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Introduction

Introduction

La mammite bovine est I’une des maladies les plus dévastatrices et les plus cotliteuses
affectant la santé et le bien-&tre des troupeaux laitiers a travers le monde, causée par des
agents pathogénes bactériens dont les plus courants sont Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Streptococcus agalactiae et Streptococcus uberis. Cette maladie joue un role décisif dans
I’industrie laitiere, causant des pertes économiques considérables en raison de la diminution
de rendement et de la qualité du lait, ainsi 1’augmentation des taux d’abattage de vaches

chroniquement infectées (Neculai-Valeanu et al., 2021 ; Sharun et al., 2021).

Le traitement antibiotiqgue est consideré comme un élement fondamental des
programmes de lutte contre la mammite (Cerioli et al., 2018). Cependant, 1’utilisation
extensive et incontrdlée d’antibiotiques a entrainé une diminution de la réponse a
I’antibiothérapie (Park et al., 2012 ; Babra et al., 2013), qui fait que le degré de guérison des
infections intramammaires est a un niveau tres bas. De plus comme conséquences négatives,
I’entrée de résidus d’antibiotiques dans la chaine alimentaire humaine, avec la possibilité de
transmission de souches bactériennes résistantes menacant la santé publique (Kovadevi¢ et
al., 2021a).

Compte tenu des faits évoques ci-dessus, beaucoup d’anxiété a été soulevée
concernant 1’échec du traitement. Par conséquent, une attention continue a été accordée par
les chercheurs pour découvrir des méthodes de contrdle alternatives afin de traiter la mammite
(Algharib et al., 2020). En revanche, ces recherches ont mis en évidence un intérét
scientifique élevé selon lequel les huiles essentielles qui sont définies comme des produits
odorants ayant des composition complexe et obtenues a partir d'une matiére végétale, méritent
une attention particuliére car elles sont reconnues comme slres (Haro-Gonzalez et al., 2021 ;

Kovacevié¢ et al., 2021a).

Les huiles essentielles se sont avérées étre des sources de composés bioactifs, avec un
large ¢éventail d’effets thérapeutiques, activités antibactériennes, antifongiques, anti-
inflammatoires et antioxydants pour le traitement de la mammite. Ces essences végétales sont
caractérisees par une faible toxicité pour les mammiferes, de faible effets environnementaux

et une large acceptation par le publique (Mushtagq et al., 2018 ; Blejan et al., 2021).
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L'Algérie, par sa localisation géographique, offre une végétation riche et variée. Un
grand nombre de plantes aromatiques et médicinales y poussent spontanément (Fenghour et
al., 2021), dont la premiere utilisation de ces derniéres comme remédes en médecine
vétérinaire était liée au savoir traditionnelle, dépendant de l'expérience pratique et de
I'observation transmise de genération en génération. Pour cette raison, nous nous sommes
intéressés a étudier l'activité antibactérienne des huiles essentielles de quelques plantes
médicinales traditionnellement utilisées en Algérie, vis-a-vis de quelques  bactéries

pathogenes responsables de la mammite bovine.
Notre étude sera donc subdivisée en deux parties:

v La premiére partie de ce document est consacrée a une synthese bibliographique dont
le premier chapitre aborde les mammites bovines et le deuxieme sur les huiles
essentielles.

v’ La seconde partie de ce document est consacrée a la partie expérimentale basée sur la
mise en évidence de D’activité antibactérienne des huiles essentielles des plantes
étudiées contre quelques souches mammites cibles.

v' Enfin, la troisieme partie présente les résultats obtenus ainsi que leur discussion.



Synthese
vibliographique
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I. Mammites bovines

I.1. Anatomie et physiologie de la glande mammaire

I.1.1. Description de la mamelle

La mamelle des vaches appelée aussi le pis, est une glande lourde et volumineuse,
50 Kg en moyenne chez une vache en lactation, pouvant atteindre les 100 Kg. Le pis de la
vache est composé de quatre quartiers qui sont physiquement séparés par un ligament
suspenseur du pis (élastique et tres puissant) et par deux sillons transverses (Remy, 2010).

Chaque quartier est composé du parenchyme mammaire, des voies d'excrétion du lait

l_i Réseaux veineux et
So=mEl artériels

' &
&

et du trayon, comme le montre la figure 1.

Lobule

N\
1 <—— Réseau lymphatique
Tissu conjonctif —————>
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| N \ \6‘?’ 4.’"/~ “
c.t \ f &\ L/
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Figure 1 : Anatomie de la glande mammaire (Charton, 2017).

% Parenchyme mammaire : c’est le constituant principal du corps de la mamelle. 11 est
formé d’un parenchyme conjonctif de soutien et du parenchyme glandulaire constitué
d’acini entourés de quelques cellules myoépithéliales, c'est au sein de ces acini que le
lait est sécrété par les lactocytes (Remy, 2010).

% Citerne: La citerne mammaire 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 Firstenberg (Remy, 2010).
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% Trayon: constitue la derniére partie de la glande mammaire avec une citerne et un
canal. Le canal du trayon bouché par la kératine pour éviter les mammites. A la
période de tarissement, la morphologie et I’histologie du canal du trayon se modifient,

avec diminution de la longueur sous I’effet de la pression du lait (Sérieys, 1997).

1.1.2. Développement de la mamelle

Le développement de la glande mammaire est progressif et commence au niveau du
feetus. Chez les vaches laitiéres, la formation des trayons commence au deuxiéme mois de
gestation et le développement se poursuit jusqu'au sixieme mois de gestation. Au moment ou
le feetus a six mois, la mamelle est presque complétement développée (Jammes et Djiane,
1988).

De la naissance au début de la premiére gestation, ce processus se déroule doucement,
il concerne le tissu adipeux et le tissu conjonctif ce qui permet a la mamelle d’atteindre sa
forme définitive a 1’approche de la puberté, puis connait une phase explosive au cours du

dernier tiers de la gestation (Cauty et Perreau, 2003).
1.2. Mammites

1.2.1. Définition

Parmi les maladies les plus courantes chez les bovins laitiers, la mammite qu'est une
inflammation de la glande mammaire, causée par des agents pathogenes bactériens, dans la
plus part des cas. La mammite est une maladie qui a un impact significatif sur le bien-étre des
animaux ainsi que sur I'économie en entrainant des pertes importantes pour l'industrie laitiere
en raison de la réduction de la production et de l'augmentation des taux d'abattage (Cobirka
etal., 2020 ; Sharun et al., 2021).

1.2.2. Classification des mammites

Les mammites peuvent étre scindées en deux catégories ; cliniques ou subcliniques,
selon DI’apparition ou non de symptdmes locaux inflammatoires de la mamelle (chaleur,
douleur, rougeur et gonflement) ainsi les modifications macroscopiquement visibles de la

quantité, de la qualité et de 1’aspect du lait (grumeaux et couleur) (Moureu, 2015).

1.2.2.1. Mammites cliniques

La mammite clinique se manifeste par la présence d’un lait visiblement anormal. Le
lait d’un quartier atteint de mammite clinique peut étre liquide ou épaissi et décoloré avec du
sang, du pus, des flocons ou des caillots. Les vaches atteintes de cette mammite peuvent

4
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également ressentir un gonflement, une rougeur ou une douleur dans le quartier affecté, et
dans certains cas, elles peuvent devenir systématiquement malades avec des symptémes tels
que la fiévre, la déshydratation, la faiblesse et I’inappétence. Les cas cliniques sont désignés
comme légers, modérés ou séveres, correspondant a la présence ou a 1’absence de signes

locaux et systématiques (Royster et Wagner, 2015).

1.2.2.2. Mammites subcliniques

Dans le cas d’'une mammite subclinique, aucune modification n’est entrainée au
niveau de 1’état général de la vache. Elle est caractérisée par une absence d’inflammation
macroscopique évidente au niveau de la glande mammaire (Bhutto et al., 2012), mais une
diminution de la production laitiére est observée. L’infection subclinique est mise en évidence
au laboratoire grace aux analyses biochimiques du lait du quartier atteint qui révelent une
altération de ses propriétés chimiques et cytologiques, qui déterminent une élévation de sa
numération cellulaire avec prédominance des leucocytes et principalement des polynucléaires

neutrophiles (Constance, 2017).

Il est important de noter que la mammite subclinique peut évoluer vers une mammite
clinique si I’'immunité bovine n’est pas en mesure d’assurer la stagnation bactérienne. De
méme, la mammite clinique peut devenir subclinique si le traitement administré n’élimine pas

tous les pathogénes impliqués (Remy, 2010).

1.2.3. Bactéries impliguées dans les mammites
Les microorganismes causant des mammites peuvent étre subdivises en deux

catégories : les pathogénes majeurs et les pathogenes mineurs (Durel et al., 2011).

1.2.3.1. Agents pathogénes majeurs

Les agents pathogenes majeurs sont scindes a leur tour en deux groupes distincts :
contagieux et environnementaux. Les agents pathogénes contagieux vivent généralement dans
la peau du pis et sont transférés au trayon pendant les processus de la traite via 1’équipement
de traite ou les mains des trayeurs, puis, ils se développent et se propagent a travers la glande
mammaire et les principaux représentants sont Staphylococcus aureus, Streptococcus
agalactiae, Streptococcus dysgalactiae, Mycoplasma sp. Tandis que les agents pathogenes
environnementaux survivent dans 1’habitat de la vache (dans la litiére, sol, matériel végétal,
source d’eau contaminée) et pénetrent dans le pis par propulsion par le canal du trayon (par
exemple pendant la traite, insertion de tubes antibiotiques ou de canules de trayons) ou par

pénétration passive du canal du trayon immédiatement apres la traite. Les germes les plus

5
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rencontrés sont Escherichia coli, Streptococcus uberis et Klebsiella sp. (Motaung et al.,
2017 ; Lopes et al., 2020) (tableau I).

Tableau | : Agents pathogénes majeurs impliqués dans les mammites (Motaung et al.,
2017 ; Lopes et al., 2020).

Agent pathogéne Germe Transmission Source de
majeur contamination
Contagieux Staphylococcus Pendant la traite Equipement de la
aureus traite
Streptococcus Mains des trayeurs
agalactiae
Streptococcus

dysgalactiae
Mycoplasma sp.

Environnementaux Escherichia coli Lors des traitements  Litiére, sol, matériel
intra-mammaires végétal, source d’eau

Streptococcus uberis contaminée

Klebsiella sp.

1.2.3.2. Agents pathogénes mineurs

Ils se différencient des pathogeénes majeurs par la prévalence et par I’incidence des
mammites qu’ils provoquent, ceux-Ci sont majoritairement des bactéries commensales de la
peau et des poils et entrainent une réaction modérée de la mamelle. Les agents pathogénes
mineurs regroupent I’ensemble des Staphylocoques a Coagulase Négative (SCN) et plus
fréeqguemment Staphylococcus chromogenes et Staphylococcus simulans (Pyoérala et
Taponen, 2009 ; Almeida et Oliver, 2001) ainsi que Corynebacterium bovis (Khan et khan,
2006).

1.2.4. Traitement des mammites

Divers agents contribuent a la réduction des infections de la glande mammaire, en
particulier la mammite chez les vaches, ils contribuent également a I'amélioration de la qualité
du lait (Skowron et al., 2019). Parmi celle-ci, l'antibiothérapie et la vaccination sont les
fréquemment utilisées (Sharun et al., 2021). Selon Neculai-Valeanu (2021), la pénicilline,
I'ampicilline, la tétracycline et la gentamycine sont les antibiotiques les plus actifs sur les

pathogenes responsables de la mammite. Ainsi que le vaccin STARTVAC® contenant une


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7906113/#CIT0224
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souche inactivée de Staphylococcus aureus et une souche inactivée d'Escherichia coli J5 avec

un adjuvant huileux constitué de paraffine est utilisé contre cette maladie (Fontaine, 2018).

En revanche, l'utilisation extensive et incontrolée d'antibiotiques pour le traitement
ainsi que l'induction et la persistance de la résistance aux antibiotiques (ATB) associée au
biofilm dans la mammite ont entrainé une diminution de la réponse a l'antibiothérapie (Park
et al., 2012 ; Babra et al., 2013), ainsi la plupart des vaccins commerciaux n‘ont pas
démontré une protection suffisante et sont en méme temps tres couteux (Coté-Gravel et
Malouin, 2019).

En raison de ces lacunes des ATB et des vaccins, plusieurs autres thérapies sont
apparues et qui peuvent étre une alternative a ces deux méthodes, dont on cite la technologie
de nanoparticules, les bactériocines et les probiotiques (Castelani et al., 2019 ; Godoy-
Santos et al., 2019 ; Pinheiro et al., 2019), aussi les plantes aromatiques et médicinales
constituent une source importante de molécules antimicrobiennes et anti-inflammatoires pour

le traitement de la mammite (Mushtaq et al., 2018 ).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7906113/#CIT0179
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7906113/#CIT0015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7906113/#CIT0051
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7906113/#CIT0039
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7906113/#CIT0082
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7906113/#CIT0190
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7906113/#CIT0163
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I1. Huiles essentielles

11.1. Définition

Les huiles essentielles (HEs) sont des composés complexes, naturels et volatiles,
caractérisés par une odeur forte. Elles sont synthétisées par des plantes aromatiques en tant
que métabolites secondaires (Bakkali et al.,, 2008). Ces essences Vvégétales sont
principalement extraites des feuilles, des fleurs, des graines, des écorces, des rhizomes et des
fruits des plantes (Zhang et Yao, 2019), elles sont issues et produites par celles-ci pour se

défendre contre les ravageurs phytopathogénes (Leyva-L06pez et al., 2017).

L’association frangaise de normalisation (AFNOR) définit 1’huile essentielle comme
un produit naturel obtenu a partir d’une matiére premicre végétale, soit par entrailnement a la
vapeur d’eau, soit par hydrodistillation (AFNOR, 2000). Cette définition est restrictive, car
elle exclut aussi bien les produits extraits a I’aide de solvants que ceux obtenus par tout autre

procédé (gaz sous pression et enfleurage) (Bruneton, 1999).

11.2. Composition chimique des huiles essentielles

La composition chimique des huiles essentielles dépend de différents facteurs tels que
le climat, I’altitude, les conditions du sol [nature, potentiel hydrogéne (pH)...], la période de
récolte ainsi la technique de séchage et d’extraction (Atailia et Djahoudi, 2015). Elles sont
constituees de mélanges trés complexes et variables de difféerents composes bioactifs a
différentes concentrations. Les terpenes, les terpénoides et les composés aromatiques sont les

principaux constituants (figure 2) (Haro-Gonzalez et al., 2021 ; Chaudhari et al., 2021).
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a. Monoterpenes

CH, CHj CH, CH,
CH
: HQC/Y\/\’/ .
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H,C CHjy H3C/\CH2 HaC CH, H3C/\CH3 CH, CHs
y-Terpinene Limonene p-Cymene Sabinene p-Myrcene

b. Terpenoids

OH
CHs HsC CHj H;C CH,
OH
OH
OH ; OH HﬁW
A HiC CH
H,C” “CHg HsC™ > CH, HC” CHs CHs ’ °
Carvacrol Thymol Menthol a-Terpineol Geraniol
c. Phenylpropanoids o}
OH
’ /CH2 \ ‘ /\Qi
CH
< j@/\/ H, L= o
o
Safrole Cinnamaldehyde Eugenol

Figure 2 : Structures des terpenes (a) ; terpénoides (b) et phénylpropanoides (c)
(da Silva et al., 2021).

11.2.1. Groupes des terpénes et terpénoides

Les terpénes sont des hydrocarbures formés par des combinaisons d’isoprénes a cinq
carbones (CsHig). Selon la quantité d’unité qui forme la molécule, ils sont classés en
monoterpénes (CioHis) qui contiennent deux unités d’isopréne (linéaires ou cycliques),
sesquiterpenes (CisH24) qui se composent de trois unités d’isopréne (ces deux composés
chimiques sont principalement présents dans les HES et qui sont responsables de la production
de I’odeur distincte de celles-ci), ainsi en d’autres molécules a longues chaine comme les
diterpenes (CyoHsy), triterpenes (CsaoHsg) et tetraterpenes (CioHgs) qui Se trouvent dans les
essences en faibles quantités (Sharma et al., 2017 ; Ramsey et al., 2020 ; Alonso-Gato et
al., 2021 ; Angane et al., 2022).

Les terpénoides sont des hydrocarbures présents sous la forme de divers dérivés
oxygénes, notamment des alcools, des esters, des aldéhydes, des cétones, etc (Yang et al.,
2020). lls sont issus par les modifications enzymatiques des terpénes et les groupes
hydroxyles des terpénoides sont responsables de 1’activité antimicrobienne. Certains exemples

incluent : le carvarol, le thymol, le menthol, etc (Gyawali et Ibrahim, 2014).
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1.2.2. Groupe des composés aromatiques

Les phénylpropanoides sont une famille de plusieurs groupes de composés organiques
produits dans les plantes a partir de la phénylalanine et constituent une petite fraction des
huiles essentielles, mais certains de leurs constituants comme 1’eugénol, 1’isoeugénol, le
safrole et le cinnamaldéhyde ont une excellente activité antimicrobienne (da Silva et al.,
2021).

1.2.3. Composeés d'origines diverses
Divers composés aliphatiques de faibles poids moléculaires, entrainables lors de
I’hydrodistillation peuvent étre contenus dans les huiles essentielles. Ces produits peuvent étre

soufrés, azotés, des acides gras ou des caroténes (Couic-Marinier et Lobstein, 2013).

1.3. Réle des huiles essentielles chez les plantes

Dans les plantes, les huiles essentielles jouent plusieurs réles fonctionnels. Cependant,
les terpenes participent dans la stabilisation et la protection des membranes de la plante contre
les hautes températures (Djeddi, 2012). Les HEs contribuent & la répulsion des insectes et de
certains herbivores par la diminution de leur appétit en induisant des go(ts désagréables a la
plante, mais également exercent une action attractive vis-a-vis de certains insectes pour
favoriser la dispersion des pollens et des graines (Nazzaro et al., 2017). Par les propriétés
toxiques et inappétentes des substances qu’elles contiennent, les HEs peuvent paralyser les
muscles masticateurs des agresseurs. Leur pouvoir antimicrobien leur permet d’inhiber la
croissance des bactéries et des champignons phytopathogenes. Ces essences végeétales
protégent la plante contre la lumiére soit par diminution ou concentration et empéchent sa

dessiccation en la protégeant des pertes excessives d’eau par évaporation (Ouis, 2015).

I.4. Mécanismes d’action des huiles essentielles
Le mécanisme d'action antibactérien est favorisé par une série de réactions
biochimiques au sein de la bactérie qui dépendent du type de constituants chimiques de 1’huile

essentielle (Ramsey et al., 2020).

En raison de leur hydrophobicité, les HEs pénetrent dans la double couche
phospholipidique de la membrane bactérienne et s'accumule entre les phospholipides. Cela
peut laisser fuir le contenu des cellules bactériennes (Nazzaro et al., 2013), qui contient non
seulement des ions tels que I'ion potassium (K™) et Iion hydrogéne (H"), mais également des

protéines et du matériel génétique tel que I'ADN (Hyldgaard et al., 2012 ; Bouyahya et al.,

10
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2019). Les HEs abaissent significativement les niveaux d'adénosine triphosphate (ATP)
intracellulaire en perturbant la chaine respiratoire au niveau membranaire. Ainsi, elles sont
considérées comme de véritables candidats qui pourraient affecter la biosynthese des lipides y
compris les acides gras insaturés qui sont impliqués dans la fluidité membranaire tout en
diminuant leur taux ou en affectant les enzymes responsables de leur synthése, cela conduit a
de légéres perturbations au niveau de l'enveloppe cellulaire externe, traduisant ainsi des
modifications structurales de la membrane (Bouyahya et al., 2017). De plus, des récentes
études ont montré que les HEs sont capables d'inhiber la pompe a efflux des bactéries, cette
protéine joue un rble majeur dans la résistance antibactérienne en empéchant I'entrée des
composés toxiques dans le cytoplasme (Aljaafari et al., 2021), ainsi que d'inhiber le quorum
sinsing (QS) qu'est aussi associé au développement de la résistance aux antibiotiques via
I'induction de la formation des biofilms (Luis et al., 2016 ; Luciardi et al., 2016), en
réduisant l'activité de la protéine réceptrice de I'actones d'acyl-homomseérine (AHL) et/ou de
I'actones d'acyl-homomsérine synthase ou en inhibant la production de molécules de signal
(QS) (Truchado et al., 2015). Ce phénomene est le processus par lequel les cellules
bactériennes communiquent entre elles, en détectant et en répondant a de petites molécules
signal diffusibles, cette communication garantit de nombreuses fonctions cellulaires telles que
I'expression des facteurs de virulence, la bioluminescence et la sporulation (Cai et al., 2010 ;
Trosko, 2016).

Il convient de noter que les HEs réagissent difféeremment avec les bactéries Gram
positives et celles a Gram négatif, en raison de leurs structures de paroi cellulaire
dissemblables; la couche de lipopolysaccharides (LPS) des bactéries Gram négatives agit
comme une barriére pour les macromolécules et les composés hydrophobes tels que ceux

présents dans les HEs (Pandey et al., 2017).

I1.5. Méthodes d'extraction des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont extraites de diverses sources botaniques, soit par des
méthodes classiques, soit par des techniques modernes. Leur extraction dépend généralement
de I'état et de la morphologie du matériel végétal utilisé pour déterminer sa qualité. Parmi les
méthodes traditionnelles utilisées: hydrodistillation, entrainement a la vapeur d’cau,

hydrodiffusion, extraction par solvant et macération (Basavegowda et al., 2021).

11
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1.5.1. Hydrodistillation

C'est la technique d'extraction d'huile la plus utilisée et la plus ancienne qui inclut une
source de chauffage, un contenant, un condenseur et un décanteur pour recueillir le
condensat. Dans ce processus, le matériau est completement immergé directement dans de
I'eau bouillante. L'huile libérée par les glandes sébacées dans le tissu végétal en raison de
I'effet de l'eau chaude et de la vapeur, et grace au systeme de refroidissement par le courant
d'eau, le mélange de vapeur deau et d'huile sera condensé. Le principe avantage de cette
technique est que le matériau requis est distillé a une température inférieure a 100 °C

(Tongnuanchan et al., 2014).

1.5.2. Entrainement a la vapeur d'eau

Ce processus est réaliseé en faisant passer de la vapeur seche a travers le matériau et en
lui donnant un temps de contact suffisant. Ensuite, un mélange de vapeur chaude est collecté
et condensé (Sequin, 2017). Puis décanté dans 1’essencier, avant d’étre divisé en deux phases:
une phase organique (HE) et une phase aqueuse [Hydrolat aromatique (HA)] (Raaman,

2006).

1.5.3. Hydrodiffusion

Elle s'agit d'une variante de I'entrainement a la vapeur, qui consiste a pulser de la
vapeur d’eau a de trés basses pressions a travers la masse végétale du haut vers le bas
(Boukhatem et al., 2019).

1.5.4. Extraction par solvant

Dans cette méthode, des solvants sont utilisés pour extraire les HEs des matériaux
floraux tendres ou délicats qui ne peuvent pas étre extraits par distillation a la chaleur ou a la
vapeur. Dans ce processus, les matériaux sont traités avec un solvant et le mélange est chauffé
doucement puis filtrer, suivie d'une évaporation des solvants. Le filtrat contient de la résine
(rétinoide) ou du béton (mélange de cire, parfum et HE). Ce dernier est mélangé avec de
l'alcool pur et distillé a basse température pour dissoudre I'HE. Pendant le processus de
distillation, l'alcool absorbe le parfum et s'évapore, laissant le résidu d'huile aromatique

(Tongnuanchan et al., 2014).

11.5.5. Macération

Dans ce procedé, le matériau en poudre (grossierement broyé) est placé dans un

récipient contenant un solvant approprie (tels que de l'eau, de l'alcool ou de I'huile), et laissé

12
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sous agitation fréquente jusqu'a ce que la matiére soluble soit dissoute. La macération est
utilisée pour I'extraction des composés thermolabiles. Cependant, ces méthodes traditionnelles
présentent quelques inconvénients tels qu'une faible efficacité, un temps dextraction
prolongé, une perte de composés volatils et une dégradation des composés insaturés, d'ou des
méthodes alternatives et avancées ont été développées pour surmonter les problémes ci-dessus
(Basavegowda et al., 2021). Parmi ces techniques, on cite : ’extraction assistée par micro-

ondes et I’extraction assistée par ultrasons.

11.5.6. Extraction assistée par micro-ondes

Dans cette meéthode, les matériaux sont immergés dans un solvant et exposés a
I'énergie des micro-ondes et lorsqu'ils sont chauffés, une haute pression est générée dans les
parois cellulaires des matériaux (Lucchesi et al., 2004). L'échauffement interne de l'eau
contenue dans la plante fait gonfler ses cellules et rompre les glandes oléiferes. L’HE sera
libérée et évaporée avec I’ecau de la plante (Boukhatem et al., 2019). Un systeme de
réfrigération installé a I’extérieur du four a micro-ondes permet une condensation en continue
du distillat, puis le mélange est envoyé vers un appareil Clevenger ou les composés

aromatiques sont récupérés par simple séparation de phase (Destandau, 2013).

11.5.7. Extraction assistée par ultrasons
C'est une méthode simple, efficace et peu colteuse qui utilise I'énergie des ondes
ultrasonores pour I'extraction. C'est un procédé efficace et propre car il permet I'amélioration

et la sélectivité des HEs en stimulant les émissions a partir des matiéres végétales (Chemat et

al., 2017).

11.6. Conservation des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont généralement volatiles a température normale et doivent
étre conservées dans certains environnements (Aljaafari et al., 2021). Toute exposition a la
chaleur, aux rayons ultraviolets (UV) et a I'numidité élevée peut entrainer leur détérioration
par le processus d'oxydation et donc leur efficacité en tant qu'agent antimicrobien (Turek et
Stintzing, 2013 ; Aljaafari, 2021). Ainsi la stabilité et la bioactivité des HEs peuvent étre

comprises en termes des métaux et la disponibilité de I'oxygene (Turek et Stintzing, 2013).

Afin d'éviter toute dégradation, les huiles essentielles doivent étre conservées dans des
flacons propres et secs en aluminium vernissé, en acier inoxydable ou en verre teinté anti-

actinique, presque entierement remplis et fermés de facon étanche, ainsi a I'abri de la chaleur

13
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et de la lumiére. Dans certains cas, les huiles essentielles peuvent étre complétées par des
antioxydants appropriés et dans ce cas, cet ajout doit étre mentionné lors de la vente ou de
I'utilisation de I'huile (Valnet, 2000).

Il a été rapporté que les outils d'encapsulation amélioraient largement les problémes de
stabilité et réduisaient I'oxydation excessive, la perte de quantite, le changement d'aréme et les

interactions avec d'autres produits chimiques (Oroojalian et al., 2010 ; Donsi et al., 2011).

I1.7. Domaines d'utilisation des huiles essentielles

Au cours de la derniére décennie, l'industrie des huiles essentielles est devenue un
marché trés actif et prospére (Ramsey et al., 2020). Les HEs sont des sources naturelles bien
tolérées pour I'Homme (Jansi et al., 2021 ; Tagde et al., 2021). Elles sont connues pour de
nombreux effets sur la santé, tels que leurs propriétés antibactériennes et antivirales (Jimbo et

al., 2009 ; Smith et al., 2011 ; Ali et al., 2015).

Les huiles essentielles ont une grande variété d'utilisation et dépendent fortement des

sources végétales (Sandner et al., 2020).

11.7.1. Industrie agroalimentaire

Les consommateurs d'aujourd’hui recherchent des additifs alimentaires alternatifs,
respectueux de l'environnement et plus naturels pour allonger la durée de conservation de
leurs aliments (Tongnuanchan et al., 2014). Parmi les antimicrobiens naturels, I'HE est
largement utilisee comme ardme alimentaire (Stevanovi¢ et al., 2018), ainsi comme une
alternance durable dans les industries de la conservation et de lI'emballage des aliments
(Artiga-Artigas et al., 2017 ; Muhammad et al., 2017 ; Oh, Yoon Ah et al., 2017). En
utilisant soit I'HE pure, soit des formulation de I'HE dans des divers contenants de stockage,
tels que I'étain, le verre, le carton et le polyéthyléne (Pandey et al., 2014). L'HE garantit une
meilleure durée de conservation car elle peut maintenir plus longtemps son effet sur la
production de spores fongiques (Alviano et al., 2005 ; Silva et al., 2008 ; Masniyom et al.,
2012), tout en prolongeant la comestibilité et le maintient des qualités physico-chimiques, y

compris les godts et les odeurs des produits (Tchinda et al., 2009; Belewu et al., 2012).

11.7.2. Pharmacie
Les huiles essentielles sont considérées comme une alternative slre aux formes plus

invasives de traitement pharmacologique en raison du concept d'étre plus naturelles
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(Ramsey et al., 2020). Selon Sandner et al. (2020), les HEs sont connues pour exercer
différentes effets tels que des effets antiallergiques, anticancéreux, anti-inflammatoires et
immunomodulateurs. Ainsi, elles ont été considérées comme une alternative prometteuse pour

faire face a la diminution du pipeline d'antibiotiques (Aljaafari, 2021).

11.7.3. Agriculture

Les huiles essentielles végétales sont connues pour leurs propriétés insecticides et ont
été utilisées dans des activités agricoles, y compris la lutte contre les ravageurs des produits
agricoles stockés (Mendesil et al., 2012). Ainsi, son utilisation comme larvicides,
nématocides, pesticides, phytotoxiques et insectifuges sont également bien documentées
(Nahar et al., 2021).

La securité environnementale des huiles essentielles est la principale raison pour
laquelle elles sont produites en masse et largement utilisées dans I'agriculture (Ebadollah et
al., 2020). Elles sont biodégradables et généralement sans danger pour les mammiferes et les

agents disponibles (Pavela et al., 2016).

11.7.4. Cosmétologie et parfumerie

Les industries des cosmetiques, des parfums et des savons sont les plus gros
consommateurs des huiles essentielles, qui sont utilisées comme matiere premiére de base
dans la fabrication de ces produits cosmétiques en raison de leurs propriétés odoriférantes
(Bessah et Benyoussef, 2015).

11.8. Composition en huiles essentielles des plantes testées

Dans ce présent travail, nous nous sommes intéressées a étudier les huiles essentielles
des plantes suivantes : Thymus vulgaris L., Lavandula stoechas L., Origanum vulgare L. ssp.
Glandulosum, Melaleuca alternifolia, Rosmarinus officinalis L., Syzygium aromaticum L.,
Mentha piperita L., Pistacia lentiscus L. et Eucalyptus globulus qui sont illustrées dans la
figure 3. Celles-ci, sont composées de diverses molécules bioactives tels que le thymol,
I'eugenol, le p-cymeéne, le a-pinéne, le carvacrol, le menthol, le 1,8-cinéole, etc. Ces composés
bioactifs sont reconnus d’avoir de nombreuses activités thérapeutiques (antibactériennes, anti-

inflammatoires, antifongiques, anti-oxydants, etc) (tableau II).
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Pistacia lentiscus L. Syzygium aromaticum L.

Mentha piperita L.

Figure 3 : Photographie de plantes des huiles essentielles étudiées. (A), (B), (C) (Goetz et Ghédira,
2012), (D) (Siddiqui et al., 2016), (E) (Mechergui et al., 2016), (F) (Anonyme 1), (G) (Milia et al.,
2021), (H) (Iserin, 2001), (I) (Mahendran et Rahman, 2020).
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Tableau Il : Composés bioactifs et propriétés des huiles essentielles étudiées.

Huile essentielle Composé bioactif

Huile de Thym thymol
(Thymus vulgaris L.) carvacrol
y-terpinene
o-pinéne
p-cymeéne

Huile de Lavande eucalyptol (1,8-

(Lavandula stoechas cinéole)
L) B-pinéne
o-pinene
Huile d'origan thymol
(Origanum vulgare L. carvacrol
ssp. Glandulosum) y-terpinéne
p-cymene
Huile d'arbre a thé terpinene-4-ol
(Melaleuca y-terpinéne
alternifolia) 1,8-cinéole
Huile de Romarin o-pinéne
(Rosmarinus 1,8-cinéole
officinalis L.) camphre
eugeénol

Huile de clou de
acétate d'eugényle

girofle
(Syzygium B-caryophylléne
aromaticum L.) o-humuléne
Huile de menthe menthol
poivrée p-menthone
(Mentha piperita L.)
Huile de lentisque a-pinene
(Pistacia lentiscus L.) myrcene
linalol
camphéne
Huile d'eucalyptus 1,8-cinéole
(Eucalyptus globulus) spathulénol
a-terpinéol

Référence

Propriété

anti-inflammatoire,
antibactérienne,
antiseptique,
antifongique,
antibiofilm et
expectorant

anti-inflammatoire et

anticancéreuse

antibactérienne,
antifongique,
antioxydant et
insecticide
antibactérienne,
antifongique,
anti-inflammatoire et
immunomodulateur
antiseptique,
anti-inflammatoire,
antimicrobienne,
antioxydants,
antidiabétique et
hépatoprotecteur
antimicrobienne et
antioxydants

antibactérienne,
antiviral, antioxydants,
anti-inflammatoire,
antiallergique et
cicatrisant

antioxydants,
antimicrobienne et
anti-inflammatoire

antibactérienne,
anti-inflammatoire,
antioxydants, antiviral
insecticide, cicatrisant,
analgésique et traite les
maladies respiratoires

(Oliveira et al., 2019 ;
Kowalczyk et al.,
2020 ; Liu et al., 2021)

(Boukhatem et al.,

2020)

(Leyva-Lopez et al.,
2017 ; Ali et al., 2020)

(Mucha et

Witkowska, 2021)

(Jiang et al., 2011 ;
Agatonovic-Kustrin et
al., 2019 ; Sadeh et al.,

2019)

(Batiha et al., 2020 ;
Haro-Gonzalez et al.,

2021)

(Witkowska et
Sowinska, 2013 ;
Falleh et al., 2020 ;
Lyczko et al., 2020)

(Papageorgiou et al.,

1991 ; Cherbal et al.,
2012 ; Rodriguez-
Pérez etal., 2013 ;
Vogiatzoglou et al.,

2015)

(Barbosa et al., 2016;
Dhakad et al., 2018)
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Matériel et méthodes

I. Matériel

1.1. Matériel végétal

Dans ce travail, des huiles essentielles de neuf plantes aromatiques sont étudiées. Il
s’agit de Thymus vulgaris L., Lavandula stoechas L., Rosmarinus officinalis L., Syzygium
aromaticum L., Mentha piperita L., Pistacia lentiscus L., Eucalyptus globulus (achetées chez
I’entreprise EAZY LIFE MED: Fabrication du matériel et produits pharmaceutiques de
Boudjellil-Bejaia). L’Origanum vulgare L. ssp. Glandulosum et Melaleuca alternifolia sont
achetées a la pharmacie. Les photographies de ces HEs sont présentées dans la figure 4. La

description botanique des plantes étudiées est présentée dans le tableau Ill.

Figure 4 : Photographies des huiles essentielles étudiées.
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Tableau I11 : Caractéristiques botaniques des plantes aromatiques étudiées.

Classification botanique

Regne : Plantae

Division : Magnoliophyta

Classe: Magnoliopsida

Ordre: Lamiales

Famille: Lamiaceae

Genre: Lavandula

Espéce : Lavandula stoechas L.
(Siddiqui et al., 2016).

Regne : Plantae

Sous-régne : Tracheobionta
Embranchement : Magnoliophyta
Sous-embranchement : Magnoliophytina
Classe : Magnoliopsida

Sous-classe : Asteridae

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae

Genre : Thymus

Espéce : Thymus vulgaris L.

(Goetz et Ghédira, 2012).

Régne : Végétal

Embranchement : Spermaphytes
Sous-embranchement: Angiospermes
Classe : Dicotylédonae

Sous classe : Astéridae

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae

Genre : Origanum

Espece : Origanum glandulosum Desf.
(Quezel et Santa, 1963; Gaussen et al., 1982).
Régne : Plantae

Sous-régne : Tracheobionta

Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Ordre : Myrtales

Famille : Myrtaceae

Genre : Melaleuca

Espéce : Melaleuca alternifolia
(Maiden et Betche Cheel, 1924).
Régne : Plantea

Sous régne : Tracheobionta
Embranchement : Spermatophyta
Sous embranchement : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida

Sous classe : Asteridae

Famille: Lamiaceae

Ordre: Lamiales

Genre: Rosmarinus

Espéce: Rosmarinus officinalis L.
(Begum et al., 2013).

Description botanique des feuilles

La lavande papillon se présente sous forme d’un
arbrisseau pouvant atteindre un metre de hauteur.
Ses feuilles sont persistantes, étroites, opposées
de couleur grisatres (Mohammedi et Atik, 2012).

Le thym est un sous-arbrisseau touffu, vivace et
aromatique pouvant atteindre de 20 a 30 cm de
hauteur. Ses feuilles persistantes de couleur vert
grisatre, subsessiles, opposées, oblongues-
lancéolées a linéaires, mesurant de 3 a 12 mm de
long et de 0.5 a 3 mm de large et ayant une forme
générale d’aiguille (Prasanth et al., 2014).

L'origan est une plante herbacée. Ses feuilles sont
opposées, ovales a elliptiques, courtement
pétiolées, de petites taille (0,5 a 2,5 cm de long
sur 0,5 a 1 cm de large) entiéres, de couleur grise
feutrée car recouvertes de poils sur les deux faces
(Boullard, 2001).

L'arbre a thé est un arbuste ou arbrisseau d'aspect
délicat, a petites feuilles linéaires persistantes et
épineuses (Tocaven, 2011).

Le Romarin est un arbuste de 50 cm a 1 m de
haut et plus, rameux, sempervirent et aromatique.
Ses feuilles opposées, linéaires, entiéres et
oblongues, mesurant 3 & 5 c¢m, persistantes et
coriaces, enroulées par les bords, brillantes, vertes
et chagrinées a la face supérieure, gris feutré et
tomenteuses au revers du limbe (Jullien, 2016).
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Regne : Plantae

Sous-régne : Tracheobionta
Embranchement : Magnoliophyta
Sous-embranchement : Magnoliophytina
Classe : Magnoliopsida

Sous-classe : Rosidae

Ordre : Myrtales

Famille : Myrtaceae

Genre : Syzygium

Espéce : Syzygium aromaticum L.
(Goetz et Ghédira, 2012).

Régne : végétal

Embranchement : Spermaphytes
Sous-embranchement: Angiospermes
Classe : Eudicotylédones
Sous-classe : Rosidées

Ordre : Sapindales

Famille : Anacardiacées

Genre : Pistacia

Espece : Pistacia lentiscus L.

(Guignard, 2001; Spichiger et al., 2019).

Régne : Plantae

Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae

Genre : Mentha

Espéce : Mentha piperita L.
(Quezel et Santa, 1963).
Régne : Plantae

Sous-régne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe :Magnoliopsida
Sous-classe : Rosidae
Ordre : Myrtales

Famille : Myrtaceae

Genre : Eucalyptus

Espéce : Eucalyptus globulus
(Ghedira et al., 2008).

1.2. Souches bactériennes

Partie expérimentale

Les clous de girofle sont des arbres de 15 m de
haut avec une couronne pyramidale dense. Leurs
feuilles sont placées face a face et ont une forme

elliptique-lancéolée (Winska et al., 2019).

Le lentisque est un arbrisseau dioique de 1 a 3
meétres de hauteur (Rameau et al., 2008). Ses
feuilles sont persistantes, paripennées (Boullard,
2001), composées, alternes, a pétioles étroitement
ailés, a 4-10 folioles, petites disposées en deux
rangées (Rameau et al., 2008).

La Menthe poivrée est une plante herbacée
vivace. Ses feuilles sont de 4 a 5 cm de long,
sombres ou vert clair, ovales, opposées, dentelées,
a court pétiole avec des bords dentés (Singh et
al., 2015).

Les eucalyptus sont de grands arbres de 40 2 50 m
de hauteur (Traore et al., 2013). Leurs feuilles
sont persistantes, coriaces, glabres mais
différentes en fonction de I’4ge des rameaux: les
jeunes rameaux possedent des feuilles larges,
courtes, opposées, sessiles, ovales, bleu-blanc et
cireuses, avec un vrai limbe nervuré. Les rameaux
plus &gés possedent des feuilles aromatiques,
falciformes, longues de 12 a 30 cm, étroites,
pointues, épaisses, vert foncé, courtement
pétiolées, alternes et pendantes verticalement
(Goetz et Ghedira, 2012).

Dans cette étude, nous avons utilisé huit souches bactériennes, responsables des

mammites, afin d'évaluer I'effet antibactérien des neufs huiles essentielles étudiées. Parmi ces

souches cibles, cing sont isolées a partir des mammites et les trois autres sont des souches de

référence (tableau IV) fournis par le Laboratoir de Microbiologie Appliquée (LMA) de

l'université de Bejaia.

21



Matériel et méthodes Partie experimentale

Tableau IV : Tableau représentatif des différentes souches testées.

Souche Référence
E. coli ATCC 25922
E.colil
E. coli 2 Souches isolées a partir des
E.coli 3 mammites bovines
E.coli4
K. pneumoniae *EA7
SARM ATCC 43300
S. aureus Souches isolées a partir des

mammites bovines

ATCC : Americain Type Culture Collection ;
SARM : Staphylococcus aureus résistant a la méticilline;
*Résistant aux quinolones.

1. Méthodes

I1.1. Evaluation de ’activité antibactérienne

Les souches cibles sont d’abord repiquées par la méthode de stries sur des boites de
Pétri contenant la gélose Plat Count Agar (PCA) (Annexe I), puis incubées a 37 °C pendant
24 heures dans le but d’obtenir une culture jeune. Une ou plusieurs colonies bien isolées de
chaque culture pure sont prélevées et transférées dans 1’eau physiologique (NaCl 0,9 %) afin
de préparer une suspension bactérienne de 10° unités formant colonie (UFC)/mL qui
correspond aux normes de McFarland équivalentes a une densité optique de 0,08 a 0,1 a une

longueur d'onde de 600 nm.

11.1.1. Evaluation qualitative (Aromatogramme)
L’activité antibactérienne des HEs étudiées est évaluée par la technique de diffusion

sur disque selon la méthode décrite par (Celiktas et al., 2007).

Des disques de papier Wattman (D = 6 mm) stériles imprégnés de 10 uL d’HE diluée
dans du dimeéthylsulfoxyde (DMSO) a une concentration de 25 mg/mL sont déposes a la
surface d’une gélose Mueller Hinton (MH) préalablement ensemencée par écouvillonnage a
raison de 10" UFC/mL. Les boites de Pétri sont mises au réfrigérateur a 4 °C pendant 2 heures
pour une pré-diffusion (Bansemir et al., 2006). Aprés une incubation a 37 °C pendant 24
heures, des zones d’inhibition autour des disques sont mesurées en millimétres (Karabay-

Yavasoglu et al. 2007).

22



Matériel et méthodes Partie expérimentale

Afin de valider les résultats, des témoins sont utilisés :

e Témoin négatif : dépbt des disques de papier Wattman imprégnés de 10 pL de
DMSO.

e Témoin positif : dépot des disques d’antibiotique (spiramycine) et des standards d'HE
(’eugénol et le thymol), a 25 mg/mL.

11.1.2. Evaluation quantitative

11.1.2.1. Détermination des concentrations minimales inhibitrices

La concentration minimale inhibitrice (CMI) est définie comme étant la plus faible
concentration en compos¢ bioactif qui inhibe toute croissance visible d’un microorganisme
(Chebaibi et al., 2016). La CMI des huiles essentielles vis-a-vis les souches cibles est
déterminée par la méthode de dilution en milieu solide décrite par Tuncel et Nergiz (1993).

Une série de boites de Pétri est coulée par la gélose Mueller Hinton avec des
concentrations finales des huiles essentielles croissantes allant de 0,1 a 100 pg/mL.
L'ensemencement par spot des différentes souches cibles, est réalisé a partir de 10° UFC/mL
par prélévement de 10 pL, soit 10* UFC/spot (CA-SFM, 2022). Un témoin négatif sans
extrait (I'extrait est remplacé par du DMSO) est réalisé. Aprés incubation a 37 °C pendant 24
heures, une Vérification d'une croissance ou non au niveau du point d'application du spot est
effectué. La CMI correspond a la premiére concentration dépourvue de croissance bactérienne
(Moroh et al., 2008).

11.1.2.2. Détermination des concentrations minimales bactéricides
La concentration minimale bactéricide (CMB) est définie comme étant la plus faible
concentration en composé bioactif permettant de détruire 99,99 % de la concentration

cellulaire initial des bactéries (soit 0,01 % de survivants) (Caquet, 2004).

Des tubes de bouillon Mueller Hinton sont ensemencés par des morceaux de géloses
raclés la ou aucune croissance n'est observée sur la boite de Pétri. Apres incubation a 37 °C
pendant 24 heures, une présence ou non d'un trouble est mentionnée. La CMB correspond a

la premiére concentration ou aucun trouble n'est observe.
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11.2. Etude statistique

Les résultats sont exprimés en moyenne + écart type. Les données sont analysées en
utilisant une analyse de variance (ANOVA). Des différences significatives (p < 0,05) entre les
moyennes sont déterminées par le test LSD (Low Significant Difference). Le logiciel utilisé est
STATISTICAS.5.
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Résultats et discussion

I. Evaluation qualitative (Aromatogramme)

Partie expérimentale

L'activité antibactérienne des huiles essentielles étudiées est estimée en termes des

diamétres des zones d'inhibition autours des disques contenant les extraits a tester vis-a-vis de

cing bactéries pathogénes responsables de la mammite bovine ainsi que trois souches de

références. Les résultats obtenus sont enregistres dans le tableau V et illustres dans la figure 5.

L'échelle de l'estimation de l'activité antibactérienne est donnée par Abboud et al.
(2015) , comme suit :

e Le diamétre de la zone d'inhibition > 20 mm : sensible.
e Le diamétre de la zone d'inhibition varie entre 10 et 20 mm : intermédiaire.

e Le diametre de la zone d'inhibition < 10 mm : résistant.

Tableau V: Résultats de I'évaluation qualitative de l'activité antibactérienne des huiles
essentielles étudiées vis-a-vis les souches testées.

Souche

E. coli

E. coli 1

E. coli 2

E. coli 3
E. coli 4
K.
pneumoniae

SARM

S. aureus

Arbre a
thé
11 +
1,0d

115+
2,0d

9,0+
0,0d

20,5 +
25¢

12 +
20c

135+
0,5b

6,5+
0,5gh

00 +
0,0
c

Clou
de
girofle
14 +
10c

135+
0,5¢c

15,0 +
0,0c

17,5+
2,5d

14 +
0,0b

15,75
+0,75
b
13+
0,0c

16 +
10b

Zone d'inhibition (mm) des HEs (250 pg/disque)

Eucalyptus

95+05

e
9,25+
0,25¢e

8,0+0,0
ef

75+05
fg

9,0+0,0
ef

9,0+£0,0
efg

8,5+0,5
df

00+0,0
C

Lavande

85+05
ef

9,25+
0,25¢e

80+1,0
ef

11,25 +
1,25 ¢

10,5 +
0,5 cde

11+1,0
de

6,5+05
gh

00+0,0
C

Lentisque

8,0+0,0
f

00,0 +
0,0f

6,5+05
fg

6+0,0
g9

8,0+0,0
f

10+0,0
def

55+0,5
hi

00+0,0
C

Menthe
poivrée
9,0+
0,0
ef
95+
15e

85+
0,5 de

8,25
1,25f

10,25
0,75 de

5,5+
0,5h

95+
0,5d

00 £
0,0
c

Origan

24 +
0,0a

195+
0,5b

20 £
10b

26 +
10b

25,5+
05a

24 +
40a

18 +
10b

16,5+
0,5b

Romarin

9,25+
1,25 ef

9,0+00
©

7505
f

9,0+0,0
f

11+10
cd

8515
fg

5+0,5
i

00+0,0
C

Thym

21 +
1,0b

275+
15a

215+
0,5a

28,75
+0,75
a
26 +
20a

255+
05a

235+
15a

255+
05a

Les valeurs portant les mémes lettres sur la méme ligne ne présentent aucune différence significative

(p < 0,05).
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L’étude statistique a montré une différence significative (p < 0,05) entre les huiles
essentielles de Thymus vulgaris L., d'Origanum vulgare L. ssp. Glandulosum et de Syzygium
aromaticum L., vis-a-vis de toutes les souches d'Escherichia coli testées. Les HEs du thym et
d’origan présentent une meilleure activité inhibitrice a I’encontre des cinq souches d'E. coli
avec des zones d’inhibitions allant de 21 a 28,75 mm pour le thym et de 19,5 a 26 mm pour
I’origan. La zone d’inhibition la plus large est obtenue par I’HE du thym vis-a-vis d’E. coli 3,
cette souche s’est avérée étre sensible également a I’HE de Melaleuca alternifolia dont le
diamétre d’inhibition est de 20,5 mm. Quant a I’HE de clou de girofle, elle posséde une
activité intermédiaire a 1’égard de toutes les souches d’E. coli avec des zones d’inhibition
allant de 13,5 a 17,5 mm. L’HE de Pistacia lentiscus L. s’est montrée la moins active avec des
diamétres d’inhibition allant de 6 a 8 mm, a ’exception d'E. coli 1 ou aucune zone

d’inhibition n’est observée.

Concernant K. pneumoniae, les meilleurs effets inhibiteurs sont enregistrés par les
HEs de Thymus vulgaris L. et d'Origanum vulgare L. ssp. Glandulosum avec des zones
d’inhibition de 25,5 mm et 24 mm, respectivement. Une activité intermédiaire est enregistrée
par les HEs de Syzygium aromaticum L. et de Melaleuca alternifolia vis-a-vis de cette souche
avec aucune différence significative (p < 0,05). La zone d’inhibition la plus étroite est obtenue

par ’HE de Mentha piperita L. avec un diamétre de 5,5 mm.

Les HEs de Thymus vulgaris L. et d'Origanum vulgare L. ssp. Glandulosum ont exercé
un effet antibactérien a 1’égard du SARM avec des zones d’inhibition de 23,5 mm et 18 mm,
respectivement, avec une différence significative (p < 0,05). D’autre part, I’HE de Syzygium
aromaticum L. a montré une activité intermédiaire envers cette souche avec une zone
d’inhibition de 13 mm. Une faible activité est notée par les HEs de Rosmarinus officinalis L.
et de Pistacia lentiscus L. avec de faibles diametres des zones d’inhibition de 5 mm et 5,5

mm, respectivement avec une différence non significative (p < 0,05).

Aucune différence significative (p < 0,05) n’est observée entre les HEs de Melaleuca
alternifolia, Eucalyptus globulus, Lavandula stoechas L., Pistacia lentiscus, Mentha piperita
L. et Rosmarinus officinalis L. a 1’égard de Staphylococcus aureus qui s’est montrée résistante
a ces cing huiles essentielles. Tandis que les HEs de Thymus vulgaris L., d'Origanum vulgare
L. ssp. Glandulosum et de Syzygium aromaticum L. exercent une meilleure activité avec des
zones d’inhibitions allant de 16 a 25,5 mm. La zone d’inhibition la plus large est obtenue avec

I’HE de thym.

26



Résultats et discussion Partie expérimentale

Figure 5 : Photographies de quelques zones d’inhibitions obtenues par les huiles essentielles
étudiées contre les souches cibles: E. coli (A), E. coli 1 (B), E. coli 2 (C), E. coli 3 (D), E. coli
4 (E), K. pneumoniae (F), SARM (G) et S. aureus (H).

R: romarain, E: eucalyptus, M: menthe poivrée, Le: lentisque, O: origan, La: lavande, G: clou de
girofle, T: thym, A: arbre a thé.
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Les résultats montrés dans le tableau VI indiquent que les témoins positifs utilisés
présentent une activité antibactérienne vis-a-vis de toutes les souches testées. Les zones les
plus larges sont obtenues par 1’antibiotique contre E. coli 3 (20 mm) et par 1’eugénol vis-a-vis
d’E. coli (13,5 mm). Les HEs de Thymus vulgaris L. et d'Origanum vulgare L. ssp.
Glandulosum marquent une forte activité inhibitrice contre les souches d'E. coli en comparant
a I’ATB avec une différence significative (p < 0,05). La spiramycine présente une meilleure
activité inhibitrice (20 mm) que celle de I’'HE de Syzygium aromaticum L. a I'égard d'E. coli 3
(17,5 mm), avec une différence significative (p < 0,05). Or que, vis-a-vis d’E. coli 4 cette

huile essentielle a marqué une meilleure activité (14 mm) que cet antibiotique (7,5 mm).

Tableau VI : Résultats de I'évaluation qualitative de I'activité antibactérienne des témoins
positifs vis-a-vis les souches testées.

Zone d'inhibition (mm) des témoins positifs (250 pg/disque)

Souche Spiramycine Eugénol Thymol
E. coli 145+0,5a 135+15a 125+£05b
E.colil 130+1,0a 9,75+0,75b 9+0,0b
E. coli 2 10,75£0,25 b 11,75+ 0,75 a 10,75+£0,25b
E. coli 3 20£10a 13+10b 13,75+ 0,75 b
E.coli4 75+£05¢C 12+10a 10+0,0b
K. pneumoniae 75+05¢c 13,75+ 0,75 a 115+05b
SARM 275+05a 75+05¢c 9+0,0b
S. aureus 285+15a 115+0,5b 12.5+25Db

*A noter que le témoin négatif (DMSO) n’a montré aucune activité.
Les valeurs portant les mémes lettres sur la méme ligne ne présentent aucune différence significative (p < 0,05).

L’eugénol exerce un effet inhibiteur avec une zone d’inhibition de 13,75 mm contre
K. pneumoniae, avec des différences significatives entre ce témoin, le thymol et la
spiramycine. On note que les HEs de thym, d’origan et de clou de girofle présentent une forte

activité par rapport aux témoins positifs a I'égard ce cette souche.

Le SARM s’est avéré étre sensible a 1’¢gard de la spiramycine (27,5 mm) comparant

aux HEs de thym, d’origan et de clou de girofle.
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La spiramycine exerce une excellente activité inhibitrice contre la souche S. aureus
(28,5 mm) avec une différence significativement (p < 0,05) avec les HEs de thym, d’origan et
de clou de girofle. A 1’égard de cette souche, 1’eugénol et le thymol sont actifs, contrairement

aux HEs de I’arbre a thé, I’eucalyptus, la lavande, le lentisque, la menthe poivrée et le romarin

oU aucune activité n'est observée vis-a-vis de S. aureus.

Figure 6 : Photographies des zones d’inhibitions des témoins positifs (spiramycine, eugénol,
thymol) et du témoin négatif (DMSO) testés contre les souches cibles.

E. coli (A), E. coli 1 (B), E. coli 2 (C), E. coli 3 (D), E. coli 4 (E), K. pneumoniae (F), SARM (G) et
S. aureus (H).

D’apres ’analyse des résultats obtenus, les HES de Thymus vulgaris L. et d’Origanum
vulgare L. ssp. Glandulosum exercent une meilleure activité antibactérienne vis-a-vis d’E.
coli, contrairement a ce qui est rapporté par Fratini et al. (2014) ou aucune activité
antibactérienne n’est observée. Sokovic et al. (2008) ont rapporté que I'HE de Thymus
vulgaris L. a une meilleure zone d’inhibition (30 mm) que la streptomycine (20 mm) contre
certaines bactéries pathogenes de 1'Homme telles que S. aureus, S. epidermis et E. coli. Les
HEs de la lavande, selon la méme étude, ont une zone d’inhibition plus faible (6 mm) par
rapport aux HEs de thym et a l’antibiotique témoin (streptomycine). Ces résultats sont
cohérents avec les résultats obtenus dans notre étude ou I’'HE de thym a enregistré une

meilleure activité antibactérienne que la spiramycine vis-a-vis les souches d’E. coli et S.
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aureus isolées de la mammite bovine. Tandis que la lavande présente une faible activité

antibactérienne par rapport a I’HE de thym et ’antibiotique spiramycine.

Behbahani et al. (2019) ont enregistré une activité antibactérienne de I’HE de
Syzygium aromaticum L. avec des zones d’inhibition de 20,5 mm et 29,5 mm vis-a-vis d’E.
coli et S. aureus, respectivement. En comparant a nos résultats, une activité intermédiaire est
enregistrée a 1’égard de toutes les souches testées. Dans une étude menée par Ginting et al.
(2021), il a été constaté que I’HE de clou de girofle était potentiellement active conte E. coli
et K. pneumoniae. A une concentration de 10 %, des zones d’inhibitions de 17 mm et 15 mm
ont été obtenues a 1’égard de ces deux souches respectivement. Ces résultats corroborent avec
les valeurs enregistrées dans notre étude. Bajalan et al. (2017) ont rapporté que les sept HES
iraniennes de Rosmarinus officinalis L. ont montré une activité antibactérienne contre S.
aureus. Concernant I’HE de Melaleuca alternifolia contre E. coli, une activité intermédiaire

(12 mm) a été trouvée par Zhang et al. (2018), ce qui concorde avec nos résultats.

Contrairement & nos résultats, Bachheti (2015) a montré que I'HE d’Eucalyptus
globulus exerce une bonne activité antibactérienne vis-a-vis de S. aureus (28 mm) et de K.
pneumoniae (24,5 mm). Selon Rakhshander et al. (2011), I’activité antibactérienne des HEs
différe d’un échantillon a ’autre. La quantité d’ingrédients actifs d’une méme plante peut étre
affectée par la zone et la saison de cueillette. Yuan et al. (2016) rajoute que la composition
des HEs au sein d’une méme espece botanique est influencée par la méthode d’extraction et

le mode de conservation.

La différence observée dans I'évaluation qualitative de I’activité antibactérienne des
HEs étudiees est principalement liée a leur composition biochimique. Les monoterpenes
hydrocarbonés présentes 1’activité antibactérienne la plus faible, tandis que les composés
oxygénés possedent un potentiel plus élevé, en particulier les composés de type phénol
comme le thymol et le carvacrol (Abboud et al.,, 2015). En effet, la bonne activité
antibactérienne observée pour les HEs de thym et d’origan est probablement liée a la présence
de ces deux composés phénolique. Selon (Walsh et al. (2003), le thymol et le carvacrol ont
des effets inhibiteur et létal sur diverses souches dont E. coli et S. aureus, sur lesquelles elles

provoquent des fuites d’ions potassium (K*).

Dans notre étude, I'HE de Syzygium aromaticum L. a présenté une activité

intermédiaire, elle est probablement due a sa composition. En effet, le clou de girole contient
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15 a 20 % d’HE, dominée par 1’eugénol (70 a 85 %), I’acétate d’eugényle (15 %) et le PB-
caryophyllene (5 a 12 %) (Mittal et al., 2014). L’eugénol est un composé bioactif ayant des
activités bactéricides dommageables, tels que des troues de 1’enveloppe et des déformations

des cellules bactériennes (Walsh et al., 2003).
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I1. Evaluation quantitative

11.1. Détermination des concentrations minimales inhibitrices et bactéricides

D’aprés les résultats de 1’aromatogramme, seules les HEs de Thymus vulgaris L.,
d'Origanum vulgare L. ssp. Glandulosum et de Syzygium aromaticum L., ayant une bonne
activité antibactérienne contre les bactéries testées, ont été considérées pour des études
ultérieurs, a savoir 1’analyse quantitative (CMI et CMB). Les résultats sont résumés dans le

tableau V11 et illustrés dans les figures 7 et 8.

Tableau VII : Reésultats de I'évaluation quantitative de l'activité antibactérienne des huiles
essentielles étudiées vis-a-vis les souches testées.

- Souche ~ HE  CMi(ug/mL)  CMB(ug/mL)
Thym 50 >100
Origan 50 100
Clou de girofle >100 >100
Thym 50 100
Origan 100 >100
Clou de girofle >100 >100
Thym 50 100
- Origan 100 >100
Clou de girofle 100 >100
Thym 50 100
Origan 100 >100
Clou de girofle 100 >100
Thym 50 100
- Origan 100 >100
Clou de girofle 100 >100
Thym 50 50
Origan 50 >100
Clou de girofle 100 >100
Thym 50 50
Origan 50 100
Clou de girofle >100 >100
Thym 50 50
Origan 50 100
Clou de girofle >100 >100
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L’HE de Thymus vulgaris L. exhibe une activité inhibitrice a une concentration de 50
pg/mL vis-a-vis de toutes les souches testées, ceci, concorde avec les résultats obtenus dans
I’antibiogramme ou des larges zones d’inhibition sont observées. A 100 ug/mL, une action
bactéricide a été constatée a 1’égard du SARM et de S. aureus. En revanche, pour les cing
souches d’E. coli testées, la CMB est supérieure a 100 pug/mL et pour K. pneumoniae elle est
de 50 pg/mL.

La CMI révélée par I’HE d’Origanum vulgare L. ssp. Glandulosum vis-a-vis d’E. coli,
K. pneumoniae, SARM et S. aureus est de 50 pg/mL. Cependant, cette I'HE exerce une action
bactéricide a une concentration de 100 pg/mL contre ces souches, a 1’exception de
K. pneumoniae ou la CMB est supérieure a 100 pg/mL. Contre les souches d’E. coli isolées
des mammites, I’HE de 1’origan montre un effet inhibiteur a 100 png/mL et bactéricide a une

concentration supérieure a 100 pg/mL.

L’HE de Syzygium aromaticum L. présente la méme activité inhibitrice a 1’égard de
E. coli 2, E. coli 3, E. coli 4 et K. pneumoniae avec une CMI de 100 pg/mL et une CMI
supérieure a 100 pg/mL a I’encontre d'E. coli, E. coli 1, SARM et S. aureus. Cette HE a
montré des CMB supérieures a 100 pg/mL vis-a-vis de toutes les souches cibles.
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Figure 7 : Photographies des résultats des concentrations minimales inhibitrices des HEs de
thym (T), d’origan (O) et de clou de girofle (G) vis-a-vis les souches cibles.

1: E. coli, 2: SARM, 3: K. pneumoniae, 6: E. coli 1, 7: E. coli 2, 8: E. coli 3, 9: E. coli 4.
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Figure 8 : Photographies des résultats des concentrations minimales bactéricides des HEs de
thym (T), d’origan (O) et de clou de girofle (G) vis-a-vis les souches testées.
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La CMI révélée par I’HE de Thymus vulgaris L. est inférieur a la CMI enregistrée pour
cette HE étudiée par Kovacevi¢ et al. (2021a), elle est de 3,125 mg/mL pour quatre souches
d’E. coli et 6,25 mg/mL pour Staphylococcus spp. Ces auteurs ont également obtenu des
CMBs de 6,25 et 12,5 mg/mL vis-a-vis des quatre souches d’E. coli et Staphylococcus spp.,
respectivement. Fournomiti et al. (2015) ont enregistré un effet bactériostatique de I’HE de
thym a I’égard de K. pneumoniae a 11,34 pg/mL, elle est inférieure a la CMI trouvée dans
notre étude. Al-Bayati (2008) a rapporté des valeurs de CMI égales a 500 pg/mL pour K.
pneumoniae et de 62,5 pug/mL pour E. coli, ce dernier résultat concorde avec le notre (CMI
de 50 pg/mL).

Selon 1’étude menée par Ginting et al. (2021), I’'HE de Syzygium aromaticum L.
exerce un effet inhibiteur et bactéricide vis-a-vis d’E. coli a une concentration de 0,078 %
(v/v). Aussi, une CMI de 0,078 % (v/v) et une CMB de 0,156 % (v/v) sont enregistrées vis-a-
vis de K. pneumoniae. Budri et al. (2015) ont rapporté une CMI de 0,392 mg/mL par I’HE de
clou de girofle a I’encontre de S. aureus, ces valeurs sont cohérentes avec nos résultats (CMI
> 100 pg/mL).

L’¢tude menée par Kovacevi¢ et al. (2021b) sur I’'HE d’Origanum vulgare L. ssp.
Glandulosum a rapporté des valeurs de CMI (0,78 mg/mL) et de CMB (1,56 mg/mL) vis-a-vis
les quatre souches d’E. coli testées, et des CMI et CMB respectivement de 3,123 mg/mL et
6,25 mg/mL contre Staphylococcus spp. Zitek et al. (2021) ont étudié I’efficacité de ’huile
d’origan obtenue par extraction par fluide supercritique (SFE) et macération. Les valeurs de
CMI obtenues dans leurs travaux variaient de 0,147 a 0,327 mg/mL pour S. aureus et de 0,728
a 2,484 mg/mL pour E. coli. Par rapport a nos résultats, les CMI et les CMB, déterminées par
ces auteurs, sont supérieures. Fournomiti et al. (2015) ont enregistré des valeurs des CMI
moyennes de 43,5 et 102,7 pug/mL pour cette HE a 1’égard de K. pneumoniae, ces résultats

sont cohérents avec les valeurs de CMI trouvées dans notre étude.

L’activité antibactérienne des HEs est attribuée aux monoterpenes particuliérement
aux phénols (Oussalah et al., 2006). D’apres Lambert et al. (2001) et Bakkali et al. (2008),
les composés phénoliques entrainent des dommages au niveau de la membrane externe et
interne des bactéries, ce qui provoque une augmentation de la perméabilité membranaire aux
protons et aux ions de potassium, une réduction des réserves de I’ATP intracellulaire, une
perturbation de la force proton motrice et une dénaturation des protéines intracellulaires.

Cependant, I’activité antibactérienne élevée des HEs de thym et d’origan peut étre expliquée
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par la présence des composés phénoliques : le thymol, le carvacrol et le p-cymene. Plusieurs
études ont déja montré que le thymol et le carvacrol ont une activité bactériostatique et
bactéricide (Veldhuizen et al., 2006). Des études antérieurs ont démontré que le p-cyméne
peut renforcer les effets inhibiteurs du carvacrol lorsque ces deux composés sont utilisés
ensembles (Kovacevié¢ et al., 2021b). Mihajilov-Krstev et al. (2010) précisent que le p-
cymeéne est hydrophobe et provogue un gonflement plus important de la membrane
cytoplasmique, et que cet effet permet au carvacrol d’étre plus facilement transporté dans la
cellule. 1l est nécessaire de noter que la composition et 1’activité biologique des HEs sont
fortement associées au procédé d’extraction, au type de solvant, a la composition
phénotypique de la plante, aux conditions de stockage et au type de prétraitement (Burt,
2004 ; Andrade et al., 2017). Lopes et al. (2020) rajoutent que méme des facteurs externes
tels que le climat, le sol, la gestion et le stade phénologique peuvent provoquer des variations
dans la composition des métabolites secondaires, responsables de leurs propriétés biologiques

et thérapeutiques.
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Conclusion

Les plantes médicinales demeurent une source crédible des principes actifs connus par
leurs propriétés thérapeutiques. Dans la présente étude, nous nous sommes intéresses a
I’évaluation de D’activité antibactérienne des huiles essentielles de Thymus vulgaris L.,
Lavandula stoechas L., Origanum vulgare L. ssp. Glandulosum, Melaleuca alternifolia,
Rosmarinus officinalis L., Syzygium aromaticum L., Mentha piperita L., Pistacia lentiscus L.
et Eucalyptus globulus vis-a-vis des bactéries isolées de la mammite bovine (E. coli 1, E. coli
2, E. coli 3, E. coli 4 et S. aureus) ainsi que vis-a-vis des souches bactériennes de références
(E. coli, SARM et K. pneumoniae).

Les données expérimentales de I’aromatogramme ont démontré que les HEs de
Thymus vulgaris L., d'Origanum vulgare L. ssp. Glandulosum et de Syzygium aromaticum L.
possedent une activité antibactérienne a 1’égard de toutes les souches testées, en présentant de
larges zones d’inhibition allant de 16,5 a 28 mm pour les HEs de thym et d’origan et des
zones d’inhibition qui varient entre 13 a 17,5 mm pour I’HE de clou de girofle. L activité

antibactérienne des autres HEs testées semble étre moins efficace.

D’aprés ces résultats, les HEs de Thymus vulgaris L., d'Origanum vulgare L. ssp.
Glandulosum et de Syzygium aromaticum L. ont été choisies pour I'évaluation quantitative de
I'activité antibactérienne; détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) et
bactéricides (CMB). L’HE de thym a montré un effet bactériostatique a 50 pug/mL a 1’égard de
toutes les souches testées. Par contre un effet bactéricide n’a été observé qu’a 50 pg/mL pour
K. pneumoniae, SARM et S. aureus et a 100 pg/mL pour les quatre souches d’E. coli isolées
de la mammite bovine. Les plus faibles effets inhibiteur et bactéricide sont observés chez
I’HE de clou de girofle ; selon les souches, les CMI sont > 100 pg/mL et les CMB sont

supérieures a 100 pg/mL.

Il ressort de cette étude que les HEs de Thymus vulgaris L. et d'Origanum vulgare L.
ssp. Glandulosum peuvent contribuer a développer un traitement préventif a base de plantes
aromatiques contre la mammite bovine pour réduire son incidence et diminuer 1’application

d’antibiotiques pendant la premiére phase du développement de cette maladie.
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Ce travail reste préliminaire et dautres études sont souhaitables afin de I'approfondir,

il serait donc nécessaire de :

e Etudier Tactivit¢ antibactérienne vis-a-vis de la plupart des souches
bactériennes incriminées dans les mammites bovines;

e Etablir des synergies des différentes HEs étudiées et aussi avec des ATB;

o Réaliser des tests de cytotoxicité pour éviter les doses toxiques en
thérapeutique;

o Reéaliser des tests in vivo pour évaluer I’activité antibactérienne des HEs de
thym et d’origan contre la mammite bovine;

o Réaliser l'identification des composés bioactifs des huiles essentielles étudiées.
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Annexes

Annexe | : Composition (pour un litre) des milieux de culture utilisés
(Guiraud, 1998)

Bouillon Mueller Hinton
Extrait de viande 2 g
Hydrolysat acide de caséine 17,5 g
Amidon1,5¢g
Agar 10 g
pH 7.4
Gélose Mueller Hinton
Extrait de viande 2 g
Hydrolysat acide de caséine 17,5 g
Amidon15¢g
Agar 10 g
pH 7.4
Gélose PCA
Peptone 5 g
Extrait de levure 2,5 g
Glucose 1 g
Agar 15 g
pH 7



Résumé

Les échecs thérapeutiques et les colits de plus en plus élevés des traitements de mammite
appellent a trouver d’autres alternatives de soins. L'objectif de cette étude était de vérifier si
I'utilisation des huiles essentielles de quelques plantes aromatiques, trés utilisées en Algérie, comme
moyen de lutte alternatif contre cette maladie est envisageable. Dans un premier temps, une évaluation
qualitative de l'activité antibactérienne des HEs de ces plantes a été investiguée contre les bactéries
associees a la mammite bovine par la méthode de diffusion sur disque. Par la suite, une évaluation
quantitative a été réalisée dans le but de déterminer les concentrations minimales inhibitrices (CMI) et
bactéricides (CMB). Les résultats obtenus ont révélés que les HEs de Thymus vulgaris L. et
d'Origanum vulgare L. ssp. Glandulosum possedent un pouvoir antibactérien intéressent vis-a-vis de
toutes les souches bactériennes testées. Les plus larges diamétres des zones d'inhibition sont de 28,75
mm et 26 mm obtenus respectivement par le thym et 1’origan contre Escherichia coli. L’HE de thym a
enregistré les meilleures CMI (50 pg/mL) et CMB (> 100 pg/mL) a I’égard de toutes les souches d’E.
coli testées. Les HEs de Thymus vulgaris L.et d'Origanum vulgare L. ssp. Glandulosum peuvent
contribuer a développer un traitement préventif a base de plantes aromatiques contre la mammite
bovine

Mots-clés: activité antibactérienne, huiles essentielles, mammites, plantes médicinales.

Abstract

Therapeutic failures and the increasing high costs of mastitis treatments call for finding other
treatment alternatives. The aim of this study was to verify whether to use of essential oils of some
aromatic plants widely used in Algeria, as an alternative of combating this disease is possible. First, a
qualitative evaluation of the antibacterial activity of EOs from these plants was investigated against
bacteria associated with mastitis by the disc diffusion method. Subsequently, a quantitative evaluation
was carried out in order to determine the minimum inhibitory concentrations (MICs) and bactericidal
(MBCs). The results obtained revealed that the EO of Thymus vulgaris L. as well as the EO of
Origanum vulgare L. ssp. Glandulosum has an interesting antibacterial activity against all bacterial
strains tested. The largest diameters of zone of inhibitions are 28,75 mm and 26 mm obtained
respectively by thyme and oregano against Escherichia coli. Thym EO recorder the best MIC (50
pg/mL) and MBC (> 100 ug/mL) against all strains of E. coli tested. HEs of Thymus vulgaris L.and
Origanum vulgare L. ssp. Glandulosum can contribute to the development of a preventive herbal
treatment against bovine mastitis.
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