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Résumé

La mammite, est une inflammation de la glande mammaire chez les vaches laitieres, est une
préoccupation majeure pour les exploitations laitieres du monde entier en raison de ses effets
dévastateurs sur la production et la qualité du lait.

Outre les méthodes thérapeutiques avancees, nous avons cherché dans cette etude des
solutions naturelles alternatives basées sur l'utilisation d'extraits de plantes médicinales pour
traiter la mammite bovine causée par les bactéries Staphylococcus aureus et Escherichia coli.

10 vaches ont recu des injections quotidiennes pendant 5 jours, réparties en 3 groupes, en
étudiant I'évolution du nombre et de la qualité des bactéries présentes dans le lait et en
prélevant des échantillons au début de I'expérience TO et au cinquieme jour Tf.

Les principales bactéries étudiées sont Escherichia coli et Staphylococcus aureus.

Les résultats de cette étude ont montré I'efficacité antimicrobienne de I'extrait éthanolique de
S.Officinalis L. contre S.aureus et E.coli avec des zones d'inhibition (25.51+05.34 et
16.5+2.26) a la concentration de 125 mg/ml et (25.66+3.78 et 16.03+01.66) a la concentration
de 62.5 mg/ml, respectivement.

D'autre part, I'extrait éthanolique de L.albus L. a montré une zone d’inhibition (13.69+3.6 et
10.5+1.65) contre E.coli et (11.9£1.029 et 11.47+02.83) contre S.aureus a une concentration
de 125 mg/ml et 62.5 mg/ml, respectivement.

Les résultats de l'injection intra mammaire de L.albus L ont montré une faible inhibition

contre E.coli et S.aureus.
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Abstract

Mastitis, an inflammation of the mammary gland in dairy cows, is a major concern for dairy
farms worldwide due to its devastating effects on milk production and quality.

In addition to advanced therapeutic methods, in this study we looked for alternative natural
solutions based on the use of medicinal plant extracts to treat bovine mastitis caused by the
bacteria Staphylococcus aureus and Escherichia coli.

The aim of this study was to evaluate the antibacterial activity of ethanolic extracts (80%) of
S.officinalis L and L.albus L.

10 cows received daily injections for 5 days, divided into 3 groups, studying the evolution of
the number and quality of bacteria present in the milk and taking samples at the start of the
experiment TO and on day 5 Tf.

The main bacteria studied were Escherichia coli and Staphylococcus aureus.

The results of this study showed the antimicrobial efficacy of the ethanolic extract of
S.Officinalis L. against S.aureus and E.coli, with zones of inhibition (25.51+05.34 and
16.5+2.26) at a concentration of 125 mg/mL and (25.66+3.78 and 16.03+01.66) at a
concentration of 62.5 mg/mL, respectively.

On the other hand, ethanolic extract of L.albus L. showed a zone of inhibition (13.69+3.6 and
10.5+1.65) against E.coli and (11.9+1.029 and 11.47+02.83) against S.aureus at a

concentration of 125 mg/ml and 62.5 mg/ml, respectively.

The results of intra-breast injection of L.albus L showed weak inhibition against E.coli and

S.aureus.
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Introduction

La mammite est une pathologie majeure qui affecte les exploitations laitieres du monde
entier. Se manifestant par une inflammation de la glande mammaire, elle entraine des pertes
économiques significatives en raison de la réduction de la production laiticre, de la

détérioration de la qualité du lait et des cofits de traitement.

Plusieurs micro-organismes peuvent provoquer une inflammation de la mamelle, dont les
bactéries constituent la principale menace pour la glande mammaire. Celles-ci sont souvent
contagieuses, largement répandues dans I'environnement des animaux laitiers en favorisant les

infections intra-mammaire (Kibebew et al. 2017).

Selon leurs caractéristiques, on distingue la mammite clinique caractérise par la présence
de flocons, de caillots ou de sécrétions aqueuses dans le lait ou les quartiers infectés sont
enflés, chauds et douloureux et concernant la mammite subclinique caractérisé par 1’absence
des signes observables, se manifeste par 'augmentation du nombre de cellules somatiques, la

diminution de la production de lait (Morales-Ubaldo et al. 2023).

En Algérie, le probléme de la mammite subclinique et de la résistance aux antibiotiques

est une préoccupation majeure en médecine animale et humaine (Ghallache et al. 2021).

Face a cette préoccupation, les chercheurs se sont orientés vers des sources naturelles
plus fiables pour le traitement de la mammite, a savoir les plantes médicinales. Parmi les
plantes les plus utilisées dans la région de Tiaret dans leur pharmacopée traditionnelle Salvia
officinalis, connue localement sous le nom de Miramia, et Lupinus albus connu sous le nom

de Termes.

Dans cette étude, l'activité antibactérienne d'extraits de S. officinalis et de L. albus contre
des souches isolées du lait contaminé a été évaluée, et leur capacité a réduire la contamination
chez les vaches souffrant de mammite a ét¢ examinée. En conséquence, l'utilisation de ces
extraits de plantes médicinales dans le traitement de la mammite bovine sera renforcée et

constituera une alternative aux antibiotiques.
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I. Mammites

1. Définition

La mammite bovine est une réaction inflammatoire des tissus de la mamelle dans les
troupeaux laitiers provoquée par un choc physique ou une infection microbienne via des
bactéries Gram-positives et Gram-négatives, soit contagieuses de type Staphylococcus aureus,
soit environnementales y compris les excréments et la surface du sol de type Escherichia coli,
Enterococcus spp. (Grodkowsk et al., 2022; Cheng et al., 2020). Pendant la traite, ils se
transmettent des pis infectés aux pis propres par l'intermédiaire des mains contaminées du
trayeur et des serviettes en tissu utilisées pour laver ou sécher les pis de nombreux animaux,
ainsi que par les mouches (Paramasivam et al., 2023). Cette pathologie entraine des

anomalies dans le lait et donc des pertes économiques (Goulart et al., 2022 ; Gérard et a/).

2. Types de mammites en fonction des agents causals
En fonction de l'agent causal, on peut distinguer différents types de mammites

bovines (Figure N°01):

a. Infection bactérienne

Est considérée comme la cause principale de la mammite bovine. Plusieurs especes
bactériennes ont été identifiées comme étant les agents responsables de la mammite bovine.
Elles sont classées en deux types selon leur origine bactérienne : soit contagieuse, qui peut
étre transmise d'une vache a l'autre lors de la traite, notamment par Staphylococcus aureus,
qui vit sur la peau de la mamelle et des trayons, colonise le canal du trayon, s'y fixe et se
développe (Fesseha et al., 2021).
» La mammite clinique : se manifeste par des symptdmes visibles, tels qu'un gonflement,
une rougeur et/ou une douleur de la mamelle, ainsi qu'une fiévre systémique. Cela entraine
des altérations du lait, y compris des changements de couleur et de consistance, la présence de
caillots, des modifications sanguines et chimiques, une acidification ainsi qu'une réduction de
la teneur en matiéres grasses (Mohammed. 2021 ; Argaw et al., 2016).
» La mammite subclinique : est un type de mammite sans symptomes, ce qui la rend
difficile a détecter dans une exploitation laitiecre ou dans le pis ( Moschovas et al.,

2023;Haxhiaj et al., 2022).
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b. Mammite environnementale

Elle est provoquée notamment par des agents pathogénes qualifiés d'opportunistes, tels
qu'Escherichia coli, qui ne vivent normalement pas sur la peau ou dans la mamelle, mais qui
pénetrent dans le canal du trayon lorsque la vache entre en contact avec un environnement
contaminé (Che et al., 2020). Ces agents pathogénes se trouvent généralement dans les

bouses, la litiere et le fourrage (Kibebew et al., 2017).
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Figure N° 01: Changements dans le microbiome a différents stades de la mammite bovine ( Hoque et
al.,, 2021).

3. Mécanisme de la mammite

Lorsque des bactéries pénetrent dans les trayons des vaches, elles activent une réponse
immunitaire locale qui implique l'action de sous-produits bactériens tels que le
lipopolysaccharide (LPS) ou les vésicules de la membrane externe (OMV). Ces substances
sont reconnues par les macrophages grace a des récepteurs appelés TLR4 ou TLR2, ce qui
déclenche une réaction en chaine impliquant d'autres types de globules blancs, tels que les
leucocytes polymorphonucléaires. Cette réaction entraine la libération de cytokines (IL1, IL6
et TNF) et de chimiokines (interleukine (IL)-8), qui affectent l'ovaire et le corps jaune,
perturbant la sécrétion d'hormones essentielles a la reproduction. Cela peut entrainer des
problémes tels qu'un développement folliculaire anormal, un retard de I'cestrus, une
augmentation de la mortalité des embryons et une dysplasie embryonnaire (Figure N°02). De

plus, la fiévre associée a la mammite peut nuire au développement des ovocytes et des
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embryons, ainsi qu'a la nutrition des vaches laitieres (Haxhiaj et a/., 2022 ; Wang et al,,

2021).
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Figure N°02 : Mécanisme de la mammite chez les vaches (Sharma et al., 2017).

I1. Pharmacopée traductionnel

Les plantes médicinales sont des plantes riches en composés bioactifs dans leurs différents

organes. Ces composants ont des propriétés thérapeutiques soit directement, soit en entrant

dans la fabrication de médicaments (Sofowora et al., 2013). En outre, plusieurs médicaments

actuels sont basés sur des plantes médicinales traductionnelles en raison de leurs composés

médicinaux (Marrelli. 2021).

1. Description des plantes étudies

1.1.Salvia officinalis L

4+ Description

La sauge est sans doute la reine des herbes aromatiques, et I'une des plus anciennes a

étre cultivée. Elle appartient au genre Lamiaceae, qui comprend plus de 800 espéces de

plantes herbacées (annuelles et vivaces) ( Vialard. 2013) .

Salvia officinalis L. est une plante a feuilles persistantes, arbustive, atteignant jusqu'a

60 cm de haut, avec des tiges ligneuses et des feuilles poilues, avec des fleurs bleu-violet,
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roses ou blanches. Elle pousse généralement dans les zones littorales et les iles le long de la
Meéditerranée, de I'Adriatique et de la mer Ionienne, ainsi que dans les zones intérieures du
sud de la Serbie. Ouest de la Grece et de la Macédoine ( JaZzo et al., 2023) .

Elle est utilisée pour traiter divers types de troubles, notamment les crises d'épilepsie,
les ulcéres, la goutte, les rhumatismes, les inflammations, les vertiges, les tremblements, la

paralysie, la diarrhée et I'hyperglycémie (Ghorbani et Esmaceilizadeh, 2017).

Figure N° 03 : la partie aérienne de S. officinalis L. (Ghorbani et Esmaeilizadeh, 2017).
+ Classification botanique

La classification scientifique d’espéce Salvia officinalis L. (Mehta.2020) :
Régne : Plantae
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Subclasse : Asteridae
Ordre : Lamiales
Famille : Lamiaceae
Genre : Salvia

Species : officinalis

1.2.Lupinus albus L.
+ Description

Le lupin blanc, nom commun Lupinus albus L., appartient au genre Lupinus, a la
famille des Leguminosae ou Fabaceae. Cette variété¢ de lupin est une légumineuse annuelle

cultivée qui peut atteindre une hauteur d'environ 120 cm. Elle posséde également une forte

)
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tige qui, associée a des racines auxiliaires, peut pénétrer dans le sol jusqu'a une profondeur de
1,5 m (Tounsi-Hammami et al., 2019 ; Petterson. 2004). Ses feuilles sont alternes et

comportent de cinq a neuf folioles, presque lisses sur le dessus et poilues sur le dessous

(Pereira et al., 2022).

+ Classification botanique

Régne : Plantae
Ordre :Fabales
Famille :Fabaceae

Genre : Lupinus

Species : albus

1.3. Plantes médicinales et mammites
De nombreuses recherches ont récemment ét¢ menées sur le développement de
traitements alternatifs de la mammite bovine (Abon et Mingala, 2024 ; Mushtaq et al.,
2018). Ces traitements sont basés sur les plantes médicinales en raison des propriétés des
extraits a ¢liminer les bactéries pathogenes isolées du lait des vaches atteintes de mammite (

Castaiieda et al., 2022).

En effet, les plantes médicinales produisent un grand nombre de métabolites
secondaires ayant une forte activit¢ antimicrobienne. Ces métabolites peuvent avoir plusieurs
effets antimicrobiens, tels que la destruction des parois cellulaires microbiennes, 1'induction
de la production de radicaux libres, 1'inhibition de la formation de biofilms et de la réplication

de I'ADN microbien, ainsi que I'inhibition des toxines bactériennes (Liang et al., 2022).
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Chélation du fer Acidification du
cytoplasme

Interruption de la
membrane cellulaire

Dommage d’ADN

Induction du stress oxydatif "]

ROS

Inhibition des enzymes intracellulaire

Figure N°04 : Mécanisme d’activité antibactérienne des plantes médicinales vis-a-Vis les agents
responsables du mammites (Alibi et al., 2021)
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I1. Matériels et méthodes

1. Objectifs de travail

L’objectif de notre travail consiste donc a :

o Isoler et identifier certaines souches bactériennes causant des mammites a partir de lait
contaming.
. Evaluation du pouvoir antibactérien d'extraits hydroéthanoliques de S. officinalis et L.

albus contre des souches isolées.

. Elaborer un sous-produit & base de plantes pour le traitement des mammites et le tester

in vivo sur les vaches contaminées.

2. Lieu et la durée de travail

Ce travail a été réalis¢ au laboratoire d’hygiéne et pathologies animales d’institut
vétérinaire université¢ Ibn Khaldoun, TIARET. La période de travail était du 11 février au 30

mai 2024.
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3. Matériels et produits utilisés

Tout matériel utilisé dans cette étude est_représenté dans la figure N°04

Matériels et produits utilisés

[
J | J
[

Matériels et Appareillages ]

Produits et réactifs Milieu de cultures

/Gélose Chapman \ /Violet de Gentiane \

K[‘ubes a essai \

Gélose Eosine Bleu Fuchsine Pipettes pasteur
de Méthylene
P Lugol Boites de pétri
G¢élose de Plate Aleool Lames
Count Agar Eau distillée Micropipettes
« PCA » . .

Eau physiologique Pince
Gélose Nutritif
- Perox‘ydes Microscope

Oxygéenes (H202) optique
Milieu Mannitol .

Disque oxydase Agitateur
Mobilité .

Disque catalase Vortex
Milieu TSI .

Disque ONPG Autoclave
Milieu ADH .

Huile de paraffine Etuve
Milieu LDC

Balance

KMilieu ODC j k j k /

Figure N°05 : Matériels et produits utilisés
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4. Protocol Expérimentale:

[ Préparations des extraits ]

S

]

[ Activité Anti -Bactériennes ]

|
v v

Essaie in
vitro

Essaie in
Vivo

Figure N° 06 : Protocol Expérimentale
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5. Préparation des plantes

Les parties aériennes (feuilles et tiges) de Salvia officinalis L. (S. officinalis) ont été
récoltées en janvier 2024 dans la région de Tiaret (Algérie) et les graines de Lupinus albus L.
(L. albus) ont été achetées chez un herboriste de la méme région. Ces deux plantes ont été
nettoyées, puis séchées dans un endroit sec a température ambiante et a I'abri de la lumiere,

puis broyées et tamisées en une fine poudre.

6. Préparation des extraits

La préparation des extraits s'est faite par macération. Pour cela, on mélange 10 g de
poudre avec 100 ml de solvant éthanol a 80% et on secoue le tout pendant 24 heures a
température ambiante. Ensuite, la préparation a été filtrée sur papier filtre et le filtrat récupéré

a été placé dans une étuve a 40°C pour le séchage (Ghezelbash et al., 2015).

Figure N°07 : (A) Macération de extraits, (B) Résidus secs

7. Partie microbiologique
7.1.Prélévement et Echantillonnage
La collecte d'échantillons est une étape importante dans la détermination de la qualité du
lait. De ce fait, il est essentiel de procéder avec soin et rigueur, en respectant une méthode

précise afin d'éviter toute contamination potentielle.

Dans le cadre de cette étude, 56 vaches de la ferme pilote de Bouziane de Boukhtache a
Rahouia, Tiaret, et de la ferme pilote de Relizane ont été étudiées. Les vaches comprenaient
celles souffrant de mammites subcliniques et chroniques, confirmées par des tests cliniques
tels que le California Mastitis Test (CMT) (Figure N°06). Des échantillons de lait ont été

prélevés sur le pis dans des tubes stériles aprés que le premier jets a été nettoyé et jeté. Ces
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échantillons ont été identifiés et transportés au laboratoire dans des conditions strictement

contrdlées (Boufaida et al., 2012).

Figure N°08 : (A)Test de conductivité, (B) Le test de la mammite en Californie et (C) Prélevement du
lait.

7.2.Préparation des dilutions et I’ensemencement

Des échantillons de lait de vaches mammites ont été homogénéisés puis dilués a 10~
La technique de dilution a consisté a prélever 1 ml de chaque échantillon et a les

introduire dans des tubes stériles de 9 ml d'eau physiologique stérile (Na Cl).

Afin d'isoler les bactéries, les échantillons ont été étalés a la surface de 'agar sur des
boites de Pétri contenant des milieux sélectifs stériles. A I'aide d'une micropipette, un
volume de 0,1 ml de chaque échantillon a été distribué puis étalé sur toute la surface de la
gélose a l'aide du rateau pour les milieux EMB et Chapman. Les boites ont été incubées a

37°C pendant 24 a 48 heures.

7.3. Recherche et dénombrement des bactéries
v" Recherche et identification Escherichia coli sur milieu Eosine Méthyléne Blue

« EMB »

Escherichia coli est une bactérie Gram négatif (-) mobile de la famille des
Enterobacteriaceae sous la forme d'un coccobacille aéro-anaérobie facultatif et mobile (Ngyen
et al., 2005). Ce germe peut provoquer des mammites subcliniques et cliniques chez les
vaches, caractérisées par des changements systémiques, une apparence anormale du lait et une

inflammation de la mamelle (Zaatout, 2022 ; Goulart et Mellata, 2022).
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L'isolement de cette bactérie a été réalisé par inoculation de surface sur milieu EMB ;
chaque échantillon a été placé dans une boite de Pétri de 0,1 ml puis étalé a 1'aide d'un rateau

stérile. Les boites ont été¢ incubées a 37°c pendant 24 heures.

+ Identification d’Escherichia coli par la galerie Api 20 E

La galerie Api 20 E contient 20 microtubes remplis d'une suspension bactérienne
standardisée a 1'échelle 0,5 Mc Farland. Des substrats déshydratés sont présents dans ces
microtubes pour différents types d'ONPG, ADH, ODC, LDC, citrate de Simmons (CIT),
production d'hydrogeéne sulfuré par réduction du thiosulfate (H2S), synthése d'uréase (URE),
recherche de tryptophane désaminase (TDA), recherche de puissance indologéne (IND),
production d'acétone « vogue proskauer » (VP), gélatinase (GEL), recherche d'hydrates de
carbone : glucose (GLU), arabinose (ARA), mannose (MAN), inositole (INO), sorbitol
(SOR), mannose (RHA), saccharose (SAC), mélioidose (MEL), amygdaline (AMY) sont
indiqués sous chaque microtube. Les réactions peuvent étre lues comme des changements de

couleur libres ou des ajouts de réactifs.

v Recherche et identification Staphylococcus aureus sur milieu chapman

Staphylococcus aureus est une bactérie a Gram positif, aérobie ou anaérobie facultative,
en forme de cocci, et qui a tendance a étre disposée en grappes appelées « grappes de raisin ».
Ces organismes peuvent se développer sur des milieux contenant jusqu'a 10 % de sel et les
colonies sont souvent dorées ou jaunes (Taylor. 2023). Cette bactérie endommage les tissus
du trayon et des cellules glandulaires, formant des poches d'infection dans les cellules
sécrétrices de lait. Cette infection réduit la production de lait et peut former des tissus

cicatriciels et des abces volumineux dans la glande mammaire (Campos et al., 2022).

Pour l'isolement, chaque échantillon de 0,1 ml est ensemencé en surface sur le milieu de
Chapman, puis étalé a 'aide d'un rateau. Ces boites sont ensuite incubées a 37°C pendant 24
heures. L’identification de ces bactéries a été réalisée par des tests culturaux, microscopiques

et biochimiques.

7.4. Caractérisation des souches
La confirmation des bactéries d'intérét dans cette étude s'est faite par des caracteéres
morphologiques et biochimiques suivant le manuel de bactériologie systématique de Bergey

(Kandler et Weiss, 1986).

v Caractéres morphologiques
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Les caractéristiques morphologiques reposent sur deux examens : un examen
macroscopique basé sur l'aspect des colonies se développant sur le milieu de culture, et un
examen microscopique utilisant la lame d'observation microscopique apres coloration de
Gram, qui permet d'avoir une idée de la forme et du type de paroi (Gram-positif et Gram-

négatif) (Bejot .2021).

v Caracteéres biochimiques
a. Test oxydase

v" Principe

Il consiste a mettre en évidence la capacité que possede la bactérie a oxyder un réactif

incolore (Shields et a//,2016)

v Technique :
-placer un disque sur une lame a l'aide d'une pince flambée
-Déposer une goutte de réactif sur le Disque
-Déposer une colonie a 'aide de pipette pasteur. (Shields et a/,2016)
b. Le test catalase :

v' Principe :

Est une enzyme qui catalyse la dégradation du peroxyde d'hydrogéne. (Kiener et a/)
v' Technique :

-Déposer dans une lame une goutte d'eau oxygénée

-Dissocier la colonie préléver dans la goutte. (Kiener et al)

c. ONPG:
v Principe :

Est destiné a la révélation de la B-galactosidase des entéro- bactéries, enzyme nécessaire au

métabolisme du lactose (Lowe et a/; Le minor et a/; Richarde et al).

v' Technique :
-Préparer une suspension bactérienne a partir d'une colonie isolée.
Placer le disque dans le tube de suspension.

Incuber dans 1'étuve et la lecture apres 15 min. (Lowe et a/; Le minor et a/; Richarde et a/).
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d. Recherche de I’activité Arginine dihydrolase (ADH), Lysine Décarboxylase
(LDC) et Ornithine Décarboxylase (ODC) :

v Principe
La capacité des bactéries a dégrader un acide aminé (Arginine).
-le métabolisme du glucose se traduit par un virage au jaune si la souche dégrader arginine
elle produit va augmenter le ph du milieu (Hariri ef a/; El Hachemi ef a/ 2018).

v Technique
Ensemencer le milieu additionné d'arginine par une suspension bactérienne puis incubé a
37c®pendant 24h (Hariri et al/; E1 Hachemi ef a/ 2018).

e. Triple Sugar Iron (TSI) :

v" Principe
Est utilisée pour la détermination de la fermentation des glucides et de la production de
sulfure d'hydrogéne dans 1'identification des bacilles a gram négatif
(Tabak et al.,2012)

v Technique
On utilise une pipette est ensemencer la colonie dans la gélose inclinée dans le tube puis
incuber a37°c pendant 24 h. (Tabak et a/.,2012)

f. Mannitol de Mobilité :

v Principe
-Ce milieu permettant d'étudier deux caractéres a savoir la fermentation du mannitol sur le
plan biochimique et mobilité de la souche sur le plan morphologique (Boussena, 2020).

v" Technique
On utilise une anse de platine pour ensemencer le milieu par piqure centrale puis incuber a
37 °c pendant 24h. (Boussena, 2020).

g. Urée Indole

v Principe
Milieu liquide, dénommé aussi milieu de Ferguson, destiné au diagnostic rapide des
entérobactéries permettant la recherche de I'uréase, de 1'indole (avec le réactif de Kovacs).

v" Technique

- Préparer une suspension bactérienne a partir d'une colonie isolée.

- Ensemencer dans le milieu pour la lecture d'urée.

- Incuber 24heur a 37¢°

- Ajouter le réactif de Kovacs pour la lecture d'idole. (Boussena, 2020).

h. Viande Fois
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v Principe
Milieu utilises a la recherche de types respiratoires des bactéries et pour isolements en
profondeur pour les anaérobies.

v Technique

- Ensemencer la colonie isolée a l'aide d'une pipette au fond de tube de milieu

- Incuber a37c® pendant 24 heures.

i. Citrate de Simmons

v" Principe

Milieu utilises pour la différenciation des bacilles a gram négatif.

Ce milieu contribue a la mise en évidence des caractéres d'identification des Entérobactéries.

(Boussena. 2020)

v" Technique

- Ensemencer la pente du milieu au citrate en stries longitudinales et parall¢le a 1'aide
d'une pipette.

- Incuber a37¢c® pendant 24 heures. (Boussena. 2020)

8. Activité antibactérienne
v' In vitro

Nous avons évalué l'efficacité antibactérienne des extraits éthanoliques de S. officinalis
et de L. albus contre les souches testées en utilisant la méthode de diffusion par puits. Pour ce
faire, des puits de 6 mm de diamétre ont €té soigneusement formés dans des boites de Pétri
contenant de la gélose Mueller Hinton. Ensuite, une suspension bactérienne de S. aureus et
E.coli standardisée a une échelle de 0,5 McFarland a été inoculée dans boites. Enfin, les
extraits éthanoliques de S. officinalis et de L. albus, a une concentration de 62,5 et 125 mg/ml,
ont été ajoutés dans chaque puits.

Aprés une incubation de 24 heures, les zones d'inhibition ont été mesurées
soigneusement en millimeétres a l'aide d'un pied a coulisse, conformément aux méthodologies

¢tablies par Wasihun et a/., 2023.
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® -

1. Préparation de la boite
avec Muller Hinton

4. Mesure de la zone 3. Ensemencement de
d’inhibition bactérie

Figure N°09 : Etapes d’activités antibactérienne

v" 1In vivo

L'activité antibactérienne in vivo a été expérimentée sur 10 vaches a raison d'une injection

intra mammaire par jour pendant 5 jours. Elles ont été divisées en 03 lots :

» Lot de test 1b : 2 vaches injectées avec de l'extrait de S. officinalis a 125 mg/ml
(EES2).

> Lot d'essai 2a : 2 vaches contaminées auxquelles on a injecté de 1'extrait de L.albus
a 62,5 mg/ml (GEEL1).

» Lot d'essai 2b : 2 vaches auxquelles on a injecté de I'extrait de L.albus a 125 mg/ml
(GEEL2).
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Pour évaluer l'effet anti-antibactérien des extraits de plantes sur les vaches, nous avons
étudié certaines des bactéries impliquées dans la mammite. Cette recherche était basée sur
l'isolement, l'identification et le dénombrement des germes dans le lait. Le lait a été
échantillonné au début de l'expérience (TO) et au cinquieme jour (Tf). Les principales

bactéries retrouvées dans le lait sont : Escherichia coli et Staphylococcus aureus.

9. Analyse statistique

Tous les résultats sont exprimés en moyenne + erreur standard. On a utilisé le logiciel
STATISTICA (version 6.1, Stat,Tulsa.OK) pour I'analyse statistique des données. L'analyse
statistique des données a été réalisée par le logiciel STATISTICA (version 6.1). Des
comparaisons entre les cinq groupes expérimentaux ont été effectuées au moyen d'une
ANOVA a sens unique, complétée par le test LSD. Une valeur p de <0,05 a été utilisée

comme niveau de signification.

=y
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l. Identification des bactéries recherchées
Les résultats de l'identification fondés sur les observations macroscopiques,
microscopiques et biochimiques sont présentés dans le tableau N°01. Des colonies bleu-noir
avec des reflets verts métallique, dues a la fermentation des hydrates de carbone, apparaissent
lors de I'examen macroscopique sur le milieu EMB. Le développement des bactéries sur
milieu Chapman donne des colonies jaunes traduisant la fermentation du mannitol et le virage

au rouge de phénol.

Figure N°10 : (A) Colonies sur le milieu EMB, (B) Colonies sur le milieu Chapman.

En revanche, I'examen microscopique par coloration de Gram montre que les bactéries
apparaissant en milieu EMB sont des coccobacilles a Gram négatif. Ceci est confirmé par les
travaux de Megersa et al. en 2019, montrent que les isolats d’E.coli se caractérisent par un
reflet bleu-vert métallique sur la plaque de gélose EMB dans laquelle des coccobacilles a

Gram négatif ont été observés individuellement, par paires ou en courtes chaines.

De plus, les bactéries cultivées dans Chapman sont des cocci Gram-positifs. Notre
observation est en accord avec d'autres études qui rapportent que I'observation microscopique
de S. aureus aprés coloration de Gram révele la présence de cocci sous la forme d'un amas a

Gram positif (Jahan et al., 2015).

E
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Figure N°11 : (A) Coloration de Gram E. Coli, (B) Coloration de Gram S. aureus.

On a soumis les bactéries apparaissant sur les milieux de culture a des tests
biochimiques réalisés soit par des tests conventionnels (catalase, oxydase, ONPG, TSI, urée-
indole, mobilit¢é du mannitol, citrate de Simmons, VP, ADH, LDC, ODC et V.F), soit en

utilisant la galerie Api 20E (pour les E. coli).

Les résultats obtenus sur milieu EMB nous indiquent que la bactérie isolée possede les
enzymes B-galctosidase (ONPG), et les décarboxylases LDC, ODC, Indole, et manque de

H2S, Urease (URE), et TDA, et n'utilise pas le citrate comme unique source de carbone.

Le métabolisme de cette espéce porte sur tous les sucres a l'exception de l'inositol et de

I'amygdaline. Ces résultats confirment que les colonies obtenues sont des colonies d'E.coli.

Des recherches ont également confirmé que les milieux de culture EMB couramment
utilisés pour la détection des pathogénes de la mammite a Gram négatif fermentent le lactose
et possedent l'indole et la B galactosidase (ONPQG) correspondant au germe d'E. coli (Triadi et
al., 2022).

E
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Tableau N°01 : Résultat de I’identification biochimique

Les souches

S. Aureus E. Coli
Les testes
Oxydase - -
Catalase + ¥
ONPG ®) ;
ODC/ LDC/ ADH +/+/- +/+/-
Lactose - + T
Saccharose
TSI D-Glucose + +
Gaz - T
H2S2 +) -
Mannitol de Mobilité + ¥
Indole - ¥
Urée (+) -
Citrate de Simmons + -

Viande fois

Aéro-anorobié

1 o
1 >
1
1
1
1
i+ ® ® ® ® O ® O
1
E O O] (O] ]
1 ) e O

Calcul direct @ Calcul avec exclusion(s) €

) @
00O @
®

Légende

Les calculs proposent (cliquez sur @, pour voir les détails du profil) :
1. Escherichia coli 1 @ avec une probabilité de 99.9 % (excellente identification)

99.9%

Les taxons ayant une probabilité trop faible (< 5%) sont éliminés.

O

Figure N°12 Résultat de I’identification dans la galerie Api 20E.

Les résultats obtenus ont été analysés a I’aide de logiciel d’identification « apiweb ».

Les germes isolés sur milieu Chapman n'ont pas d'activité¢ enzymatique B-galactosidase

(ONPG) ou ADH, mais présentent une activit¢ LDC et ODC décarboxylase. Elle est mobile,

capable de dégrader le mannitol, produit du H,S et de 1'uréase (URE). Par ailleurs, elle utilise
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le citrate comme seule source de carbone. Ces résultats ont permis d'identifier 1'espece S.

aureus (Karmakar et al., 2016; Gandara et al., 2006.

1. Evaluation de Pactivité Antibactérienne

v In vitro

Nous avons évalué l'activité antibactérienne de l'extrait éthanolique (80%) de
S.officinalis et de L. albus contre les deux souches isolées, E. coli a Gram négatif et une a
Gram positif S. aureus. Le pouvoir antibactérien a été¢ estimé par le diamétre de la zone

d'inhibition (Figure N°13). Un controle négatif a été effectué¢ avec le solvant "éthanol 80%"

qui n'a pas montré d'effet antibactérien sur les souches testées.

Figure N°13 : Zone d’inhibition éthanoicque sur S.aureus et E.coli.
Le pouvoir antibactérien de I'extrait éthanolique de S. officinalis est de (16.5+ 02.26 et

25.514 05.34 mm) a une concentration de 125 mg/ml et pour 62.5 mg/ml de 25.66 + 03.78 et

16.03+ 01.66 mm) contre S. aureus et E. coli.

E
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Activité antibactérienne
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Zones d'inhibition (mm)

E.coli S.aureus

S.officinalis

m125mg/ml  ®m62,5 mg/ml

Figure N°14 : Activité antibactérien d’extrait éthanolique de S. officinalis L. contre S. aureus et E. coli.

Ces résultats corroborent ceux obtenus par Al-Qaysi et Al-Tulaibawi, 2022, montrant
que l'extrait éthanolique de S. officinalis exerce un effet antibactérien contre les deux souches
isolées avec une zone d'inhibition de 30,66 mm pour S. aureus et 29,50 mm pour E. coli a la
concentration de 62,5 mg/ml et de 34,5 et 31,33 mm contre S. aureus et E. coli a la
concentration de 125 mg/ml. En parall¢le, d’autres études révelent le pourvoir antibactérienne
des extraits de S. officinalis contre S. aureus et E.coli (Gezelbesh et al., 2015 ; Mosafa et al.,
2004).

En effet, La concentration de 1'extrait éthanol de S. officinalis de 5 mg/ml a montré une
activité antibactérienne plus forte vis-a-vis de la bactérie S. aureus (9 mm) (Haziri et al.,

2018).

L’extrait éthanolique (70%) de S. officinalis exerce une meilleure activité
antibactérienne pour S. aureus et E. coli (Hemeg et al., 2020). Dans le méme sens, Bouteldja
et al, 2021, ont révélé l'efficacité antibactérienne les extraits méthanolique, éthanolique et
aqueux de S. officinalis envers les souches bactériennes a Gram positif et a Gram négatif, y

compris S. aureus et E. coli.

Par ailleurs, une étude réalisée sur l'huile essentielle et l'extrait éthanolique de S.
officinalis L. a démontré un effet inhibiteur notable sur la croissance d'E. coli (Ghorbani et

al., 2017, Benkherara et al., 2015).
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En ce qui concerne l'extrait éthanolique de L. albus, 1'activité antibactérienne a atteint
(10,5+01,65 et 13,69+03,6 mm) contre E. coli et (11,47+02,83 et 11,9+01,02 mm) vis-a-vis S.

aureus pour 125 et 62,5 mg/ml.

Activité antibactérienne

B R e
SIS

Zones d'inhibition (mm)

O N b O

E.coli S.aureus
L.albus

m125mg/ml = 62,5 mg/ml

Figure N°15 : Activité antibactérien d’extrait éthanolique de L. albus L. contre S. aureus et E. coli.

Nos résultats sont en désaccord avec les travaux d'Andor et a/, 2016, qui montrent
dans leurs recherches que l'extrait de L. albus L. n'a pas d'effet inhibiteur vis-a-vis de S.
aureus et d'E coli. En outre, les huiles essentielles de L. albus ayant un effet inhibiteur contre
S. aureus (Al Amrousi et al., 2022). Les recherches menées sur les extraits éthanoliques et
méthanoliques de L. albus révelent un effet inhibiteur sur la croissance de S. aureus et E. coli,

avec des zones d'inhibition variant de 08 a 12 mm ( Rabai et al., 2020).

En 2020, Addisu et Sisay, ont démontré, lors de leur étude sur la capacité
antibactérienne des extraits de graines de lupin torréfiées et non torréfiées envers les bactéries
Gram-positives (S. aureus) et Gram-négatives (E. coli), que les extraits de graines non

torréfiées avaient un fort pouvoir antibactérien contre E. coli et S. aureus.

L’activité antibactérienne de L. albus et S. officinalis dG a la présence des composés
bioactif. Ceci peut étre essentiel pour inhiber les bactéries pathogenes (Bouteldja et al.,

2021, Karmac et al., 2018).

Le mécanisme ¢éventuel de l'activité antibactérienne des extraits de plantes
médicinales implique une diminution du pH cytoplasmique et une perturbation de la paroi

cellulaire (Alvarez-Martinez etal., 2021, Gonelimali et a/., 2018).
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Reésultats et Discussion

v" 1In vivo

Les résultats du denombrement des germes totaux, E. coli et S. aureus a TO et Tf sont
présentés dans la figure N°14. Ces résultats ne montrent pas de différence significative entre
les trois groupes expérimentaux a TO.

Par ailleurs, la numération des germes totaux a Tf a montré une réduction hautement
significative (p=0,001) chez les vaches injectées avec l'extrait de L. albus "GEEL2" a 125
mg/ml par rapport au groupe GEEL1 (62,5mg/ml) (2,32 £0,22 UFC/ml vs. 3,25 + 0,61
UFC/ml respectivement).

Parallélement, une différence significative (p < 0,05) a été observée entre le groupe
GEEL1 (2,32 £0,22 UFC/m) et le groupe GEES2 (2,64 UFC/ml).

On outre le dénombrement d’E.coli a Tf signale une réduction significative (p < 0,05)
chez le groupe GEEL2 par apport le groupe GEEL1 (2,24+ 0,21 UFC/ml contre 1,19 +0,85

UFC/ml respectivement).

En revanche, il n'y avait pas de différence signalé pour S. aureus (2+ 0,63 ; 2,25 £0,11
et 2,05 UFC/ml) pour les groupes GEEL1, GEEL2 et GEES2.
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Figure N°16 : Dénombrement des Germes totaux, E. coli et S. aureus dans le lait contaminé.

Nos résultats sont validés par les travaux d’Ueda et a/, 2021, montrant des différences

trés significatives des germes totaux dans les yaourts dopés a la sauge.




Reésultats et Discussion

En effet, l'utilisation de I'extrait d'hydro-éthanol de S. officinalis L. a permis de réduire

significativement les croissances microbiennes (p < 0,05) (Mehdizadeh et a/, 2019).

En 2023, une expérience a été menée sur des steaks hachés traités avec des extraits de
plantes, qui a montré une réduction du nombre total de bactéries mésophiles, de S. aureus et

de E. coli ( Malek mohammadi et a/, 2023).

Une augmentation du nombre total de bactéries mésophiles a été détectée et considérée
comme un signe de mammite associé a une activité enzymatique accrue, qui peut
endommager les composants du lait et entrainer des défauts du produit (Fereja et al., 2023,
Yuan et al, 2022, Rodrigues et al., 2017). Cette augmentation peut étre due a la
contamination initiale de la surface de la mamelle, a la qualit¢ de l'eau de nettoyage, aux
ustensiles de traite, a I'élimination des déchets, au nettoyage des environnements de vente et a

I'état de 1'hygiéne personnelle (Abera et Angaw, 2015).

Cette ¢tude illustre la capacité antibactérienne de l'extrait éthanolique (80 %) de S.
officinalis et de L. albus. 1l est suggéré que cette capacité antibactérienne est liée a la richesse
de ces extraits en composés bioactifs, notamment en polyphénols et flavonoides. Ceux-ci ont

un effet inhibiteur sur les bactéries Gram-positives et Gram-négatives (Calvo et al., 2023).

En outre, les polyphénols sont capables d'inhiber la croissance bactérienne en générant
de I'H,O,, ce qui entraine l'induction d'un stress oxydatif chez les bactéries (Taleb et al.,

2016).

Les composés bioactifs ont démontré une activité antibactérienne significative par le
biais d'une grande variété de mécanismes, ciblant la paroi cellulaire, la membrane lipidique,
les récepteurs membranaires et les canaux ioniques, ainsi que les métabolites bactériens

(Alvarez-Martinez et al., 2020 ; Magdalena et al., 2020).
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Conclusion

La mammite bovine est une infection bactérienne qui affecte les vaches laitieres et
représente un probléme économique majeur pour l'industrie laitiére. Au-dela d'étre la maladie
la plus colteuse du secteur, elle altére la qualité du lait, en le rendant impropre a la

consommation et en menagant la santé des consommateurs.

Il est connu que les composés bioactifs exercent divers effets biologiques y compris la
capacit¢ d’inhiber les souches bactériennes responsable de mammite par plusieurs

mécanismes.

Dans cet axe que notre travail s’intéresse a 1’évaluation de I’effet des extraits des
plantes médicinales sur les souches responsable d’induction de la mammite. De ce fait, des
¢tudes in-vitro et in-vivo ont été réalisés sur des vaches contaminés traité par des doses

journalieres « 62,5mg et 125mg/ml » pour voir les altérations qualitatives et quantitatives.

L’isolement et l'identification des bactéries dans le lait des vaches infectées par la
mammite ont montré la présence de différentes souches, dont les germes totaux, E. Coli et S.

aureus.

Le pouvoir antibactérien de I'extrait éthanolique de S. officinalis est de (16.5+ 02.26 et
25.51+ 05.34 mm) et de (25.66 £ 03.78 et 16.03+ 01.66 mm) a une concentration de 125
mg/ml et pour 62.5 mg/ml vis-a-vis S. aureus et E. coli respectivement. Pour I'extrait
¢thanolique de L. albus, l'activité antibactérienne a atteint (10,5+01,65 et 13,69+03,6 mm) et
(11,47+02,83 et 11,9£01,02 mm) pour E. coli et S. aureus pour 125 et 62,5 mg/ml

respectivement.

Pour le dénombrement des germes totaux & Tf a montré une diminution chez les vaches
injectées avec l'extrait de S. officinalis "GEES2" a 125 mg/ml de 30,35% et évaluée a 11,45%
chez le groupe des vaches injectées avec I’extrait de L. albus a 125mg/ml (GEELZ2).
Parallelement, le dénombrement d’E.coli a Tf signale une réduction de 45,66, 30,92 et 16,16
% chez le groupe GEEL2, GEES2 et de GEELI1 respectivement. En outre, S. aureus une
diminution de 22,77% (GEEL1) ; 5,85% (GEELZ2) et 8% (GEES2).

En conclusion, tous ces résultats obtenus dans ce travail démontrent la possibilité
d'utiliser I'extrait éthanolique des plantes S. officinalis et L. albus comme traitement naturel de
la mammite via l'inhibition des bactéries causales grace a leur richesse en polyphénols,

flavonoides et antioxydants.
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Conclusion

Afin de consolider ces résultats, et dans la continuité de ce travail, plusieurs
perspectives peuvent étre envisagées. Il serait trés intéressant de :

v Poursuivre I'étude de l'influence des extraits éthanoliques de S. officinalis et de L.
albus sur les bactéries responsables des mammites.

v Réaliser une autre étude in vivo avec un grand nombre de vaches contaminées pour
confirmer l'efficacité des extraits de S. officinalis et de L. albus sur les mammites.
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Annexe 1

Préparation des extraits éthanoliques

Figure N°01 : A) Agitateur Secoueur — B) Balance Analytique
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Annexe 2 Prélévement de lait

Figure N°01 : A) Prélevement de lait - B) Lieu de Prélevement — C) Dillutions de lait
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Annexe 3 Isolement et identification des souches

Figure N°01 : A) Baine Marie - B) Test de Citrat de Simmons — C) Coloration de Gram
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Annexe 4 Activité anti bactérienne

Figure N°01 : A) Résultat de I’activité antimicrobienne d’extrait éthanolique S.Officinalis -

B) Pie a coulisse

E



Annexes

Annexe 5 Composition des milieux

Milieux de culture solides
Gélose nutritive

PO tONE. ...t e I5g
EXtrait de VIande. ........oo.oiiii e 10g
EXtrait de LoVeUT. ... e 02g
Chlorure de SOAIUIM. ... oui e e e aeeas 05g
N 20g
Eau distillEe. .. ..vieii i 1000ml

pH=6,8£0,2a25 °C.

Stérilisation a I’autoclave a 121+ 1 °C pendant 15 minutes.

Gélose Chapman

Extrait de viande (bOVIN @l POTCIN). ... ..uiiuiiit it e e e e eeaenans g

Peptone de caséine et de viande (bovin €t POTCINE).........ouvinririiriiiiieiieieeieaeanennn. 10g

ChIorure de SOQIUIM. ... ne ittt ettt et e re e e e e e e 75¢g

1A 01331 oY 10g

N ) 15¢g

Rouge de phénol. ... ..o e 0,025¢g
pH=7.6

oS 011018 1S PRSPPI 10g
EXtrait de LOVUIE ...t e 05g
Chlorure de SOAIUIML. .....oui e e et et e eer e e naeaaans 05g
GIUCOSC. . vttt ettt et e et e et e e s te e et e e e ate e e seeebe e e nseeennae e e naeeabeenbee e 0lg
N . ) 15¢g
Eau distill€e. ......uon 1000ml

pH non précise ajouté a 7,0.

Stérilisation a I’autoclave a 118 °C pendant 15 minutes.

EMB (Eosine Mythélyne Blue)

ST 0 0] 1 PPN 10g
7T (01 10g
Hydrogéne phosphate dipOttaSUQUE ..........oviieiintiii e e 29

ﬂ




Annexes

T T P 13.59
Blue de MEthYIENE. ... 0.065¢g
BOST JAUNALIE ..ottt e e 0.49
PH=7.1
PCA (Plate Count Agar)
EXErait A8 JBVUIE ... e e e 2.59
LI 010 PR 59
- N 159
GIUCOSE ..ttt e 19
PH=7.0

Milieux de culture liquides

Bouillon nutritif

0] (0] 41t 150¢g
EXUrait e LOVOUT . ...ttt e e e 30g
Chlorure de SOAIUIM. .....ouie e e e eeeees 6,0g
D(=) IUCOSE. .ttt ettt e 1.0g
Eau distillee. ... 1000 ml
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