On note par ailleurs une hyperthermie modérée autour de 39-39,5°C (Rémy, 2010).
» Mammites suraigués

Elles sont rares mais généralement mortelles. La mamelle est dans un premier temps trés
rouge, brillante et chaude pour devenir en quelques heures trés sombre et froide. On note, par
ailleurs, une altération intense et rapide de I’état général avec abattement, perte d’appétit,
difficultés motrices, impossibilité de se lever, hyperthermie puis trés vite une hypothermie
(<37,5°C) synonyme de choc. Le pronostic devient alors tres réserve, et la mort est possible

en 24 a 72h (Rémy, 2010).
1.2. Mammite subclinique

Les mammites subcliniques sont asymptomatiques. Les animaux atteints ne présentent ni
symptomes fonctionnels (pas de modification du lait), ni symptomes locaux (pas de signes
externes d'inflammation), ni symptomes 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).
2. Etiologie

Les espéces bactériennes impliquées dans les infections mammaires de la vache sont
présentes sur I’animal lui-méme ou dans son environnement. Par ailleurs, les bactéries
responsables de mammites sont toutes capables de se multiplier dans le lait qui est un milieu
nutritif suffisamment riche pour assurer leur développement. Il est courant de distinguer deux

types d’agent pathogenes pour la mamelle de la vache, majeurs et mineurs (Gabli, 2005).
2.1. Pathogénes majeurs

Les bactéries pathogénes majeures regroupent les Staphylococcus aureus, des espéces de
Streptococcus (agalactiae, dysagalactiae, uberis) et des entérobactéries notamment E.coll,
klebsiella sp, Proteus et rarement les Bacillus cereus, Mycoplasma bovis, et Nocardia

astroides.

Les Staphylococus aureus est I’espéce la plus pathogéne du genre Staphylococcus.
Streptococcus uberis est un streptocoque non groupable qui se fixe a I’épithélium des canaux

lactiféres. Cette bactérie peut présenter un caractere oligoclonal (un petit nombre de souches

20



Revue de littérature

de S. uberis est retrouvé dans le troupeau) ou au contraire polyclonal (un grand nombre de
souches de S. uberis est retrouvé dans le troupeau), ce qui fait de cette bactérie le pathogene
majeur rencontré dans les pays ou I’¢levage extensif dominant. Concernant Escherichia coli,
certaines souches sont sécrétrices de toxines, ce qui renforce ainsi le pouvoir pathogéne du
colibacille. La présence d’adhésines, nommées fimbriae, permet a E. coli d’adhérer aux
cellules épithéliales et de résider ainsi dans la lumicre des canaux lactiféres. La multiplication
de cette bactérie est extrémement rapide bien qu’elle soit en partie éliminée pendant la traite.
Elle présente un caractére polyclonal net. C’est une bactérie peu contagieuse, parfois non
retrouvée sur les analyses bactériologiques car elle est excrétée en petite quantité et par

intermittence (Rémy, 2010).
2.2. Pathogénes mineurs

Les bactéries pathogeénes mineures regroupent principalement les staphylocoques coagulase
négatif (SCN), Micrococcus varians, Actinomyces pyogenes, Pseudomonas aeruginosa,

Pasteurella hemolytica, Cornyébactérium bovis.

Le groupe des Staphylocoques a Coagulase Négative comprend de nombreuses especes
dont les plus fréquemment isolées lors de mammites sont : S. hyicus, S. chromogenes, S.
haemolyticus, S. epidermidis, S. simulans et S. sciuri. 11 s’agit du groupe de germes le plus
souvent isolé dans le lait de vaches a priori sans symptomes. En effet il est responsable d’un
doublement du taux cellulaire en moyenne, ce qui est assez faible en comparaison des
pathogeénes majeurs, et trés rarement de mammites subaigués. Ainsi il a été montré que selon
la nature du germe, sa source pouvait aussi bien étre la mamelle, la peau des vaches ou du

trayeur ou méme 1’environnement.

Lors d’infections persistantes, les germes généralement rencontrés sont : S.chromogenes, S.
epidermidis, et S. simulans. Lors de mammites subcliniques, le germe le plus isol¢ a été S.
epidermidis. Par contre, aucune association n’a été trouvée entre les especes de SCN et la

production laitiére ou le taux cellulaire (Van De Leemput, 2005).

Pour ce qui est des Pseudomonas spp, le Pseudomonas aeruginosa est a l'origine de
mammites cliniques allant de la mammite endotoxinique suraigué€ a des mammites chroniques
et récurrentes. Le plus souvent, il provoque des mammites cliniques aigués. La contamination
est rare, mais elle peut concerner plus du tiers du troupeau car I’origine de l'infection est 1'eau

contaminée utilisée pour nettoyer le matériel de traite ou laver les trayons. Les mammites a
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Pseudomonas spp sont difficiles a traiter car la bactérie posséde la capacité de réaliser des
biofilms dans la mamelle, limitant I'action du systéme immunitaire et des antibiotiques. Les

chances de succes des traitements sont faibles (Rémy, 2010 ; Blowey et al., 2010).

Corynebacterium bovis est un commensal de l'extrémité du trayon. Il est souvent considéré
comme un contaminant a l'occasion d'examens bactériologiques du lait. I1 serait toutefois
responsable de mammites subcliniques avec une forte augmentation des taux cellulaires en
association avec d'autres agents pathogénes surtout lors d'une faible ou absence de

désinfection du trayon apres la traite (Scott ef al., 2011).
2.3. Réservoirs des différents germes

Il existe trois réservoirs principaux pour les germes responsables de mammites, la mamelle
infectée, les 1ésions des trayons et la litiere. La connaissance de ces réservoirs est importante
car elle détermine en partie les plans de lutte a mettre en place lors d’un probléme de

mammites dans un troupeau (IDE, 2008 ; Hanzen, 2009).

- Les réservoirs des germes contagieux comme Staphylococcus aureus et Corynebacterium

bovis sont la mamelle infectée et les I€sions des trayons ;

- Le réservoir des germes environnementaux comme les entérobactéries est la litiere. Pour les
germes ubiquitaires comme Streptococcus uberis ou les staphylocoques a coagulase négative
dont le mode de transmission n’est pas clairement établi, les réservoirs sont multiples, a savoir
la mamelle infectée, les Iésions des trayons et la litiere. D’autres germes trés pathogenes
peuvent avoir pour origine une contamination entre les troupeaux soi, par les animaux eux-

mémes, soit par leur sécrétion et contamination.

Le tableau I résume les réservoirs principaux des germes responsables de mammites cités

précédemment.
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Tableau 01. Nature des réservoirs des germes (Hanzen, 2009).

Bactéries Mamelle infectée | Lésions des trayons | Litiére
Staphylococcus -+ ++ -
aureus

Streptococcus uberis ++ + .
Entérobactéries + + 4t
Staphylocoques a ++ ++ 4y
coagulase négative

Corynebactrium bovis -+ -+ )

3. Pathogénie
3.1. Pénétration d'agents pathogénes dans la mamelle

La pénétration d'agents pathogeénes dans la mamelle se fait principalement par voie
galactogene, par le canal du trayon a I'exception, des quelques bactéries pouvant pénétrer par
voie hématogene tels que, les mycoplasmes, les salmonelles, Listeria monocytogenes et
Mycobacterium paratuberculosis. La contamination de la mamelle se fait préférentiellement
lorsque le sphincter est ouvert, au cours de et apres la traite, au tarissement et a I'approche du

vélage (Rémy, 2010).

Cette contamination peut provenir de la multiplication d'agents pathogenes au niveau de la
peau du trayon favorisée par des Iésions du trayon (blessure, gercure, éversion) et une
ouverture du sphincter en fin de traite. Staphylococcus aureus colonise la base du trayon et se
multiplie avant de remonter le canal pour atteindre le sinus lactifére. La pénétration d'agents
pathogénes dans la mamelle peut également résulter de la propulsion de bactéries dans le
trayon via du lait contaminé au cours de la traite a cause par exemple de phénomenes d'impact
et de traite humide. Cela permet la transmission de bactéries environnementales comme

Escherichia coli. Enfin, la contamination peut étre iatrogene en raison de défauts d'hygiene
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lors d'injections intra-mammaires ou de cathétérisme du canal du trayon (Rémy, 2010 ;
Blowey et al., 2010).

3.2. Installation d'une infection

Lorsque les agents pathogeénes débordent les défenses passives du trayon, ils colonisent les
canaux galactophores. Ils peuvent étre évacués par I'éjection du lait. Certaines bactéries ont la
capacité d'adhérer a 1'épithélium, de pénétrer dans les cellules et de s'y multiplier. A l'intérieur
des cellules, les bactéries échappent alors a de nombreuses défenses du systéme immunitaire.

Ces infections intracellulaires sont associées a des infections de type chronique et récurrentes.

Les toxines bactériennes rélargies dans la mamelle associ€es au passage des polynucléaires
neutrophiles du sang vers la mamelle engendrent une perméabilité accrue de I'épithélium
favorisant la pénétration des bactéries vers le parenchyme mammaire, voire méme la

circulation sanguine.

L'inflammation provoquée par la multiplication bactérienne dans le parenchyme mammaire
entraine une hyperplasie du tissu inter-alvéolaire constituée en vue de circonscrire l'infection,
ce qui forme des nodules de consistance ferme pouvant étre détectés a la palpation de la
mamelle. Puis un phénomene de fibrose s'installe piégeant les bactéries a I’intérieur d'abces
ou elles sont hors de portée du systéme immunitaire (Rémy, 2010 ; Blowey et al, 2010).

L'évolution de I'infection dépend du type de bactéries et du statut immunitaire du bovin.
3.3. Devenir de l'infection

Suite a ces interactions entre le systéme immunitaire et les agents pathogenes, trois

situations sont possibles (Rémy, 2010 ; Blowey et al., 2010) :

- La guérison : l'infection est éliminée avec ou sans forme cliniquement visible grace a la

réponse immunitaire.

- L'extension : la réponse de l'organisme est dépassée, l'infection progresse dans la mamelle

provoquant une mammite clinique ou subclinique pouvant évoluer vers la chronicité.

- La fluctuation : I'¢limination incompléte des agents pathogenes par la réponse de l'organisme
permet une guérison clinique mais non bactériologique, d'ou des phases d'amélioration et

d'aggravation.
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4. Traitement

L’objectif du traitement est d'obtenir une guérison clinique (retour a la normale de la
qualit¢ du lait) mais également une guérison bactériologique (élimination de I'agent

responsable de l'infection).

Selon Faroult (1998), les antibiotiques les plus actifs sur Staphylococcus aureus, les

streptocoques, Escherichia coli sont résumés dans le tableau 2.

Tableau 02. Principaux antibiotiques utilisés pour le traitement des mammites
(Faroult, 1998).

Staphylococcus aureus les streptocoques Escherichia coli

-Les pénicillines M -Les béta-lactamines | -Les pénicillines A
(cloxacilline,oxacilline), (pénicilline G) (ampicilline, amoxicilline),
-L’association amoxcilline | -Les aminosides en -L’association amoxicilline /
/ acide clavulanique, les association avec acide clavulanique, Les
céphalosporines, lesbéta-lactamines. céphalosporines, les

-Les associations aminosides, les

pénicilline aminoside fluoroquinolones et les
(streptomycine, polypeptides

néomycine, Gentamicine),
-Les macrolides et
apparentés (lincosamines,

novobiocine).

5. Incidence des mammites sur la qualité du lait

Les mammites bovines occasionnent des pertes €conomiques considérables dans les
¢levages laitiers. Ces derniers sont confrontés a des frais supplémentaires et a des problémes

de qualité du lait fourni aux acheteurs. En outre, I’incidence annuelle de la mammite clinique
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est de 20 a 40% et elle représente la principale cause de I'utilisation d’antibiotique chez la
vache. De plus des risques engendrés par les microorganismes impliqués dans la mammite,
leur traitement par les antibiotiques peut parfois constituer un danger pour le consommateur
(Medefouni, 2006). Le risque est encore plus important pour I’homme, lorsque le lait contient
des bactéries trés pathogeénes responsables de brucellose (Rechidi-Sidhoum, 2019) ou de
tuberculose (IDE, 2008). Aussi, il faut savoir qu’un lait de mammite subclinique est a

I’origine d’altérations en industrie fromagere (Dahou, 2017).

II1. Mammites a Staphylococcus aureus

Les mammites a S. aureus peuvent revétir diverses formes suivant qu'elles soient associées
ou non a des signes cliniques. Bien que S. aureus puisse provoquer des mammites cliniques
aigués, ces infections mammaires ont tendance a devenir chroniques. Cette capacité de S.
aureus a provoquer une infection chronique est corrélée a sa faculté a échapper a la réponse
immune et a persister a long terme dans des niches particulieéres au sein de la mamelle. Des
formes de mammites suraigiies ont également été rapportées, et elles sont caractérisées par
une dégradation de I’état général, une déshydratation, une anorexie, avec une hypothermie ou
une hyperthermie. La forme gangréneuse est caractérisée par une forte inflammation, et une
nécrose au niveau du quartier atteint qui devient froid, bleuatre, avec une sécrétion gazeuse

rouge foncée dégageant une odeur nauséabonde (Wallemacq et al., 2010).
1. Caractérisation de Staphylococcus aureus
1.1. Généralités

Les Staphylococus aureus est 1’espéce la plus pathogeéne du genre Staphylococcus. Ce sont
des coques a Gram positifs, immobiles, non capsulés et non sporulés. Ils sont le plus souvent
regroupés en «grappe de raisiny. Ils sont aéro-anaérobies facultatifs, halophiles et mésophiles.
Ces colonies ont une couleur facilement reconnaissable, jaune dorée, qui est a 'origine de son
nom staphylocoque doré, et qui permet de le différencier de staphylocoque blanc (Carip,

2011).
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1.2. Historique

En 1879 a été observés par Pasteur dans un pus de furoncle, le mot staphylocoque a été créé
par l'anglais Ogston (1881) qui les a mis en évidence dans des abces aigus et chroniques

(Kuroda et al.,2001).
1.3. Habitat

S. aureus est un commensal de la peau et des muqueuses de I’homme et des animaux
(rhino- pharynx, intestins). 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

I’environnement (Kuroda et a/.,2001).
1.4. Classification

Selon la classification de Delarras (2007). Les S. aureus appartenait a phylum : Firmicutes,
domaine : Bacteria, classe . Bacilli, ordre : Bacillales, familles : Staphylococcaceae, genre :

Staphylococcus, éspeces : Staphylococcus aureus.
1.5. Caracteres morphologiques

S. aureus est un cocci a Gram-positif. Son diameétre moyen est d’environ 0,5 a 1pum. Il est
immobile, non sporulé et souvent encapsulé. Il se divise de fagon caractéristique selon
plusieurs plans et s’organise le plus souvent en amas ayant la forme d’une grappe (leur nom
vient d’ailleurs du grec « staphylo » qui signifie grappe de raisin) mais peut aussi se trouver

isolé ou groupé par deux (diplocoque) ou par quatre (tétrade) (Vos et al., 2009).
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Figure 04. Observation microscopique de Staphylococcus aureus (Institut Pasteur, 2012).

1.6. Caracteéres culturaux

Certaines especes de staphylocoques sont capables de croitre dans des conditions hostiles
(par exemple en bouillon hypersalé¢ a 7% de NaCl). Ce caractere est parfois mis a profit
(surtout en bactériologie alimentaire), dans [’'utilisation de milieux sélectifs (milieu de

Chapman) pour les isoler (Le loir ef al., 2010).

S.aureus présente une bonne croissance sur milieux usuels en 18-24h a 37 °C (culture entre
10 et 45 °C). Sur gélose ordinaire, Les colonies sont lisses, rondes, d’un diametre de 1 a 3mm,
arrondies, bombées, opaques, parfois colorées (pigment jaune a jaune-orange, pour S. aureus).
En gélose profonde, la croissance est observée sur toute la hauteur du tube signant le caractére
aéro-anaérobie facultatif. En bouillon, la culture de cette un trouble uniforme abondant,

parfois un dépot et un voile en surface (Le loir et al., 2010).
1.7. Caractere structuraux

Certains S. aureus sont capables de produire des polysaccharides et des protéines qui
forment une microcapsule. L'excrétion de polysaccharides et de protéines capsulaires est

dépendante du milieu de culture. En effet, les bactéries synthétisent une capsule lorsqu'elles se
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développent dans des milieux riches en sucres. Chez les bactéries encapsulées, on note une
résistance a la phagocytose et parfois une augmentation de la virulence des souches. La
capsule est responsable de la formation de biofilms qui favorisent la résistance de la bactérie

vis a vis du systéme immunitaire de I'hote (Euzéby, 2008).
1.8. Caracteres biochimiques

Caractére biochimique S.aureus est capable de fermenter le glucose et la plupart des sucres
(notamment, le mannitol et le tréhalose). La présence d'une coagulase permet d'identifier le
S.aureus. 11 existe deux formes de coagulases : la « coagulase libre » et la « coagulase liée »

(Sutra et al., 1998).
1.9. Pouvoir pathogéne

D’apres Prescott (2010), les Staphylocoques dorés possédent des pouvoirs pathogenes
invasifs et toxiques. Les souches de S. aureus €¢laborent différentes sortes de toxines solubles
dans I’eau qui ont la capacité de se fixer a la surface des cellules pour former des canaux

hydrophiles laissant passer librement I’eau, les ions et les petites molécules.
1.10. Résistance aux antibiotiques

De par sa multi-résistance, S. aureus représente un probléme majeur de sant¢ humaine et
animal. Habituellement résistant aux B-lactamines, ce germe produit des pénicillinases qui
ouvrent le cycle B-lactame et inactivent I’antibiotique. Les aminosides peuvent aussi subir des
modifications par diverses enzymes staphylococciques conférant a cette espeéce une résistance
a de nombreux antibiotiques comme la gentamycine, 1’amikacine ou encore la kanamycine

(Prescott,2010).
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1. Plantes médicinales

1. Définition

Les plantes médicinales sont toutes les plantes qui auraient une activité pharmacologique
pouvant conduire a des emplois thérapeutiques, cela grace a la présence d’un certain nombre
des substances actives dont la plupart agissent sur I’organisme humain ; elles sont utilisées en

pharmacie humaine et vétérinaire (Naghibi et al., 2005).

Figure 05. Les plantes aromatiques et médicinales les plus utilisées au quotidien

(Ibert et al., 2016).

2. Importance

Les plantes en nombre illimité, constituent un réservoir immense de nouveaux composés
médicinaux potentiels, grace a ses molécules qui présentent l'avantage d'une grande diversité

de structure chimique et activités biologiques.

La plupart des espéces végétales qui poussent dans le monde entier possédent des vertus
thérapeutiques car elles contiennent des principes actifs (telles que les polyphénols et les
flavonoides, tanins, huiles essentielles) qui sont dotées de plusieurs propriétés physiologiques
et biologiques surtout celles destinées a la santé humaine et qui agissent directement sur
I’organisme. On les utilise aussi bien en médecine classique qu’en phytothérapie ; elles

présentent, en effet, des avantages dont les médicaments sont dépourvus (Bruneton, 2009).
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II. Huiles essentielles
1. Définition

Selon Preedy, (2016), il existe différentes définitions des huiles essentielles, mais la plus
précise est probablement celle proposée par Schilcher, Hegnauer, et Cohn-Riechter, qui a été
résumé par Sonwa, (2000): «Les huiles essentielles sont des produits ou des mélanges de
produits qui se forment dans le cytoplasme et sont normalement présentes sous forme de
minuscules gouttelettes entre les cellules. lls sont volatils et aromatiques ». lls sont composés
de «mélanges de substances parfumées ou de mélanges de substances parfumées et
inodores», ou une substance parfumée est définie comme «un composé chimiquement pur qui
est volatil dans des conditions normales et qui, en raison de son odeur, peut étre utile a la

sociétey.

Pour sa part, I'Organisation internationale de normalisation (ISO) a défini les huiles
essentielles comme «un produit obtenu a partir d'une matiere premiere naturelle d'origine
végetale, par distillation a la vapeur, par des procédés mécaniques a partir de l'épicarpe des
agrumes, ou par distillation a sec, apres séparation de la phase aqueuse - le cas échéant - par
des procédes physiques », précisant ensuite que« [’huile essentielle peut subir des traitements

physiques qui n’entrainent pas de modification significative de sa composition. ».
2. Classification

Selon Chakou et al (2007), le pouvoir spécifique sur les germes microbiens et grace a
I’indice aromatique Obtenu par des aromatogramme les huiles essentielles sont classées en

groupes : les huiles majeures, les huiles médiums, les huiles terrains.
3. Localisation et lieu de biosynthese

Les huiles essentielles peuvent étre accumulées dans tous les types d’organes végétaux par
exemple des fleurs (oranger, rose, lavande) mais aussi des feuilles (citronnelle, eucalyptus,
laurier noble) et bien que cela soit moins habituel, dans des écorces (cannelier), des bois (bois
de rose, camphrier, santal), des racines (vétiver), des rhizomes (curcuma, gingembre), des

fruits secs (anis, badiane, persil), des graines (muscade) (AFSSAPS, 2008) .

La biosynthese et ’accumulation des molécules aromatiques sont généralement associées 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
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sécréteurs externes dans le cas des Labiées et des Géraniacées; cellules sécrétrices 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 06 (Haddouchi et al., 2008).

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 06. Diversité des structures de sécrétion des huiles essentielles par les plantes

aromatiques (Karray-Bouraoui et al.,2009).

4. Propriétés physico-chimiques

Selon Bernard et al (1988), les propriétés des huiles essentielles sont : liquides a la
température ordinaire, volatiles et trés rarement colorées, leur densité est le plus souvent
inférieure a celle de I’eau, elle varie de 0,75 a 0,99, elles sont peu solubles dans I’eau,
solubles dans les alcools a titre alcoométrique €levé et dans la plupart des solvants organiques,

elles sont altérables et tres sensibles a I’oxydation, elles sont un indice de réfraction élevé.
5. Role physiologique

Certainement plusieurs effets apparents « utiles » ont été décrits : protection contre la flore
microbienne infectieuse par les propriétés fongicides et bactéricides et contre les herbivores

par golit et effets défavorables sur le systéeme nerveux (Guidah, 2013).

33



Revue de littérature

En phytothérapie, les huiles essentielles sont utilisées pour leurs propriétés antiseptiques

contre les maladies infectieuses d'origine bactérienne (Billerbeck et al., 2002).
6. Role écologique

Parmi les composants majoritaires des huiles essentielles, nous trouvons les terpénoides qui
possédent un role écologique lors des interactions végétales, comme agents allélopathiques,
c’est-a-dire inhibiteurs de la germination, mais aussi lors des interactions végétales-animal,
comme agents de protection contre les prédateurs tels que les insectes. Ils interviennent
¢galement, par leurs odeurs caractéristiques, dans I’attraction de pollinisateur (Ceccherlli et

al., 2003).
7. Composition chimique

Les huiles essentielles sont des produits de composition généralement assez complexe
renfermant plusieurs centaines de molécules chimiques différentes. Les constituants des huiles
essentielles appartiennent de facons quasi exclusive, a deux groupes caractérises par des
origines biogénétiques distinctes : le groupe des terpénoides (les monoterpenes et les

sesquiterpenes), le groupe des composés aromatiques (Bruneton, 2009).
8. Facteurs influencant la composition chimique

Le rendement et la composition chimique des huiles essentielles varient d'une espéce a une

autre. Cette variabilité peut étre liée a des facteurs extrinséques et intrinseéques.
8.1. Facteurs intrinséques

Une huile essentielle doit avant étre rapportée au matériel botanique d’ou elle est issue pour
¢viter toutes dénominations trompeuses du matériel végétal, L’influence du stade végétatif,
I’organe de la plante et le polymorphisme chimique « chimio types ou formes physiologiques
» sont les principaux facteurs intrinséques qui influencent la composition et le rendement des

huiles essentielles.
8.2. Facteurs extrinséques

Il s’agit de l'indice des facteurs de I’environnement et des pratiques culturales. La
température, I’humidité relative, la durée totale d’insolation et le régime des vents exercent

une influence directe, surtout chez les espéces qui possedent des structures histologiques de
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stockage superficielles (poils sécréteurs des lamiaceae). Lorsque la localisation est plus

profonde la qualité est beaucoup plus constante (Bruneton, 2009).
9. Procédés d’extraction

Il existe plusieurs méthodes d’extraction comme I’hydrodistillation, pression a froid,

l'extraction par solvants organiques, l'extraction par entralnement a la vapeur d’eau, etc.
9.1. Extraction par pression a froid

Elle constitue le plus simple des procédés, mais ne s’applique qu’aux agrumes dont
I’écorce des fruits comporte des poches sécrétrices d’essences. Ce procédé consiste a broyer, a
I’aide de presses, les zestes frais pour détruire les poches afin de libérer ’essence. Le produit
ainsi obtenu porte le nom d’essence, car il n’a subi aucune modification chimique (Roux ef

al., 2008).
9.2. Extraction par hydrodistillation

Le matériel végétal est chauffé jusqu'a I’ébullition. L’huile essentielle s'évapore alors avec
les vapeurs dégagées puis elle est condensée apres refroidissement et enfin séparée de I'eau

(Adio, 2005).
9.3. Extraction par entrainement a la vapeur d’eau

La masse végétale est déposée sur une grille a travers laquelle la vapeur passe. Les cellules
se distendent et les particules d'huiles se libérent. Puis, elles sont vaporisées et condensées
dans un serpentin réfrigéré et la suite est la méme que la technique de distillation (Adio,

2005).

9.4. Extraction par les solvants organiques

Le CO2 sous-pression et a température supérieure a 31°C se trouve dans un état
supercritique. La matiére végétale est chargée dans l'extracteur puis le CO2 est introduit sous
pression. Le mélange est recueilli. Puis, la pression étant réduite, le CO2 reprend sa forme
gazeuse et donc completement éliminé. L'huile essentielle est ensuite isolée (Wenqiang et al.,

2007).
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10. Conservation

Les huiles essentielles sont des substances sensibles et trés délicates, ce qui rend leur
conservation difficile et obligatoire dans le but de limiter les risques de dégradation. Ces
dégradations peuvent modifier leurs propriétés si elles ne sont pas conservées dans des flacons

opaques a I’abri de la lumicre et de la chaleur (Valnet, 2000).
11. Domaines d’utilisation
11.1. Phytothérapie

La phytothérapie est une médecine qui utilise les huiles essentielles pour traiter un certain
nombre de maladies. En effet, les huiles essentielles sont largement utilisés pour traiter
certaines maladies internes et externes (infections d’origine bactérienne ou virale, troubles
humoraux ou nerveux). Les huiles essentielles sont utilisées aussi en médecine dentaire, les
huiles essentielles de thym et de romarin ont été utilisées pour soulager la fatigue, les maux de

téte, les douleurs musculaires et quelques problémes respiratoires (Schwartz et al., 1992).
11.2. Parfumerie et cosmétologie

L’utilisation des huiles essentielles comme un composant dans la fabrication des parfums,
des savons, des détergents, des créemes, des lotions et des gels parfumées permet de leur
procurer un ardme agréable tout en préservant ces produits grace aux propri€tés

antibactériennes et antioxydantes des huiles essentielles (Khan et al., 2010).
11.3. Applications en industrie alimentaire

Au cours des derniéres années les consommateurs sont de plus en plus préoccupés par la
sécurité des aliments qui contiennent des agents conservateurs synthétiques. Ces derniers ont
¢été utilisés dans les aliments pendant des décennies, ce qui peut conduire a des conséquences
négatives sur la santé Humaine. Par conséquent, il y a eu un intérét croissant pour le
développement de nouveaux types de composés antimicrobiens efficaces et non toxiques et
agents aromatisants naturels, tel que les extraits d'épices et fines herbes utilisées comme
additifs alimentaires et agents de conservation des aliments .Dans cet optique 1'usage des
huiles essentielles est conseillé du moment qu’elles sont connues a la fois pour leurs
propriétés aromatisantes et antimicrobiennes et leur toxicité réduite comparée a celle des

additifs alimentaires synthétiques (Aissani, 2015 ; Nemet et al., 2009).
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12. Activités biologiques

Les extraits d’huiles essentielles possédent des propriétés antioxydantes, antibactériennes et
antifongiques connues de longues dates. L'activité biologique d'une huile essentielle est en
relation avec sa composition chimique et les possibles effets synergiques entre ses
composants. Sa valeur tient a son «totumy ; c'est-a-dire, l'intégralité de ses constituants et non

seulement a ses composés majoritaires (Lahlou, 2004).
12.1. Activité antioxydante

Le pouvoir antioxydant de ces huiles est développé comme substitut dans la conservation
alimentaire. Ce sont surtout les phénols et les polyphénols qui sont responsables de ce

pouvoir.

Il existe deux sortes d’activité antioxydante selon le niveau de leur action : une activité
primaire et une activité préventive (indirecte). Les compos€s qui ont une activité primaire sont
interrompus dans la chaine autocatalytique de 1’oxydation). En revanche, les composés qui
ont une activité préventive sont capables de retarder I’oxydation par des mécanismes indirects

tels que, la complexation des ions métalliques ou la réduction d’oxygene (Chemloul, 2014).
12.2. Activité antifongique

Les huiles essentielles ont un grand pouvoir antifongique aérien et cutané. Les modes
d'actions antifongiques sont assez semblables a ceux décrits pour les bactéries. Cependant, il
faut y ajouter deux phénomenes supplémentaires inhibant I'action des levures: 1'établissement
d'un gradient de pH et le blocage de la production d'énergie des levures (phénomeéne de
respiration). La plupart des composés terpéniques sont de trés bons agents antifongiques. Le

thymol, le carvacrol, et 'eugénol sont les composés les plus actifs (Khaldi, 2017).
12.3. Activité antibactérienne

Les propriétés antimicrobiennes des huiles essentielles sont bien connues et bien
documentées. En effet, de nombreux travaux de recherche ont mis en évidence leur puissante
activité antiseptique agissant aussi bien sur les bactéries, les champignons pathogénes que les

virus.
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L’activité antibactérienne des huiles essentielles est la plus étudiée. On distingue deux sortes
d’effets des huiles essentielles sur ces microorganismes : effet bactéricide (bactéricidie) :
exercant une activité mortelle, effet bactériostatique (bactériostase) : entrainant une inhibition

de la croissance (Bencheikh, 2017).

12.3.1. Mode d’action des huiles essentielles

Du fait de la variabilité des quantités et des profils des composants des huiles essentielles, il
est probable que leur activité antimicrobienne ne soit pas attribuable a un mécanisme unique,

mais a plusieurs sites d’action au niveau cellulaire (Chakou et al., 2007 ; Sonwa, 2000).

Le mode d’action des huiles essentielles dépend en premier lieu du type et des
caractéristiques des composants actifs, en particulier leur propriété hydrophobe qui leur
permet de pénétrer dans la double couche phospholipidique de la membrane de la cellule
bactérienne (El amri et al., 2014) .Ce qui entraine: L'augmentation de la perméabilité puis la
perte des constituants cellulaire, 1'acidification de l'intérieure de la bactérie, bloquant ainsi la
production de I'énergie cellulaire et la synthése des composants de structure, I’inhibition de la

synthése de I’ADN, de I’ARN, des protéines et des polysaccharides (El amri et al., 2014).

Le mécanisme d'action des huiles essentielles est li¢ aussi a la structure de la paroi et a la
perméabilit¢é membranaire des bactéries. En revanche, les bactéries a Gram- sont plus
résistantes que les Gram+. Ceci est di aux différences structurales de leurs membranes

externes (Boutabia ef al., 2014).

Lorsque I’on parle d’activité antimicrobienne, on distingue deux sortes d’effets : une
activité 1étale ou bactéricide et une inhibition de la croissance ou activité bactériostatique. Le

plus souvent I’action des huiles essentielles est assimilée a un effet bactériostatique (Zhiri,

2006).
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Figure 07. Action des huiles essentielles et de leurs constituants sur la cellule bactérienne
(Burt, 2004).

13. Facteurs influencant ’activité antibactérienne

Selon Kalemba et al (2003) I’efficacité antimicrobienne des huiles essentielles dépend de
deux principaux parameétres : 1’huile essentielle et sa composition chimique d’une part, et le

microorganisme (type, structure) d’autre part.
13.1. Activité liée a la composition chimique

L’efficacité¢ d’une huile essentielle dépend de sa richesse en composés phytochimiques,

plus I’huile essentielle est riche en substances actives, plus son activité est importante.

L’activité biologique d’'une HE est liée a sa composition chimique, aux groupements

fonctionnels des composés majoritaires (alcools, phénols, les composés terpénique et

cétonique). Les composés minoritaires jouent aussi un role important dans I’activité et

semblent agir en synergie avec les composés principaux (Zhiri, 2006).

Les especes du genre Thymus sont connues par leurs activités antibactériennes importantes,
cette activité est due a leur composition chimique riche en composés phénoliques tels que le

thymol et le carvacrol. En effet, la composition chimique de 162 especes différentes analysées
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appartenant au genre Thymus a montré que 77 espéces contiennent plus de 10 % en thymol et

73 especes ont plus de 10 % en carvacrol (Sthal-Biskup et al., 2002).

Les composés chimiques qui ont plus d’efficacité et a large spectre sont les phénols
(thymol, carvacol, eugénol), les alcools (a- terpinéol, terpinen-4-ol, linalol), les aldéhydes, les

cétones et rarement les terpenes (Dorman et al., 2000).

Les phénols, dont le thymol et 1’eugénol, sont responsables de I’activité bactéricide des

huiles essentielles qui en contiennent (Lambert, 2001).

Ils produisent des dégéts irréversibles au niveau de la membrane bactérienne. La molécule
de thymol exerce un effet inhibiteur et 1étal sur différentes souches bactériennes et, parmi
elles Escherichia coli et Staphylococcus aureus, sur lesquelles elle provoque des fuites d’ions

potassium. Par contre, elle n’est pas active sur Pseudomonas aeruginosa (Zhiri, 2006).

Les alcools viennent apres les phénols, en termes d’activité, avec le géraniol, linalool,
thujanol, myrcénol, terpin€ol, menthol et pipéritol pour les plus connus. Ils sont généralement
plus connus pour leur activité létale que bactériostatique sur les cellules végétatives, en

dénaturant les protéines ( Zhiri, 2006).

Les aldéhydes, fortement électronégatifs a double liaison, deviennent de puissants agents
antimicrobiens en réagissant avec les composés nitrés vitaux (protéines et acides nucléiques)

des bactéries (Dorman et al., 2000).
13.2. Activité liée au microorganisme

La sensibilité¢ des microorganismes peut varier selon le germe testé car une huile essentielle
peut étre biocide vis-a-vis de certaines souches, biostatique vis-a-vis d’autres ou n’avoir
aucun effet. Ceci peut étre li¢ au type de microorganisme (& Gram positif ou a Gram négatif),

a sa forme de croissance, planctonique ou en biofilm , a son métabolisme et a sa résistance.

En général, les bactéries a Gram négatives sont plus résistantes que les bactéries Gram
positives grace a la structure de leur membrane externe. Ainsi, la membrane extérieure des
Gram négatifs est plus riche en lipo-polysaccharides (LPS) la rendant plus hydrophile, ce qui
empéchent les terpenes hydrophobes d’y adhérer (Cristiani et al., 2007). Il existe cependant
quelques exceptions, les bactéries Gram négatives Aeromonas hydrophila (Zheng et al., 2009)
et Campylobacter jejuni (Wannissorn et al., 2005) ont été décrites comme particulierement

sensibles a l’action des huiles essentielles. La bactérie reconnue comme la moins sensible a
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leurs effets reste néanmoins la bactérie Gram négative Pseudomonas aeruginosa (Dorman et

al., 2000).

Certaines huiles essentielles (huiles de lavande, de menthe, de genévrier, de I’arbre a thé,
de thym d’eucalyptus) sont révélées particuliecrement efficaces contre les Staphylococcus
aureus résistants a la méthicilline et les entérocoques résistants a la vancomycine (Fisher et al,

2009).

Les travaux réalisés par Shin et ses collaborateurs (2005) sur des huiles essentielles,
isolées de deux especes de thym de Corée, T.magnus et T.quinquecostatus, ont confirmé la
capacité de ces huiles essensielles a inhiber la croissance de bactéries résistantes comme
Streptococcus pneumoniae, Samonella typhimurium, Salmonella entereditiset, Staphylococcus

aureus.

III. Huile essentielle de thym

1. Définition du thym

Le nom Thym vient probablement du latin "thymus" qui signifie «parfumé» ou du grec

"thymos" qui signifie "courage" ou "force" (Stahl-Biskup et al., 2002).

Les especes de thym sont utilis€es depuis I’antiquité pour leurs vertus stimulantes et
toniques, elles sont recommandées contre les faiblesses organiques notamment celles du
systtme nerveux (neurasthénie, dépression, apathie) et du systéme circulatoire (Alpin,
2005).0n leurs attribue également de nombreuses activités biologiques, antispasmodiques,

antimicrobiennes, antioxydants, antiplaquettaires, analgésiques et antiinflammatoires (EI

Bouzidi et al., 2013).
2. Répartition géographique
2.1. Dans le monde

Selon Dob et ses collaborateurs (2006), il existe pres de 350 especes de thym réparties entre
I’Europe, I’ Asie de ’Ouest et la méditerranée. C’est un genre tres répandu dans le Nord-Ouest
africain (Maroc, Algérie, Tunisie et Libye), il pousse également sur les montagnes d’Ethiopie

et d’Arabie du Sud-ouest en passant par la péninsule du Sinai en Egypte (Mebarki, 2010).
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2.2. En Algérie

Le thym comprend plusieurs especes botaniques réparties sur tout le littoral et méme dans
les régions internes jusqu’aux zones arides. Il est représenté en Algérie par de nombreuses
especes qui ne se prétent pas aisément a la détermination en raison de leurs variabilités et leur

tendance a s hybrider facilement (Mebarki, 2010).
3. Caractéristiques botaniques

La famille des Lamiaceae (Labiatae) est I’'une des familles botaniques les plus utilisées
comme source mondiale d’épices et d’extraits a fort pouvoir antioxydant et antibactérien. Elle

regroupe entre 200 et 250 genres et entre 3200 et 6500 especes (Dorman et al., 2004).
4. Classification taxonomique
Selon Teuscher et al.,(2005) le thym appartient au :

Tableau 03. Classification taxonomique du thym. (Teuscher et al.,2005).

Reégne Plantae (végétal)
Sous-régne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Asteridae
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae
Genre Thymus

5. Description morphologique

Le thym est une plante sous-ligneuse érigée ou prostrée, odorante, elle forme des touffes
compactes trés ramifiées qui s’élevent a une vingtaine de centimétres au-dessus du sol. 11

pousse de facon spontanée sur les coteaux secs et rocailleux et dans les garrigues.

Les feuilles du thym sont plus au moins contractées et les inflorescences sont en faux

verticilles.
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Le calice quant a lui, est tubuleux a deux leévres et la corolle est plus au moins a deux lévres

aussi (Quezel et al., 1963).

Figure 08. Morphologique de thymus vulgaris (Wikipedia, 2020).

6. Composition chimique d’huile essentielle du thymus vulgaris

Il a été observé que le thymol (34,50%) était présent a la concentration la plus élevée en
huile essentielle du thymus vulgaris, suivi du p-cymene (22,27%) et du linalol (5,35%). Une
variation significative est observée dans la composition chimique de I’huile essentielle du

thymus vulgaris (Benameur et al.,2018).

Mancini et al,. (2015) ont constaté que le composant principal est le thymol, suivi du
carvacrol et de l'oxyde de caryophylléne. Cependant, Segvi¢ Klari¢ et al,. (2007) et El Hattabi
et al., (2016) ont rapporté que le principal constituant de cette huile essenticlle est le
carvacrol, suivi du p-cymeéne et de I'E-caryophylléne. Comme indiqué précédemment, la
variation de la composition chimique des huiles essentielles peut étre due a de nombreux
facteurs tels que l'origine géographique, les facteurs génétiques, le matériel végétal et la

saison de récolte (Dugo et al,.2014; Tuttolomondo et a/,.2015). La composition chimique
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ainsi que l'enquéte sur la quantit¢é de contaminants sont trés importantes pour la

caractérisation des aliments (Di Stefano et al.,2014).
7. Définition d’Huile essentielle du thym

L'huile essentielle de Thym est assez exceptionnelle. Le mot « Thym » vient du latin «
Thymos » et signifie « pour parfumer ». L'huile essentielle de thym est extrait par distillation
par la vapeur a partir des feuilles fraiches ou séches et des sommités fleuries, de couleur jaune
clair & jaune orange, ses qualités sont nombreuses. Elle a un gott fort, puissant, épicé,
herbeux, plutot plaisant. L'essence du thym est souvent rapportée comme étant parmi les

huiles essentielles les plus actives (Naghdi et al.,2004).

Les huiles essentielles du thym sont composées par des molécules aromatiques d'origine
veégétale présentant une tres grande diversité de structure. La variabilité chimique des HEs du
thym dépend de plusieurs facteurs, qui généralement sont d'ordres climatiques et
environnementaux. Mais peuvent étre aussi d'ordre génétique et saisonnier (stade végétal)

(Loziene et al,. 2007).
8. Toxicité de I’huile essentielle de thym

Les huiles essentielles sont des substances tres actives. A ce titre, elles doivent étre
utilisées avec vigilance, et toujours sur la base de connaissances fiables et suffisantes. L'huile
essentielle de Thym est dermocaustique (irritante pour la peau) par la présence de phénols.
Elle ne s'emploie jamais pure en application sur la peau ou dans un bain. Diluer maximum

20% dans une huile végétale pour une utilisation percutanée (Gayda, 2013).
9. Domaine d’application de I’huile essentielle de thym
9.1 Cosmétologie et industrie alimentaires

Il est bien connu que le thym est une plante condimentaire tres appréciée, que I’on fait
sécher pour des utilisations ultérieures. L’huile essentielle de thym riche en thymol est
couramment utilisée pour la confection de savons et d’autres produits. Il entre aussi dans
I’¢laboration de certaines liqueurs, c’est I'un des remédes populaires les plus utiles. Les
égyptiens et sumériens de I’antiquité 1’utilisaient pour embaumer leurs morts. Les romains le
briilaient pour purifier I’air et éloigner les animaux nuisibles. Ils s’en servaient aussi pour
aromatiser les fromages et les boissons alcoolisées, les militaires en mettaient dans leur bain

pour se donner de la vigueur. Au Moyen Age, les nobles portaient de petits bouquets pour se
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prémunir des odeurs, il était réputé pour donner du courage aux chevaliers. Il entre aussi dans

la composition de produits cosmétiques (Saidj, 2006).
10. Méthodes d’évaluation de ’activité antibactérienne

L’examen des données bibliographiques fait apparaitre d’emblée la diversité des
méthodologies utilisées pour mettre en évidence I’activité antimicrobienne des huiles
essentielles. Les techniques utilisées ont une grande influence sur les résultats. Ces méthodes
utilisées donnent parfois des résultats différents selon les conditions opératoires

expérimentales pour chaque manipulateur (Surk, 2003).
10.1. Méthode de diffusion en milieu solide (Aromatogramme)

C’est une méthode de mesure in vitro du pouvoir antibactérien des huiles essentielles. Cet
examen est équivalent & un antibiogramme ou les antibiotiques sont remplacés par des huiles
essentielles préalablement sélectionnées et reconnues. Il s'agit d'une méthode en milieu gélosé
réalisée dans une boite de Pétri. Le contact se fait par I'intermédiaire d'un disque de papier (de
cellulose) de 6 mm imprégné d’une quantité¢ donnée d'huile essentielle (10 pl) (Bondi et al.,

1993). Apres ensemencement et incubation, on mesure le diamétre des zones d’inhibition.
10.2. Méthode de dilution

La méthode par dilution a pour but d’évaluer des concentrations minimales inhibitrices.
Elle consiste a déterminer la plus faible concentration d’un agent antimicrobien, nécessaire

pour inhiber la croissance d’un microorganisme.

L’efficacité de I’huile essentielle testée est évaluée par la mesure de deux concentrations :
la concentration minimale inhibitrice (CMI) et la concentration minimale bactéricide (CMB).
Ces concentrations nous permettent de connaitre la nature de I’activité antimicrobienne de

I’huile essentielle : bactériostatique ou bactéricide (Derwich et al., 2010).
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Matériel et méthodes

1. Objectif

L’objectif de cette étude est de réaliser une étude de I’activité antimicrobienne de I’extrait

de thym contre les staphylococcus aureus.

Dans un premier temps cette bactérie devait étre isolée de lait mammiteux a partir
d’échantillons prélevés sur des vaches laiticres la ferme expérimentale de I'université

Abdalhamid IBN Badis de Mostaganem, sis a Hassi-Maméche.

Ce travail a ¢été réalisé au niveau du laboratoire des sciences et techniques de productions

animales (LSTPA) de I'université de Mostaganem.

2. Matériel et produits
2.1. Matériel

- Autoclave a 120 °C

- Etuve a 37 °C

- Bain marie a 100 °C
2.2. Milieux sélectifs

Nous avons utilisés le milieu Chapman (Annexe A), la gélose Mueller-Hinton, le bouillon
Mueller-Hinton (MH) (Annexe B), les milieux de conservation (Annexe C), le bouillon

nutritif et la gélose au sang (Annexe D).
2.3. Huile essentielle de thym

L’huile essentielle utilisée pour cette recherche a été extraite d’une plante médicinale
aromatique, le thymus de I’espéce botanique : Thymus vulgaris. L. Elle a été extraite le 10
mars 2019. L’origine du thym est la commune de Sfisifa, dans la wilaya de Naama qui est

située dans le sud de I’ Algérie.

L’extraction de cette huile essentielle a été réalisée par la méthode d’hydro-distillation au
niveau du laboratoire de syntheése pétrochimique « du département de Génie des procédés

chimiques et pharmaceutiques de 'universit¢é M’hamed BOUGARA de BOUMERDES.
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3. Méthodes

3.1. Prélévement de lait

Les échantillons de lait utilisés pour la recherche bactériologique sont prélevés sur 03
vaches laitieres de la ferme expérimentale de ’université et ce, le 01 mars 2020 avec 1’aide
de notre directrice de mémoire. Le prélévement a été immédiatement transféré au laboratoire

LSTPA, pour procéder aux différentes analyses bactériologiques.
3.1.1. Mode opératoire

Le prélevement est relativement simple, mais il doit €tre précis et rapide afin de ne pas le

contaminer. Il est réalisé¢ en deux étapes.

La premicre étape consiste, apres avoir porté des gants, au nettoyage correct du trayon avec
de l'eau tiede et du savon, en utilisant une lavette. On essuie ensuite avec du papier absorbant
et on renouvelle l'opération jusqu'a ce que le papier soit propre. On procede ensuite a la

désinfection du sphincter du trayon avec un coton imbibé d'alcool a 70 °.

Dans la seconde étape et pres 1’élimination des premiers jets, on prend un flacon stérile entre
le pouce et l'index et on oriente le bouchon vers le bas et on dévisse celui-ci avec la main
droite. Le bouchon est placé immédiatement entre le pouce et l'index de la main gauche,
protégeant l'ouverture du pot. On approche le flacon a I'horizontale du trayon, on élimine les
premiers jets dans un récipient a part pour é&viter une éventuelle contamination de
I’environnement, puis on dirige 3 a 4 jets vers le flacon stérile, on rebouche celui-ci
immédiatement. On identifie le flacon avec le numéro de la vache, et le quartier atteint et la
date du prélévement. Le flacon est ensuite placé dans conteneur isotherme et transporté au

laboratoire. La culture doit étre réalisée dans les 48 heures qui suivent le prélévement

(Besognet ef al., 2007).
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Figure 09. Les échantillons de lait (E1 ; E2 et E3) prélevés respectivement
sur les 3 vaches de I’exploitation.
4. Recherche des Staphylococcus aureus
4.1. Isolement et ensemencement sur milieu Chapman

L’isolement a été effectué¢ sur la gélose Chapman. Ce milieu contient une forte teneur en
NaCl (7,5%), ce qui permet principalement la croissance des especes du genre Staphylococcus
au détriment des autres bactéries. Il donne une indication de I’action de la souche isolée sur le
mannitol, contenant du rouge de phénol (indicateur de PH). L’utilisation de mannitol avec

production d’acide se traduit par un virage de couleur du rouge au jaune (Guiraud, 2003).
4.1.1. Mode opératoire

Les boites de Pétri ont été préparées avec de la gélose Chapman fondue, en respectant
la zone stérile. Apres solidification de la gélose, on dépose entre 10 a 60ul de lait de chaque
¢chantillon dans les boites de Pétri, puis on étale sur toute la surface de la gélose. Une fois
que la gélose est seéche on incube les boites a 37 °C pendant 24heurs a 48 heures.

5. Examen macroscopique

Il consiste a étudier la forme, 1’aspect, le contour, la surface et la couleur des colonies sur

le milieu Chapman.
6. Examen microscopique

L’étude microscopique des souches isolées est réalisée apres une coloration de Gram, afin

de déterminer leur morphologie et leur type de Gram.
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6.1 Coloration de Gram
6.1.1. Préparation d’un frottis

Sur le centre d’une lame on met une goutte d’eau distillée, puis on place au centre avec I’anse
de platine une colonie que I’on a prélevé de la boite de Pétri, on mélange pour avoir une
suspension homogeéne, ensuite on fixe le frottis en coupant la flamme du bec bunsen trois fois

et on laisse le frottis sécher.
6.1.2. Coloration de Gram

On dépose les lames sur un porte lames au-dessus d’un bac et on recouvre les lames avec
le violet de gentiane et on laisse fixer le colorant pendant 1 min, on ajoute ensuite le Lugol et
on attend entre 30s a 1 min, on rince la lame doucement avec de I’eau distillée, puis on
ajoute 1’éthanol et on laisse agir pendant 10s. On recolore avec de la fuchsine et on attend 30s,
enfin on rince a I’eau distillée et on seche le frottis avec du papier buvard. Une fois le frottis

prét, on I’observe au microscope avec I’objectif x100 avec de ’huile d’immersion.

Les bactéries qui apparaissent en violet sont des Gram (+) et celles qui apparaissent en rose

sont des gram (-).
7. Test de purification

7.1. Purification sur milieu de Chapman

On préleve une colonie et I’on effectue un repiquage sur le milieu de Chapman, en

effectuant un ensemencement en stries puis on incube a 37°C pendant 24h.
8. Recherche de la catalase

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

est fondamental pour I’identification des bactéries a Gram +.
8.1. Mode opératoire

On dépose une goutte de réactif eau oxygénée (H,O,) sur une lame, on dépose a I’aide de

I’anse de platine une colonie isolée de la souche a tester et on observe 1’apparition de bulles.
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Une réaction positive se traduit par le dégagement de bulles de gaz (oxygene).

HO, —— J HO0+120;

Si I’on obtient un dégagement gazeux, il y’a production d’oxygene (O;) provenant de la

dégradation du peroxyde d’hydrogene (H,O,), la souche est de catalase positive (+).

L’absence de dégagement gazeux indique absence de production d’oxygene, la souche est de

catalase négative (-).
9. Recherche d’hémolyse par gélose au sang

C’est un milieu d’isolement enrichi sur lequel les Streptocoques se développent bien. 11
permet, la lecture du caractere hémolytique, c’est un milieu riche d’autant plus par la présence

de sang.
9.1. Mode opératoire

On préleve une colonie, on I’ensemence en surface de la gélose au sang par la méthode des
stries dans une des boites préparées, on a incubé pendant 24h a 37°C et on observe les

résultats.

a-hémolyse : L’hémolyse alpha présente un changement de couleur dans la gélose d'abord

rouge a une couleur vert trés foncé.

B - hémolyse : L'hémolyse béta se réfere a la lyse compléte des cellules sanguines. Elle se

présente comme une couleur jaune transparente sur le milieu de gélose au sang.
10. Recherche de la coagulase (Test au plasma de lapin)

La propriété de Staphylococcus aureus a provoquer la coagulation d’un plasma est due a

la sécrétion d’une protéine extracellulaire : la staphylocoagulase ou la coagulase.
10.1. Mode opératoire

Pour préparer une culture jeune de staphylocoque, on ensemence dans un bouillon nutritif

en tube une colonie a partir de la gélose Chapman, puis on incube a 37°C durant 18
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Dans un tube on ajoute 1 ml du bouillon nutritif et 1 ml du plasma de lapin ensuite on
incube a 37°C La production des enzymes permet d’obtenir un caillot une heure a quatre

heures apres I’inoculation.

A T’issue de test, les germes répondant positivement sont définitivement identifiés comme S.

aureus.
11. Conservation des souches

11.1. Préparations du milieu

Dans un bécher, on met 1000 ml d’eau, on pése les composants du milieu de conservation
(Annexe C), puis on les verse dans I’eau et on agite le milieu pendant 15 min, on vérifie le pH

et on autoclave a 120°C pendant 15 min.
Une fois le milieu prét, on verse 5 ml de ce milieu dans 02 tubes stériles.
11.2. Conservation

On préléve une jeune colonie de souche pure de st. aureus, on fait 3 piqlres centrales dans

chaque des deux tubes et on incube a 37°C pendant 18h.

Apres 18h d’incubation on met les tubes dans un réfrigérateur a 4 °C.

Figure 10. Conservation des souches (photo personnelle).

A : prélévement d’une colonie. B : piqires centrales. C : conservation de la souche on double.
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Prélevement
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Figure 11. Schéma illustrant les étapes de la recherche des Staphylococcus aureus. E(1 ;2 ; 3)

: Echantillon de lait des vaches (1 ; 2 et 3).
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12. Evaluation de ’activité antimicrobienne de I’huile essentielle de thym

L’activité antibactérienne a été réalisée par la méthode de 1’aromatogramme. C’est une
méthode de mesure du pouvoir antibactérien des huiles essentielles, in vitro. C’est
I’équivalent d’un antibiogramme ou les antibiotiques sont remplacés par les huiles essentielles

(Benkherara et al., 2011).

La diffusion sur gélose est une technique qualitative permettant de tester 1’existence du
pouvoir antimicrobien. Elle se traduit par la formation d’une zone d’inhibition autour de la

substance a caractere antimicrobien (Amatiste et al., 2014).
12.1. Préparation d’une pré-culture

L’activité antibactérienne doit étre réalisée sur des souches bactériennes pures et jeunes.
La réactivation des cultures est effectuée par repiquage sur des boites de Pétri contenant le
milieu spécifique (Chapman). Les boites de Pétri sont ensuite incubées dans 1’étuve a 37 °C

pendant 18 a 24h.

12.2. Préparation de la suspension bactérienne

A partir d’'une culture jeune de 18-24h, une suspension bactérienne a été préparée. Pour
cela, une colonie bacterienne est prélevée et mise en suspension dans un tube contenant une
solution physiologique stérile (5ml). A I’aide d’un spectrophotométre, la solution est ajustée

pour obtenir un inoculum équivalent au standard de McFarland 0,5 (10 UFC/ml).

12.3. Méthode de diffusion sur gélose (aromatogramme)

L'activité antibactérienne de I’huile essentielle a été effectuée en utilisant la méthode de
diffusion sur gélose agar. Selon zhanget et al., (2015), c’est une méthode pratique simple, bon

marché et reproductible.

Chaque plaque de Pétri stérile (90 mm) est préparée avec 20 ml de milieu gélosé Mueller-
Hinton. Apres solidification de la gélose, 100 pl de suspension bactérienne (1% 10® UFC /
ml) sont étalées sur la gélose. Aprés 5 min, un disque de papier filtre stérile (6 mm) contenant
5 ul d'huile essentielle est placé a la surface de la boite qui est ensuite incubée a 37° C
pendant 24 h. L'activité antibactérienne d’huile essentille a été exprimée en mesurant le

diametre de la zone d'inhibition. Un Papier filtre stérile a été utilis¢é comme témoin. Les
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diamétres des zones d’inhibition sont mesurés en millimétres. Les valeurs sont décrites

comme la moyenne + écart-type des analyses effectuées en triple (Bachir et Benali, 2012).

)
N—
o
N—
Souche dans un
milieu de
Réactivation de la ~— > conservation
souche par
ensemencement en strie '
dans la boite de Petrie
sur milieu de Chapman
l _,  Incubation a 37 °C /24h
)
N
2 a 3 colonies
dans I’eau )
physiologique —
stérile
N
l Ont été étalés
100 plde
suspension
bactérienne (1x
8
Un disque de papier l 10" UFC / ml)
filtre stérile (6 mm)
contenant 5 pldHE < -

l , Incubation a 37 °C /24h

Mesure de la zone

d’inhibition en millimétre.

Figure 12. Schéma d’évaluation de I’activité antimicrobienne de I’huile essentielle de thym.
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12.4. Concentration minimale inhibitrice (CMI)

Pour I’é¢tude de la concentration minimale inhibitrice (CMI), on procéde a une dilution
successive par progression les dilutions suivantes 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/50, 1/64, 1/80,
1/128. Ensuite, 400 pl de I’huile essentielle a tester sont placés dans un tube stérile contenant
4,6 ml de milieu MHB, supplémenté en Tween 80 (0,01 %, v/v). Du fait de la non miscibilité
des huiles essentielles a l'eau (El Amri et al., 2014; Oussou et al., 2004). Une dilution en
cascade est effectuée dans le milieu MHB-Tween 80 (0,01 % v/v), de maniere a obtenir une
gamme de concentration comprise entre 40 mg. ml-let 1,25mg.mL. Une quantit¢ de 13ul
d’un moculum bactérien, de densit¢ équivalente au standard 0,5 de Mac Farland (108
UFC.ml-1) sont déposés dans chacun des tubes de la gamme, puis placés a 37°C. Un témoin
de la croissance bactérienne, pour lequel 13ul de I’inoculum standardisé¢ a été déposé dans du
milieu MHB-Tween 80 (0,01 %, v/v), est également réalis¢ (Guinoiseau, 2010). La CMI (%,
v/v) de I’huile essentielle testée est déduite a partir du premier tube de la gamme, dépourvu de

croissance bactérienne.
12.5. Concentration minimale inhibitrice (CMB)

La gélose nutritive coulée dans des boites de Pétri est ensemencée en stries par 100ul des
contenus des tubes ayant une concentration \ CMI dans la série de dilution précédente. La
CMB est déterminée apreés une incubation de 24 heures a 37°C. C'est la plus petite
concentration qui inhibe totalement la croissance (El Amri ef al., 2014). La CMB (%, v/v) de

I’huile essentielle est déduite a partir de la premicre boite dépourvue de bactérie

(Guinoiseau,2010).
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1. Résultats

1. Résultats de la Recherche des Staphylococcus aureus
1.1. Résultats de I’isolement et de I’ensemencement sur milieu Chapman

Aprés 24H d’incubation nous avons obtenu des colonies dorées pour les 02 échantillons
(figures n° 13 et 14). Par contre, concernant 1’échantillon E2 nous n’avons pas obtenu de

colonies.

Figure 13. Colonies bactériennes dorées, Figure 14. Colonies bactériennes dorées,
El. E3.

La présence de colonies jaunes avec virage de la couleur du milieu, ce qui signifie qu’il

s’agit probablement de S. aureus.
1.2. Résultats de I’examen macroscopique

On a observé des colonies de germe staphylocoque d’une couleur dorée, de taille 0,7 a 1 pm,

au contour : lisse, relief : bombée, centre : surélevé et d’une surface lisse.
1.3. Résultats de I’examen microscopique

Les figures n° 15 et 16 montrent les caractéres morphologiques des germes pathogenes

présents dans les 2 échantillons de lait prélevés observés au microscope (grossissement x
100).

On a observé des colonies de staphylococcus aureus gram +, Cocci en amas en grappes

raisin (E1).
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On a observé des colonies de staphylococcus aureus gram +, Cocci en amas en chainettes en

grappes raisin (E3).

NB : El a gauche, E3 a droite.

Figure 15. Staphylococcus aureus Gram+,  Figure 16. Staphylococcus aureus Gram+,
Cocci en amas en grappes raisin. Cocci en amas en chainettes en grappes raisin.

1.4. Résultats de la recherche de la Catalase

La figure n°17 montre la présence de dégagement de gaz, ce qui indique que la bactérie

possede une catalase positive (+).

Figure 17. Recherche de la Catalase (+) E1, E3.
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1.5. Résultats de la recherche de I’hémolyse sur gélose au sang

Apres 24H d’incubation nous avons obtenu des zones hémolytiques (a- hémolyse, -

hémolyse) (figure n°18 et 19).

Figure 18. o- hémolyse, E1. Figure 19. - hémolyse, E3.

1.6. Résultats de Recherche de la coagulase (Test au plasma de lapin)

La figure n°20 montre un résultat négatif (pas de coagulation) ce qui confirme que le

staphylocoque n’est pas de type aureus.

Figure 20. Coagulase négative (-) E1, E3.
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La coagulase négative nous assure que ce staphylocoque n’est pas de type Staphylococcus

aureus.
2. Résultats d’évaluation de I’activité antimicrobienne de I’huile essentielle du thym

2.1. Résultats de la méthode de diffusion sur gélose (aromatogramme)

L'activité antimicrobienne se manifeste par l'apparition d'un halo d’inhibition de la
croissance microbienne autour des puits contenant l'extrait a tester. Le résultat de cette
activité est exprimé par le diametre de la zone d'inhibition et peut étre symbolisés par des

Croix.

Selon Ponce et al. (2003), la souche non sensible (-) ayant un diametre ¥<8 mm, sensible
(+) @ 9-14 mm, tres sensible (++) pour @ 15-19 mm, extrémement sensible (+++) pour @ >20

mm.
2.2. Résultats de la Concentration minimale inhibitrice (CMI)

La concentration minimale inhibitrice (CMI) est définie comme étant la plus faible

concentration en présence de laquelle, aucune croissance visible a I’ceil nu n’est observée.
2.3. Résultats de la Concentration minimale bactéricide (CMB)

La concentration minimale bactéricide (CMB) a été définie comme la plus faible

concentration d’antibiotique détruisant 99,9% de I’inoculum bactérien.
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I1. Discussion

La présence des staphylocoques dans les 2 échantillons confirme la contamination car ces
germes sont totalement absents dans un lait sain. Cette présence est le signe probable de

mammites.

Cette espece est fréquemment rencontrée lors de mammites. Lorsqu’elle appartient au
groupe de Staphylocoques a coagulase négative, sa source pouvait aussi bien étre la mamelle,

la peau des vaches ou du trayeur ou méme I’environnement (Smith, 2008).

Une étude réalisée a Alger, qui a porté sur 69 vaches laitieres appartenant a 22 élevages
distincts, a permis d'aboutir aux résultats suivants : les analyses bactériologiques des
échantillons de lait ont montré la présence de coques a Gram positif, notamment des
staphylocoques a coagulase positive (7%), des staphylocoques a coagulase négative (1%) et

des streptocoques (7%) (Boulbina et al., 2009).

En plus de I’'implication des mammites dans les pertes financicres, il ne faut pas négliger
leur incidence en santé publique. L’utilisation intensive des antibiotiques pour le traitement et
la prévention des mammites constitue une menace pour la santé humaine par I’émergence de
souches antibio-résistantes qui, par le biais du lait sont introduites dans la chaine alimentaire

(Werckenthin ef al., 2001).

Dorman et al., (2000) ont démontré que I’activité antibactérienne des HE est évaluée en
fonction du diamétre (mm) des zones d’inhibition de la croissance bactérienne et que le
thymol c’est le composé qui possede le plus large spectre d’activité antibactérienne contre 25

genres de bactéries testées.

Des études réalisées par Dorman et al.,( 2000) ; El Ouali Lalami et a/.,(2013) ont montré
que les composés phénoliques de Thymus vulgaris possede une forte activité antibactérienne
et antifongique contre de nombreuses especes microbiennes, dont S. aureus, E. coli et

Aspergillus sp.

Les especes du genre Thymus sont connues par leurs activités antibactériennes importantes,
cette activité est due a leur composition chimique riche en composés phénoliques tels que le

thymol et le carvacrol. En effet, la composition chimique de 162 espéces différentes analysées
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appartenant au genre Thymus a montré que 77 especes contiennent plus de 10 % en thymol et

73 especes ont plus de 10 % en carvacrol (Sthal-Biskup et al., 2002).

Bourgou et al., (2016) dans une autre étude ont montré que les huiles essentielles de
Thymus Algérien ainsi que de leurs dilutions présentent des activités antimicrobiennes

intéressantes ; avec des diamétres des zones d’inhibition variables allant de 7 a 26 mm.

Apparemment, tous les extraits expérimentaux de Thymus vulgaris ayant fait 1’objet
d’extractions aux solvants a différents polarités et qui ont accusé des rapports CMB /CMI
inferieurs a 2 ont montré qu’ils exercent des effets antimicrobiennes de type bactéricide vis-a-

vis d’E. Coli (Olivier, 2007).

La CMI, de facon générale, est la plus faible concentration d’antimicrobien capable
d’inhiber toute croissance visible d’un microorganisme apres un temps d’incubation de 18 a

24 heures (Haddouchi et al., 2016).
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Conclusion

Les mammites de vaches représentent une pathologie dominante en élevage de bovins
laitiers et un risque sanitaire pour les consommateurs ; ou le lait de mammite représente par
conséquent un danger d’importance hygiénique, d’une part, par les germes pathogénes qu’il
contient (IDE, 2008 ; Rechidi-Sidhoum, 2019) (D’autre part, par la consommation de résidus

d’antibiotiques utilisés pour le traitement (Medefouni, 2006).

En vue de minimiser 1’utilisation des antibiotiques et apporter plus d’information sur
I’importance des plantes médicinales et précisément sur le thym, et en raison de leur richesse
en polyphénols, les huiles essentielles de ces plantes sont utilisées dans le traitement de

certaines infections microbiennes (Bruneton, 2009). .

Un grand nombre de plantes aromatiques contiennent des composés chimiques ayant des
propriétés biologiques différentes. Plusieurs travaux de recherche ont été focalisés sur les
huiles essentielles extraites de ces plantes aromatiques. Cependant, les travaux de recherche
sur les propriétés anti oxydantes, antibactériennes et antifongiques de certaines plantes sont
rares. Par conséquent, I'évaluation de telles propriétés demeure une tache intéressante et utile,
en particulier pour trouver de nouvelles sources d’agents antimicrobiens naturels (Prescott,

2010).

L’ensemble des résultats obtenus par certains chercheurs montrent que le thym a une
activité antimicrobienne contre certaines infections mammaires. Cette activité est due a leur

composition chimique riche en composés phénoliques tels que, le thymol et le carvacrol.

A T’essor de la présente €tude, il serait judicieux de mener une étude plus approfondie sur
I’huile essentielle de thym afin d’isoler, de purifier et d’identifier les composés ayant une
activité antibactérienne et de tester leurs effets sur des bactéries responsables de mammites
particulierement, subcliniques, afin d’éradiquer ce fléau qui est la cause de dommage dans les

troupeaux.
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Annexe A

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 ..........occcveviiiiiniiiiies lg
Peptones ......ccoeeeveviciiieiieeeee e 10g
Mannitol ........ooovvieeiieiie e 10g
Chlorure de sodium .........ccccceeeeieeeiiieeiiie e 75 g
Rouge de Phénol ..o 0.025 ¢
AGAT i e 15 mg
Annexe B

Milieux Gélose Mueller-Hinton (MH)

Composition des milieux de culture (pour 1 litre d'eau distillée)

Infusion de viande de beeuf déshydratée ............ 3¢g/L
Hydrolysat acide de caséine........................... 17,5 g/L
AmMIdON......oiiiii e, 1,5¢g/L
AGAT. I,5¢g/L
PH o 7,3+0,2

Autoclave a 120°C/20 min

Bouillon Mueller-Hinton

Extrait de viande de beeuf ......................l 2 g/L
Hydrolysat acide de caséine........................... 17,5 g/L
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Amidon soluble.................oo 1,5¢g/L

Autoclave a 120°C/20 min

Annexe C

Gélose pour la conservation

Peptone......ccooniiiiiiii 10g
Extrait de viande..............ooiiiiiiiii i S5g
Chlorure de sodium...........cooviiiiiiiiiiii e, S¢g
AAT QAT ..ttt 10g
PH 7,3+0,2
Eaudistillée.............oooi 1.000 ml

Autoclave a 120°C pendant 15 min.

Annexe D

Bouillon nutritif

Ingrédients en grammes pour un litre d'eau distillée.

Peptone. ....cooeiiii 5,00¢g
Extraitde viande.............cooiiiiiiiii 3,00g
PH final a 25°C. .. .o, 6,8+ 0,2

Gélose au sang de mouton

Composition et Préparation :

Peptone de viande..............cooiiiiiiiiiii 10
Peptone de caséine............c.oooeviiiiiiiiiiiiiiiiii 5
Extrait de levure..........coooiiiiiiii i 3
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Additif a 45-50°C sang de mouton défibriné..................50 a 80 ml/1

Dissoudre 41 g dans un litre d’eau distillée ; autoclave 15min a 121°C : PH=6,9+0, 1
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