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Introduction

L'Algérie est un pays ou la tradition laitiere occupe une place prépondérante. Le lait cru
de vache et les produits laitiers jouent un réle essentiel dans I'alimentation humaine, en raison
de leur apport important en protéines d'origine animale. Cependant, le lait ne se limite pas a sa
valeur nutritionnelle, il peut également contenir des bactéries pathogenes telles que Listeria
monocytogenes, Escherichia coli, Salmonella spp et Staphylococcus aureus, susceptibles de

provoquer des maladies chez les consommateurs (Ghazi et al., 2011).

Les plantes médicinales ont une longue histoire d'utilisation dans le traitement de
diverses affections tant chez les étres humains que chez les animaux. Les molécules
bioactives présentes dans ces plantes offrent une alternative prometteuse pour lutter contre les
agents pathogenes présents dans le lait cru de vache, en évitant les effets secondaires
indésirables. Ces molécules bioactives sont des composés chimiques naturels dotés de
propriétés antimicrobiennes, antioxydantes et anti-inflammatoires (Ghazghazia et al., 2013)

Les plantes médicinales contiennent une grande variété de biomolécules actives, telles
que des terpénes, des alcaloides, des flavonoides, des coumarines, des tanins, des saponines et
des acides phénoliques. Des études ont été menées pour évaluer leur capacité a inhiber la
croissance de bactéries pathogenes dans les aliments, y compris le lait cru de vache. Les
extraits de plantes médicinales sont donc une alternative naturelle et efficace pour renforcer la
sécurité alimentaire (Ait Chaouche, 2018). Aujourd'hui, il y a une tendance croissante a
utiliser des traitements a base de plantes et de produits naturels contenant des molécules
efficaces, sans effets secondaires indésirables. Les résultats de ces études sont encourageants
et renforcent I'opinion des chercheurs qui soutiennent cette forme de thérapie (Mokhtari,
2017).

Dans notre étude, nous explorons l'effet des biomolécules actives des plantes
médicinales sur les pathogénes présents dans le lait cru de vache en Algérie. En étudiant cette
alternative, nous ouvrons de nouvelles perspectives pour la recherche future dans I'industrie
laitiere algerienne. Les résultats de notre étude pourraient également aider a identifier des
plantes médicinales qui pourraient étre utilisées pour extraire des biomolécules actives dans
d'autres domaines de la recherche médicale. Enfin, notre étude pourrait ouvrir de nouvelles
perspectives pour développer des traitements alternatifs pour lutter contre les pathogenes dans
le lait cru de vache en Algérie.
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Pour cette étude, nous allons utiliser des plantes médicinales locales qui ont été
traditionnellement utilisées pour leurs propriétés antimicrobiennes. La stratégie de travail que

nous allons entreprendre implique I'extraction des biomolécules actives des plantes médicinales, puis

leur utilisation pour traiter les pathogénes dans le lait cru de vache.

Le premier chapitre se concentre sur I'analyse de la composition du lait cru de vache et
des pathogénes qu'il peut contenir.

Le deuxieme chapitre examine les propriétés médicinales des plantes et les

biomolécules actives qu'elles renferment.

Le troisieme chapitre présente le matériel et les méthodes utilisés pour I'extraction des
biomolécules actives de différentes plantes médicinales, ainsi que I'évaluation de leur effet sur

les pathogénes du lait cru de vache.

Le quatrieme chapitre analyse en détail les résultats obtenus au cours de cette étude et
une comparaison avec des travaux antérieurs a été realisée.
Enfin, une conclusion est tirée de cette étude, mettant en évidence les implications pour

la recherche future dans ce domaine suivi par une liste de références puis les annexes.
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I Généralites sur le lait
1.1 Définition du lait

Le lait est un aliment produit par les glandes mammaires des mammiféres femelles. Sa
définition précise stipule qu'il est le produit de la traite intégrale et ininterrompue d'une
femelle laitiere en bonne sante, bien nourrie et non surmenée, excluant tout colostrum. Le lait
cru fait référence au lait non traité, excepté la réfrigération immédiate apreés la traite a la
ferme, sans avoir été chauffe a plus de 40°C, et il est conditionné sur place pour étre livré

quotidiennement aux points de vente (Noblet, 2012).
1.2 Composition du lait

Le lait est composé principalement d'eau, avec environ 88,6% de sa composition. Les
glucides sont également présents, avec le lactose comme principal glucide, constituant
environ 97% du lait. Les protéines représentent environ 95% de sa composition, avec les
caséines comme principale catégorie de protéines présentes sous forme de micelles. Les
lipides sont présents sous forme d'émulsion, principalement constitués de triglycérides. Les
sels minéraux, sont présents en quantités variant de 0,60 a 0,90% apres incinération (Tableau

).

Le lait contient également des enzymes, telles que les hydrolases, les déshydrogénases
et les oxygénases, ainsi que des vitamines, réparties en vitamines hydrosolubles et

liposolubles (Guetouache et al., 2014)

Tableau I: Composition géenérale du lait de vache (Vignola, 2002).

Constituants majeurs Quantités moyennes (%)
Eau 85,5-89,5 87,5
Matiére grasse 2,4-5,5 3,7
Protéines 2,9-5,0 3.2
Glucides 3,6-5,5 4,6
Minéraux 0,7-0,9 0,8

Constituants mineurs : enzymes, vitamines, pigments, cellules diverses, gaz
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1.3 Microbiologie du lait cru

Le lait contient un large éventail de cellules, a la fois d'origine endogéne comme les
globules blancs, et d'origine exogene, incluant de nombreux microorganismes pathogenes et
d’autres d'altération. Les micro-organismes présents dans le lait cru sont divers, comprenant
des bactéries, des levures, des moisissures, des virus et différents protozoaires. Ces micro-

organismes varient en termes de taille et de complexité (Laithier, 2011).
1.3.1 Flore endogéne

La flore originelle de lait est composée de micro-organismes dés sa sortie du pis. Les
genres dominants sont principalement des mésophiles, tels que les microcoques, les
streptocoques lactiques et les lactobacilles. Ces microorganismes, dont la présence varie en
fonction de I'alimentation, n'ont pas d'effet significatif sur la qualité et la production du lait
(Benhedane et Amourache, 2012).

Figure 1: Les principales bactéries lactiques A : Lactobacillus helveticus, B : Lactobacillus
delbrueckii, C : Lactococcuslactic (Prescott et al., 2010).

Le tableau Il regroupe les principaux microorganismes originels du lait avec leurs

proportions relatives.

Tableau I1: Flore originelle du lait cru (Vignola, 2002).

Microorganismes Pourcentage (%)

Micrococcus spp 30-90

Lactobacillus 10-30
Streptococcus ou Lactococcus <10
Gram négatif <10
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1.3.2 Flore de contamination

La flore de contamination désigne lI'ensemble des micro-organismes qui sont introduits
dans le lait depuis sa récolte jusqu'a sa consommation. Elle comprend une flore d'altération
responsable de défauts sensoriels et d'une réduction de la durée de conservation des produits

laitiers, ainsi qu'une flore pathogéne pouvant causer des maladies.

Figure 2: Quelques bactéries pathogenes (Prescott et al., 2010).

1.3.2.1 Flore mésophile aérobie totale

La flore mésophile aérobie totale est un indicateur clé de I'hygiene du lait cru. Elle
permet de surveiller la présence de divers micro-organismes contaminants tout au long de la
production et de la transformation du lait. Son nombre est utilisé pour évaluer la conformité
aux normes sanitaires et prendre des mesures de sécurité appropriées pour assurer la qualité
du lait (Zoghlami et al.,2022).

1.3.3 Flore d’altération
1.3.3.1 Flore thermorésistante

Certaines bactéries présentes dans le lait sont capables de survivre aux traitements
thermiques couramment utilisés pour la stérilisation et la conservation. Ces thermorésistantes
peuvent provoquer la dégradation des protéines et la coagulation anormale du lait pasteurisé.
Elles comprennent des genres tels que Micrococcus, Microbacterium, Clostridium et Bacillus,
notamment certaines souches de Bacillus cereus qui peuvent produire des entérotoxines
résistantes a la pasteurisation (Afif et al.,2008).
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1.3.3.2 Les coliformes

lIs se divisent en deux groupes distincts selon leur origine (Jakob et al., 2009). D'une
part, il y a les coliformes non fécaux qui proviennent de I'environnement global des vaches et
peuvent étre détectés dés 30°C. Dautre part, il y a les coliformes fécaux qui ont
principalement une origine dans le tube digestif et qui sont plus résistants a la chaleur, étant

détectés a 44°C. Escherichia coli fait partie de ce dernier groupe.
1.3.3.3 1.3.3.3. Les psychrotrophes

IIs sont définis comme des micro-organismes qui ont la faculté de se développer a une
température égale ou inférieure a 7°C, indépendamment de leur température optimale de

croissance. Parmi les micro-organismes qui composent ce groupe, nous pouvons citer :

» Les genres a Gram négatifs : Pseudomonas, Alcaligenes, Aeromonas, Serratia...etc.

» Les Gram positifs : Micrococcus, Corynebactérium...etc. En général dans le lait, c'est
le genre Pseudomonas qui domine (Poueme, 2006).

1.3.3.4 Les champignons microscopiques

a. Les levures

Elles sont définies comme des champignons unicellulaires ayant une forme ovale ou
sphérique. Leur classification se base sur des -caractéristiques morphologiques, de
reproduction, ainsi que des propriétés physiologiques et biochimiques. Des exemples de
levures sont Geotrichum candidum et Debaryomyces hansenii.

Figure 3: Spores et filaments mycéliens de Geotrichum candidum (Laithier, 2011).
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b. Les moisissures

IIs sont des champignons filamenteux pluricellulaires. Leur identification repose
principalement sur des caractéristiques macro- et microscopiques, bien que les techniques de
biologie moléculaire remettent en question ces critéres. Les moisissures se propagent par la
dispersion de spores qui peuvent étre présentes dans I'environnement (air, eau) et se retrouver

dans le lait et les fromages (Laithier, 2011).

Figure 4: Téte conidienne d’Aspergillus flavus (Laithier, 2011).

1.3.4 Les bactéries pathogenes
1.3.4.1 Staphylococcus aureus

Les staphylocogues sont présents dans divers environnements, certains étant pathogenes
tandis que d'autres sont inoffensifs. En ce qui concerne le Staphylococcus aureus, la norme
pour le lait cru recommande I'absence de cette bactérie. Les infections mammaires causées par
les staphylocoques sont la principale source de contamination du lait lors de sa production
(Thieulon, 2005).

1.3.4.2 Les Entérobactéries

a. Escherichia coli

Escherichia coli est une bactérie intestinale a Gram négatif qui peut étre mobile ou
immobile. Elle a la capacité de fermenter le glucose et le lactose, produisant du gaz. Cette
espéce bactérienne est couramment associée aux maladies humaines et fait partie de la flore

microbienne aérobie du tube digestif (Poueme, 2006).
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b. Salmonella

La salmonellose est une maladie d'origine alimentaire fréquente chez les humains. Elle
est causée par la consommation de lait contaminé par des salmonelles, qui sont des
entérobactéries qui fermentent le glucose en produisant du gaz, mais elles ne fermentent pas le

lactose (Poueme, 2006).
1.3.4.3 Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes est une bactérie a Gram positive largement présente dans
I'environnement. Elle a la capacité de se développer a des températures relativement basses et
peut causer une infection alimentaire. La consommation de lait cru ou de fromages élaborés a
partir de laits contaminés est souvent la principale source de cette infection (Tourdjman et al.,
2014).
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Il Les plantes medicinales
1.1 Phytothérapie

Elle est une approche médicale utilisant les plantes et leurs préparations pour prévenir et
traiter divers troubles. Elle est souvent choisie lorsque d'autres options médicales n'ont pas été
efficaces. Cependant, la standardisation de cette pratique reste un défi, limitant son adoption

dans la médecine conventionnelle (Chabrier, 2010).
1.2 Définition

Les plantes médicinales sont utilisées depuis longtemps pour leurs propriétés
thérapeutiques, grace aux composés chimiques qu'elles contiennent. A des doses appropriées,
elles sont efficaces et ne présentent pas d'effets indésirables. Elles jouent un réle essentiel
dans la prévention, le traitement et le soulagement de diverses affections (Merad et Mahiout,
2019).

1.3 Principe actif

Ils sont des molécules thérapeutiques présentes dans les drogues végétales ou leurs
préparations. Ces substances, contenues dans différentes parties des plantes, elles sont
classées comme des composés primaires et secondaires. Ces derniers sont utilisés par les
plantes pour se protéger. Elles sont souvent exploitées en médecine pour leurs propriétés
thérapeutiques (\Vercauteren, 2006).

1.4 Les métabolites primaires
11.4.1 Définition

Le métabolisme primaire des plantes supérieures concerne les voies de synthése
essentielles aux processus de base. Il englobe la production de composés constitutifs de la
paroi cellulaire, de protéines structurelles et fonctionnelles, ainsi que de sucres et de lipides
(Sauvion, 2013).

11.4.2 Classification

Les métabolites primaires des plantes supérieures se divisent en plusieurs catégories a

savoir, les glucides, qui sont les biomolécules les plus abondantes qui jouent un réle essentiel
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dans l'alimentation ; les lipides, sont des composés variés impliqués dans la structure
cellulaire et la réserve d'énergie ; les acides amines, constituants des protéines et précurseurs
de divers métabolites secondaires ; et enfin les protéines, des biopolyméres essentiels ayant
des structures globulaires ou fibreuses. Ces métabolites primaires sont impliqués dans de

nombreux processus vitaux des plantes (Jean ,2009)
1.5 Les métabolites secondaires
11.5.1 Définition

Les métabolites secondaires sont des substances synthétisées naturellement par les
plantes, ils ne sont pas essentiels a leur croissance mais ils remplissent des fonctions
importantes pour leur survie. lls se caractérisent par une grande variété structurale, avec plus
de 200 000 structures différentes identifiées, bien que leur production soit généralement
limitée (Hartmann, 2007).

11.5.2 Classification
11.5.2.1 Les polyphénols

Les plantes produisent de nombreux métabolites secondaires, dont les composés
phénoliques. Ces substances, caractérisées par la présence d'un noyau benzénique lié a des
groupes hydroxyles, ils sont tres divers et ils ont des applications en pharmacologie et en

agroalimentaire (Macheix et al., 2005).
a. Acide phénolique

Les acides phénoligues sont des composés organiques avec une fonction carboxyligue et
un hydroxyle phénolique. On les divise en acides hydroxybenzoiques et acides
hydroxycinnamiques. Ils ont des propriétés anti-inflammatoires, antiseptiques et analgésiques
(Balasundram et al., 2006).

b. Flavonoides

Les flavonoides sont des pigments présents dans les plantes, largement diversifiés et
associés a des sucres. Ils offrent une large gamme de bienfaits médicinaux tels que leurs
action antioxydant, leurs soutien a la circulation sanguine, leurs effet anti-inflammatoire et

antiviral, ainsi que leurs protection du foie (Birt et Jeffery, 2013).

10
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c. Les coumarines

Les coumarines sont un groupe de composés présents dans de nombreuses plantes. Elles
possedent de nombreuses activités biologiques bénéfiques, notamment cytotoxiques,

antivirales, immunostimulantes et vasodilatatrices (Jean, 2009).
d. Les tanins

Les tanins sont des polyphénols & haut poids moléculaire qui ont la capacité de
précipiter les protéines. Ils sont largement utilisés depuis I'Antiquité. Ils ont des propriétés
astringentes, arrétent les hémorragies et combattent les infections. Ils sont utilisés pour traiter
divers problemes, tels que les veines variqueuses, la diarrhée et les lésions cutanées (Sauvion,
2013).

11.5.2.2 Les alcaloides

IIs sont des métabolites végétaux aux propriétés pharmacologiques. lls dérivent des
acides aminés et ils contiennent de I'azote. Certains sont utilisés en médecine, comme ceux de
la pervenche contre le cancer. lls agissent également comme défenseurs naturels dans les

plantes (Yinyang et al., 2014).
11.5.2.3 Les terpénes

IIs sont une vaste famille de composés chimiques dérivés de l'isopréne. Ils sont présents
dans de nombreux organismes et jouent un role essentiel dans les processus biologiques
(Tableau 11). Certains terpénes sont simples, tandis que d'autres sont plus complexes. lls

contribuent aux arémes et aux parfums des plantes (Berger, 2007).
11.5.2.4 Les saponosides

IIs sont des métabolites secondaires presents dans de nombreuses plantes. Elles
produisent de la mousse au contact de l'eau. Ils se divisent en deux groupes : les
stéroidiennes et les triterpénoides. Les saponines ont des propriétés défensives et des effets
bénéfiques pour la santé humaine, mais peuvent étre toxiques pour les animaux (Bottger et
Melzig, 2011).

11
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Tableau I11: Les différents types des terpénoides (Berger, 2007).

Nombre de carbone Types du terpénoides
5 Hémiterpénes
10 Monoterpenes
15 Sesquiterpénes
20 Diterpenes
30 Triterpénes
40 Tetraterpénes
>4( Polyterpénes
11.5.2.5 Les caroténoides

IIs sont des pigments liposolubles qui conférent aux plantes et aux micro-organismes
des couleurs vives allant du jaune au rouge. Il existe plus de 700 caroténoides identifiés,
regroupés en carotenes non oxygénés (comme le béta-carotene) et xanthophylles oxygénés
(comme la lutéine). lls jouent un role essentiel dans la protection contre le stress oxydatif. Ils
peuvent avoir des effets bénéfiques pour la santé humaine en tant qu'antioxydants et
précurseurs de la vitamine A (Zielinska et al., 2017).
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Figure 5: Structure de quelques caroténoides (Jomova et Valko, 2013).

11.5.2.6 Les huiles essentielles

IIs sont des produits essentiels issus du métabolisme des plantes aromatiques. Elles

contiennent principalement des terpénoides tels que les monoterpénes, les sesquiterpénes et

12
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les diterpenes. Ces huiles sont concentrées, volatiles, de couleur limpide et ont des odeurs
fortes. Elles sont stockées dans les cellules sécrétrices des différentes parties de la plante.
Les huiles essentielles possédent de nombreuses propriétés bénéfiques, telles que leur
activité antimicrobienne, antioxydante, anti-inflammatoire, antiseptique, analgésique et

immunostimulante (Bouyahya et al.,2018).

13
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Il Matériel et méthodes
I11.1 Objectif de I'étude

Nous menons une étude de février a mai 2023 pour évaluer I'efficacité de biomolécules
végétales provenant de certaines plantes médicinales sur des bactéries pathogénes isolées a
partir de lait cru de vache. Cette étude est divisée en deux parties : la premiére consiste en
I'extraction des biomolécules actives a partir des plantes médicinales dans le laboratoire de
notre université Akli Mohand Oulhadj Bouira, tandis que la seconde partie consiste en
Iisolement des bactéries pathogenes du lait cru de vache et I'étude de leur comportement en
présence de ces biomolécules dans le laboratoire de bactériologie des eaux et des aliments de
I'Institut Pasteur d'Algérie a Delly Brahim.

1.2 Matériel
111.2.1 Matériel végétal

Nous avons acheté les échantillons de six plantes médicinales a savoir Chenopodium
quinoa (Quinoa), Glycyrrhiza glabra (Réglisse glabre), Curcuma longa (Curcume), Mentha
spicata (Menthe), Artemisia herba-alba (Chih) et Linum usitatissimum (Lin)) sur le marché

local de la wilaya de Bouira et les avons préparéees en poudre.
111.2.2 Matériel biologique

Le lait cru de vache de la région de Bouira a été utilisé pour cette étude pour isoler des
souches bactériennes, également des souches de référence fournies par le laboratoire de
bactériologie des eaux et des aliments de I'Institut Pasteur d'Algérie de Delly Brahim ont été
utilisées pour I’activité antibactérienne des extraits de plantes. Les souches bactériennes

utilisées sont illustrées dans le tableau 1V.

Tableau 1V: Les bactéries utilisées et les références des souches

Souch_es bactériennes de Souches de références Gram
lait cru de vache
Escherichia coli Escherichia coli ATCC25922 Négatif
Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus ATCC25923 Positif
Listeria monocytogenes Listeria monocytogenes ATCC7644 Positif

14
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111.2.3 Matériel non biologique

Tous les equipements, la verrerie, les appareils ainsi que les milieux de cultures utilisés

sont représentés en annexe n°1.

111.3 Méthodes

111.3.1 Extraction des biomolécules d’origine végétales
111.3.1.1 Préparation de la poudre

Les graines de Quinoa et du Lin, les feuilles de Chih et de Menthe et les racines de
Réglisse glabre et de Curcuma ont été broyé et tamisé pour avoir une poudre fine et
homogeéne (< 250um). Les poudres obtenues (Figure 06) ont été stockées dans des récipients

en verre et conservées dans un endroit sec et a 1’abri de la lumiére et de ’humidité.

Figure 6: Les poudres des plantes utilisées, a : Mentha spicata, b : Chenopodium quinoa, ¢ :
Linum usitatissimum, d : Glycyrrhiza glabra, e : Artemisia herba-alba, f : Curcuma longa.

111.3.1.2 Extraction des biomolécules

L’extraction des biomolécules a partir des poudres obtenues a ¢été réalisée dans le
solvant, en utilisant deux méthodes différentes : I'extraction par macération et I'extraction par

ultrason.
a. Extraction par macération

Nous avons mélangé 4 grammes de chaque poudre avec 80 ml d'éthanol a 70% pour la

premiére extraction et 10 grammes de chaque poudre avec 50 ml d'éthanol a 70% pour la

15
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deuxiéme extraction. Ensuite, les flacons (Figure 07) ont été placés sur une plaque Agitatrice,

a température ambiante et dans I'obscurité pendant 3 heures (Koffi et al., 2021).

Figure 7: Extraction par macération (Originale).

b. Extraction par ultrason

Nous avons mélangé 4 grammes de chaque poudre avec 80 ml d'éthanol a 70% pour la
premiére extraction et 10 grammes de chaque poudre avec 50 ml d'éthanol a 70% pour la
deuxiéme extraction. Ensuite les flacons ont été placés dans I’appareil ultrason qui fonctionne
a une fréquence de 40 Htz et une puissance maximale de 120W (Figure 08) pendant 2 heures,

a une température variante entre 30°C et 40°C (Bourgou et al., 2016).

Figure 8: Extraction par ultrason (Originale)

111.3.1.3 Filtration

Aprés les périodes d'extraction (par macération ou par ultrason), nous avons filtré les
échantillons a I'aide de papier filtre pour éliminer les particules hétérogenes du mélange (voir
Figure 09a). Ensuite, nous avons séché les filtrats récupérés dans une étuve a 45+ 3°C pendant
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72 heures (voir Figure 09b) afin de récupérer I'extrait sec et d'éliminer le solvant (Koffi et al.,
2021).

Figure 9: Préparation des extraits, a. filtration des extraits, b. séchage des extraits a sec
(Originale).
Par la suite les extraits secs ont été récupérés par reconstitution dans le méme solvant
d'extraction puis conservés dans des tubes a essai stériles en verre a 4°C, (Figure 10), a l'abri

de I'humidité et de la lumiere, jusqu'a leur utilisation.

Figure 10: Conservation des extraits (Originale).

Le rendement de I’extrait sec a été calculé par cette formule pour déterminer la concentration
de chaque extrait : C= (m¢— mo) /v

Ou C, est la concentration de I’extrait, ms est la masse de la boite aprés séchage, mo est

la masse de la boite vide, V est le volume de solvant de reconstitution.
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111.3.2 Isolement de bactéries pathogenes de lait cru
11.3.2.1 Echantillonnages

Vingt échantillons de lait cru de vaches saines ont été collectés a partir de différents
élevages repartis dans la Wilaya de Bouira. Notons que la traite s’est déroulée dans des trés
bonnes conditions hygiéniques. Afin de réduire tout risque de contamination (Afif et al.,
2008).

Les 20 échantillons obtenus (de 250 ml) ont été collectés le matin manuellement dans
des bouteilles stériles et bien fermés puis, ils ont été placés dans une glaciere munie

d’accumulateurs de glace et ont été acheminés au laboratoire afin de les analyser.

111.3.2.2 Etude microbiologique de lait cru de vache

Pour la recherche de Staphylococcus aureus, Escherichia coli (E. coli) et Salmonella, la

premiere étape consiste a préparer la solution mere.
A. Préparation de la solution mere

Pour chaque échantillon de lait cru, nous avons introduit 25 ml de lait cru de vache dans
un flacon de bouillon TSE (Tryptone Sel Eau), sa composition dans 1’annexe n°2, et I'avons

laissé pendant 10-15 minutes dans I'étuve a 37°C (Coulibaly et al., 2015).

B. La recherche de Staphylococcus aureus

Un volume de 0,1 ml de solution mére a été étalé a 1’aide d’une pipette rateau a la
surface du milieu Baird Parker additionnée de jaune d’ceuf et de téllurite de potassium coulé
préalablement dans une boite de Pétri. L’incubation a été faite a 37 °C pendant 24h / 48h
(Hamiroune et al., 2016).

Des tests biochimiques ont été effectués pour confirmer S. aureus en utilisant le test
catalase et le test coagulase.la souche S. aureus ATCC 25923 est utilisé comme témoin positif

pour ces tests biochimiques.
a.Test catalase

Le test a éte réalisé en déposant une colonie provenant d'une boite de Baird Parker

contenant une souche suspecte dans une goutte d'eau oxygénée (Reiner, 2010).
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b. Test coagulase

Le test a été réalisé en mélangeant 0,5 ml d'une culture de S. aureus sur le bouillon cceur
cervelle (BHIB) avec 0,5 ml de plasma de lapin. Un témoin positif a été réalisé en utilisant la
souche de référence S. aureus ATCC 25923. L'incubation a été effectuée a 37°C pendant 24
heures (Sperber et Tatini, 1975).

¢. Recherche d’Escherichia coli

Un volume de 0,1 ml de solution mére a été étalé a la surface du milieu de culture
sélectif TBX (milieu tryptone bile X-glucuronide), composition en annexe n°2, a l'aide d'une
pipette rateau. Ensuite, le milieu a été incubé a 44°C pendant 24 heures (Yoruk, 2018).

d. Recherche de Salmonella

La recherche de Salmonella comprend trois étapes : pré-enrichissement, enrichissement

et isolement.

Pour le pré-enrichissement, la solution mére a été incubée a 37°C pendant 24 heures.
Pour I'enrichissement, le bouillon de cystine sélénite (SFB) a été utilise comme milieu
d'enrichissement sélectif pour Salmonella. Les cultures de pré-enrichissement ont été mises en
suspension dans 10 ml de bouillon SFB a double concentration avec 2 disques SFB, puis

incubées a 37°C pendant 24 heures.

Pour l'isolement, la gélose d'Hektoen a été utilisée comme milieu (annexe n°2). Une
goutte de la culture d'enrichissement a été isolée a la surface de la gélose a I'aide d'une pipette
pasteur, puis la boite a été incubé a 37°C pendant 24 heures (Afif et al., 2008).

e. Recherche de Listeria monocytogenes

La recherche de Listeria monocytogenes, nécessite plusieurs étapes selon la norme 1SO
11290-1:

Enrichissement primaire : Une prise d'essai de 25 ml de lait cru de vache a été ajoutée a 225
ml de bouillon Fraser demi utilisé comme diluant additionné de supplément Fraser demi, puis
incubée a 30°C pendant 18/24 heures.
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Enrichissement secondaire : un volume de 0,1 ml de bouillon d'enrichissement primaire a été
transféré dans 10 ml de bouillon Fraser complet (annexe n°2) en tubes, puis incubé a 37°C
pendant 24 heures.

Isolement : un volume de 0,1 ml de bouillon d'enrichissement primaire et secondaire a été
ensemencé en surface a lI'aide d'une pipette rateau sur le milieu de culture chromogéne OCLA
et OXFORD (annexe n°2), puis incubé a 37°C pendant 24 a 48 heures. Les colonies
caractéristiques obtenues sur gélose OCLA et OXFORD seront identifiées biochimiquement
en utilisant plusieurs tests, tels que la coloration de Gram, le test catalase, le test oxydase, la
mobilité, I'némolyse de type B sur gélose Colombia au sang frais et une galerie biochimique

miniaturisée de type API-Listeria (Gasanov et al., 2005).
Tests d’identification de Listeria monocytogenes

Coloration de Gram : Elle implique I'utilisation de différentes étapes, comme la coloration au
violet de gentiane, la fixation au Lugol, un bain d'alcool et la coloration a la safranine.
L'observation microscopique se fait a un grossissement de X100 avec immersion dans I'huile

et une bonne luminosité (annexe n°3) (Thairu et al., 2014).

Test Catalase : Pour Vérifier la présence de la catalase, une goutte de peroxyde d'hydrogéne

est déposée sur la colonie bactérienne dans une boite de Pétri (Reiner, 2010).

Le test oxydase : on a pris une colonie a I’aide d’une anse de platine et la déposer sur la

plaque de test d’oxydase puis on a observé la couleur de la réaction (Hayette et al., 2010).

Le test mobilité : on a ensemencé deux tubes de mannitol mobilité par piqure centrale a 1’aide

d’une pipette pasteur jusqu’au fond des tubes, par la suite on a incub¢ le premier tube a 37C°/

24h et le deuxieme a 25 C°/24h (Bankole et al., 2013).

Test d'hémolyse : on a ensemencé une colonie qui a été cultivée sur un milieu GN sur gélose

au sang de cheval et incubée a 37°C pendant 24 heures (Bendeddouche et Lebres, 2003).

Galerie Api Listeria : Une suspension bactérienne a été inoculée dans les tubes et les cupules
de la galerie, puis incubée a 37°C pendant 18 a 24 heures dans des conditions aerobies. Pour
différencier L. monocytogenes de L. innocua, le réactif ZYM B a été ajouté au test DIM et
laisser agir pendant quelques secondes. Les résultats ont été interprétés en se référant a un
tableau de Lecture, et l'identification des souches ont été réalisée en utilisant un profil

numérique disponible sur le site apiweb (Avoyne et al., 1996).
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111.3.3 Activité antibactérienne des biomolécules d’origine végétale

La méthode des disques de diffusion sur gélose Mueller Hinton a été utilisée pour

évaluer l'activité antibactérienne par écouvillonnage.
111.3.3.1 Repiquage des souches et préparation des inocula

Les différentes souches bactériennes ont été revivifiees dans un bouillon nutritif BHIB
(bouillon cceur-cervelle) & 37°C pendant 24 heures. Ensuite, elles ont été repiquées en
utilisant la méthode des stries avec une anse de platine dans leur milieu de cultures sélectives
et incubées a 37°C pendant 24 heures pour obtenir une culture jeune et des colonies isolées.

Les colonies isolées ont servi a préparer I’inoculum.

Des suspensions ont été préparées pour chaque espéce a partir des boites contenant les
germes pathogénes. Une ou plusieurs colonies bien isolées ont été prélevées a I'aide d'une
pipette pasteur et déchargées dans un tube contenant de I'eau physiologique stérilisée. Le
mélange a été agité vigoureusement sur un mélangeur a vortex immédiatement avant I'emploi
pour ajuster la turbidité a 0,5 McFarland, ce qui correspond a 1-2 x 10® UFC/mL (Figure 11)
(Sanogo et al., 2016).

Figure 11: Standardisation des souches.

111.3.3.2 Ensemencement et dépot des disques

Aprés avoir trempé un écouvillon de coton stérile dans la suspension, on I'a essoré a
I'intérieur du tube. Ensuite, on a frotté I'écouvillon sur la totalité de la surface gélosée a trois
reprises pour former des stries serrées, en tournant la boite a environ 60° aprés chaque
application pour obtenir une distribution égale de I'inoculum. L'ensemencement s'est terminé

en passant I'écouvillon sur la périphérie de la géelose.
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Les extraits de plantes ont été sterilisés en utilisant des seringues équipées de disques

filtrants de 0,20 um de diametre (Figure 12).

Figure 12: Stérilisation des extraits des plantes a ’aide des disques filtrants a seringue.

Les disques de papier Whatman stériles de 6 mm de diamétre, charges de 10ul des
extraits des plantes stérilisés. Les disques des controles négatifs (imprégnés d'éthanol a 70°) et
des controles positifs (antibiotique de référence gentamicine 15pg/disque pour
Staphylococcus aureus, imipenéme 15ug/disque imipenéme pour Escherichia coli,
amoxicilline 20pg/disque pour Listeria monocytogenes) ont eté placés a la surface de ces
boites. Enfin, les boites ont été conservées a 4°C pendant 2 heures puis incubées a 37°C

pendant 24 heures.

Aprés incubation, le diametre de la zone d'inhibition en mm a été mesuré a l'aide d'un

pied a coulisse. Les analyses de I'activité antibactérienne sont effectuées en deux répétitions.

111.3.3.3 Détermination des concentrations minimale inhibitrice (CMI) et
bactéricide (CMB) pour les extraits éthanoiques bruts.

La Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) est définie comme la plus petite dilution
dans laquelle aucune croissance macroscopique n’est observée. La Concentration Minimale
Bactéricide (CMB) correspond a la plus faible concentration en extrait brut capable de tuer
plus de 99,9 % de I’inoculum bactérien initial, soit moins de 0,01 % de survivants (Falleh et
al., 2008).

a. Détermination de la CMI

La technique de macro dilution en milieu liquide a été utilisée pour déterminer la CMI.
Une série de dilutions a été préparée, allant de 1/2 jusqu'a la dilution 1/10 pour les extraits

bruts et réparti un volume constant (1,8 ml) du bouillon nutritif (MH) et un volume de 100 pl
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de chaque dilution dans une autre série de tubes. 100ul de 1’inoculum bactérien, a partir d'une
culture pure de 18 a 24 heures dont la densité bactérienne est équivalente au standard
McFarland 0,5 (~10% UFC/mI), ont été ajoutés dans chaque tubes, un tube sans extrait a été
utilise comme témoin. Aprés la mesure de turbidité de chaque tube, ces derniers ont été

incubés a 37°C pendant 24 heures.

b. Détermination de la CMB

Pour la CMB, elle est déterminée en ensemencant des prélevements dans chacun des
tubes limpides en surface « mouvement en effectuant un mouvement en 8 sur gélose nutritive,
les boites ainsi ensemencées, sont incubées a 37°C pendant 24 heures, et la CMB correspond
a la plus petite concentration qui ne donne aucune croissance bactérienne (Bachiri et al.,
2016).
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Figure 13: Schéma de détermination de la CMI et la CMB.

c. Détermination de la nature de Pactivité

Le rapport CMB/CMI a permis de préciser la modalit¢ d’action de la substance.
L’extrait est bactéricide quand sa CMB est égale a sa CMI ou si le rapport CMB/CMI est
inférieur ou égal a 4. Il est bactériostatique lorsque sa CMB est supérieure a sa CMI ou si le
rapport CMB/CMI est plus élevé que 4. Lorsque ce rapport est égal a 32, la souche est dite
tolérante (Sanogo et al., 2016).
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IV Reésultats et discussion
IV.1 Isolement et identification des germes de contamination
1V.1.1 Staphylococcus aureus

Sur le nombre total de nos prélevements (20 échantillons), 15 souches caractéristiques
du genre Staphylococcus ont été isolées sur la gélose sélective Baird-Parker et les tests
biochimiques ont pu confirmer 8 souches de S. aureus. Aprés l’incubation, nous avons
observés des colonies de S. aureus qui étaient petites, bombées, rondes, lisses et noiratres

avec un halo clair autour (Figure 14).

Figure 14: Staphylococcus aureus sur Baird Parker (Originale).

Ces colonies ont fait I’objet d’une purification et d’une identification biochimique basé

sur deux tests biochimiques : test catalase et le test coagulase.

» Test catalase
Le test a indiqué que la plupart des échantillons étaient catalase positifs (tableau V), ce
qui signifie qu’ils ont produit des bulles de gaz lors de la dégradation de 1’eau oxygénée en

eau et en oxygene. Les échantillons 3 et 14 ont cependant été testés négatifs pour la catalase.

» Test coagulase
En observant le tube contenant les souches a identifier (tableau V), un caillot a été
formé au fond des tubes. Cette observation suggere la présence de la coagulase dans ces

souches, ce qui signifie qu’elles sont positives pour la coagulase.
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Tableau V: Résultats des tests biochimiques de S. aureus (Originale).

Test Résultat

Catalase Positif

Coagulase Positif

D'aprés ces analyses, 8 souches ont été identifié comme Staphylococcus aureus dans le
lait de vache, ce qui représente un taux de 53,33% par rapport a leur aspect morphologique
(colonies noiratres avec un halo clair autour dans 15 boites de pétrie). Ces souches

représentent également 40% de I'ensemble de 20 échantillons (Figure 15).

= A spect morphologique

= Totalité de prélevement

Figure 15: Résultat de test coagulase positif (Originale).

La présence de Staphylococcus aureus dans le lait cru de vache peut étre due a une

infection de la mamelle de la vache, appelée mammite. Les risques pour la santé publique
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associés a la consommation de lait contaminé par cette bactérie limitent la quantité de

Staphylococcus aureus dans le lait cru & 102 UFC/ml selon le Journal Officiel Algérien N°35.

1V.1.2 Escherichia coli

Apres la période d’incubation, seules les boites correspondantes aux échantillons 6 et 10

(Figure 16) ont montré des colonies caractéristiques d’Escherichia coli, qui avaient une
couleur bleu ou bleu-vert.

Figure 16: Escherichia coli sur tryptone-bile-glucuronate (Originale).

Nous avons trouvée deux souches d'E. Coli ce qui représente un taux de 12.5% sur la
totalité des souches isolées par rapport a leur aspect morphologique (colonies bleues a bleues

vertes dans 16 boites de pétrie) et de 10 % par rapport a la totalité des prélevements examinés,
20 échantillons (Figure 17).

B A spect morphologique
u Totalité de prelevement

Figure 17: Nombre d’E. Coli confirmés dans les échantillons de lait cru de vache.
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Ces résultats suggerent une contamination par E. coli dans le lait, ce qui peut étre di a
une mauvaise maitrise d'hygiéne lors de la traite, du stockage ou du transport du lait et/ou a

une mauvaise manipulation.
1V.1.3 Salmonella

Aprés I’incubation, tous les échantillons analysés étaient négatifs pour Salmonella, car
aucune colonie caractéristique n’a été observée. Les colonies de Salmonella sur milieu
Hektoen sont vertes avec un centre noir, indiquant qu’elles ne fermentent pas les sucres inclus

dans ce milieu.

En général I’isolement des salmonelles est difficile & mettre en évidence. Le lait cru peut
étre exempt de Salmonella si les vaches sont vaccinées, si la traite est effectuée dans des

conditions d'hygiene rigoureuses et si le stockage et la manipulation du lait sont appropriés.
IV.1.4 Listeria monocytogenes

L’identification de Listeria monocytogenes a été faite suivant les caractéres culturaux,
morphologiques et biochimiques décrites dans les modes opératoires précédents, les résultats
obtenus ont montré qu’aprés incubation, enrichissement primaire et secondaire, certains
échantillons ont montré un noircissement du milieu, qui est di a I’hydrolyse de 1’esculine en
esculétine, indiquant ainsi la présomption de la présence de Listeria monocytogenes. Pour
confirmer cette présence, nous avons procédé a un isolement sur les deux milieux sélectifs
OCLA et OXFORD.

J
Qi i

fi Sh ‘11 |.:. i

Figure 18: L’aspect du bouillon Fraser aprées incubation. 4 : Résultat de [’enrichissement
primaire, B : Résultat de [’enrichissement secondaire (Originale).
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a. Aspect morphologique sur la gélose OXFORD : Un noircissement de la gélose a été
observé dii a I’hydrolyse de 1’esculine et la croissance de petites colonies vertes olive avec un
centre noir en creux, entourées de zones noires aprés 24 heures d’incubation. Apreés 48 heures,
les colonies étaient incrustées dans la gelose et présentaient une dépression centrale (Figure

B19).

b. Aspect morphologique sur gélose OCLA : Les colonies caractéristiques de Listeria
monocytogenes apparaissaient bleues a bleues vertes, bien arrondies et convexes, avec des

bords réguliers et étaient entourées d’un halo opaque (Figure A19).

Figure 19: Aspect de L. monocytogenes. A : sur gélose OCLA et B : sur OXFORD
(Originale).
Au microscope optique, L. monocytogenes a été observé comme un petit bacille Gram
positif, droit aux extrémités arrondies, isolé en paires, formant des angles en V, en courtes

chainettes ou en palissades (Figure 20)

Figure 20: Aspect de Listeria monocytogenes au Gram, vue sous microscope optique Gr
x100 (Originale).
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L’identification biochimique de 1’espéce Listeria monocytogenes ont montré les

résultats suivants :

a. Test Catalase
De tous les échantillons analysés, seul 1’échantillon n°9 a montré la présence de

I’enzyme catalase, indiquée par la formation de bulles de gaz (Figure 21).

Figure 21: Résultat de test catalase positif (Originale).
b. Test oxydase
Le test oxydase effectué sur la souche de Listeria monocytogenes (échantillon n°9) a

donné un résultat négatif, indiqué par 1’absence de coloration violette, ce qui est di a

I’absence de 1’enzyme cytochrome oxydase (Figure 22).

Figure 22: Résultat de test oxydase (+ : témoin d’oxydase positif, - : Listeria monocytogenes
oxydase négatif) (Originale).

c. Le test mobilité

La souche Listeria monocytogenes de 1’échantillon 9 était mobile a une température
ambiante de 20-25°C mais immobile a 37°C. Le test a montré une image caractéristique d’un

sapin renversé (parapluie), comme on peut le voir sur la figure suivante.
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Figure 23: Aspect de Listeria monocytogenes sur gélose mannitol mobilité a 25°C
(Originale).

d. Test d"hémolyse
Apres 24 heures d’incubation a 37°C, la souche isolée de 1’échantillon 9 sur une gélose

au sang de cheval a 7% a montré une zone d’hémolyse étroite de type B, qui est une

caractéristique typique de Listeria monocytogenes (Figure 24).

Figure 24: Aspect de Listeria monocytogenes sur gélose au sang frais (Originale).

e. Galerie Api Listeria

D’aprés les résultats de la galerie Api Listeria (Figure 25), la souche isolée a hydrolysé
I’esculine mais n'a pas utilisé le glucose (G1P), le ribose (RIB), le D-Tagatose (TAG) et la
xylose (XYL).
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Figure 25: Résultats de la galerie Api Listeria (originale).

Ces reésultats confirment que la souche est une Listeria monocytogenes avec un

pourcentage de 98,5% selon apiweb.biomerieux.com (Figure 26).
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BONNE IDENTIFICATION

Galerie API LISTERIA V2.0

Profil 6510

Note(s) ESPECE PATHOGENE CRITIQUE

Taxons significatif(s) % ID T Test(s) & I'encontre
Listeria monocytogenes 98.5 1.0 | |
Taxon suivant % ID T Test(s) a I'encontre
Listeriainnocua 1.3 0.58 [DIM 99%| |

Figure 26: Résultats de la galerie Api Listeria sur le site apiweb.biomerieux.com
(Originale).

D'aprés ces résultats, une seule souche de Listeria monocytogenes a été identifiée dans le
lait de vache étudié, ce qui représente un taux de 10% sur la totalité des souches isolées par
rapport a leur aspect morphologique (colonies bleues a bleues vertes dans 10 boites de Pétri)
et de 5 % par rapport a la totalité (20 échantillons) des prélevements examinés (Figure 27).

31



Démarches expérimentales Chapitre IV

m A spect morphologique
m Totalité de prélevement

Figure 27: Nombre de L. monocytogenes confirmes dans les échantillons de lait cru de
vache.
Plusieurs facteurs peuvent étre a l'origine de cette contamination, notamment la
transmission de la bactérie aux vaches par la consommation d'ensilage et de foin contaminés,
Ou par la présence de la bactérie dans I'environnement agricole. De plus, la bactérie peut étre

présente sur I'équipement de transformation des produits laitiers et dans les salles de traite.
IV.2 Rendement de ’extraction des extraits éthanoiques bruts

Pour évaluer le rendement des extraits éthanoiques, il est essentiel de tenir compte de la

quantité de matiére végétale utilisée pour I'extraction.

Les concentrations obtenues pour les extraits éthanoiques obtenus a partir de 4g et 10g
de matiere végétale sont présentées sur la Figure N°28 et indiquées dans les tableaux N° VI et
VIl (annexe n°4). Ces résultats représentent la quantité d'extrait éthanoique obtenue par

rapport a la quantité de matiere végétale utilisée pour chaque méthode d’extraction.
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Figure 28: Concentrations d’extraits éthanoiques obtenus par macération et ultrasons.

A : concentrations d’extraits éthanoiques sur 4g, B : Concentrations d’extraits éthanoiques
sur 10g
Les résultats montrent que la méthode de macération a généralement donné des
concentrations Iégerement plus élevées que celle assistée par ultrason, a I'exception de Linum
usitatissimum ou la méthode assistée par ultrason a donné une concentration légérement plus

élevée.

Lorsque 10 g de matiére végétale ont été utilisés, la méthode assistée par ultrason a
généralement produit des concentrations plus élevées, sauf pour Chenopodium quinoa et

Curcuma longa ou la macération a donné des concentrations plus élevées. Ces résultats

33



Démarches expérimentales Chapitre IV

indiquent que les méthodes d'extraction ont des effets variables sur le rendement d'extraction,

qui dépendent de la plante et des conditions d'extraction.

Une étude comparative par Romanik et ses collaborateurs des méthodes d'extraction par
macération et d'extraction assistée par ultrason a été réalisée pour obtenir des extraits de
différentes plantes. Les résultats ont montré que, dans I'ensemble, la méthode de macération a
produit des concentrations legérement plus élevées que celle assistée par ultrason. Cependant,
lorsque de plus grandes quantités de matiére végétale ont été utilisées, la méthode assistée par
ultrason a genéralement donné des concentrations plus élevées. Ces résultats soulignent
I'importance des conditions d'extraction et suggerent que la méthode assistée par ultrason peut

étre plus efficace si elle est optimisée (Romanik et al., 2007).
IV.3 L’activité antimicrobienne

La méthode de diffusion des disques sur gélose a révélé que les extraits de six plantes
ont des propriétés antibactériennes contre six souches bactériennes, y compris E. coli, S.
aureus et L. monocytogenes, qui ont été isolées a partir de lait cru de vache, ainsi que leurs

souches de référence.

Les volumes d'extraits utilisés étaient de 10 pl pour 4g de matiere végétale et 20 pl pour
10g de matiére végétale. L'éthanol & 70% a été utilisé comme témoin négatif. Les diamétres
d'inhibition et les antibiotiques de référence utilisés sont présentés dans les deux figures 29 et
30.
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Figure 29: Diameétres des zones d’inhibition (mm) des extraits ¢thanoique (4 g).
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Figure 30: Diamétres des zones d’inhibition (mm) des extraits éthanoique (10 g).

36



Démarches expérimentales Chapitre IV

D’apres les résultats des figures 30 et 31, toutes les souches bactériennes étudiées ont

été extrémement sensible aux contrdles positifs (Gentamycine, Imipeneme, Amoxicilline).

Les résultats des tests d'activité antibactérienne ont montré que les souches E. coli, E.
coli ATCC25922, L. monocytogenes et L. monocytogenes ATCC 7644 n'ont montré aucune
sensibilité vis-a-vis des extraits testés, avec des diametres d'inhibition variant de 7,5 a 10 mm.
Les extraits de Mentha spicata et Glycyrrhiza glabra ont présenté une activité antibactérienne
plus marquée, avec des diameétres d'inhibition allant de 18 & 23 mm contre S. aureus et L.
monocytogenes. Cependant, une activité antimicrobienne l1égérement inhibitrice a été observée
contre E. coli et E. coli ATCC25922, avec des diameétres d'inhibition de 6 a 12 mm (annexe
n°5). Les concentrations élevées des extraits (3212 mg/ml pour la menthe, 4154 mg/ml pour
la réglisse) et un volume de 20 pl déposé sur les disques ont contribué a leur forte activité

antimicrobienne.

Aucune activité antimicrobienne n'a été observée pour les autres extraits testés, ni pour
les souches isolées ni pour les souches de référence ATCC, car les diameétres de la zone
d'inhibition étaient inférieurs a 10 mm, ce qui est considéré comme non inhibiteur. Selon les
résultats obtenus, il a été constaté que les diameétres des zones d’inhibition varient en fonction

de I’extrait et de la souche testée.

Ces résultats obtenus du test de 1’aromatogramme ont montré que les souches des
bactéries isolées a partir de lait cru de vache ainsi que leurs souches ATCC présentent une
sensibilité moyenne vis-a-vis de différents extraits éthanoiques, notamment aux extraits de
Mentha spicata et Glycyrrhiza glabra. Les zones d’inhibition de ces derniéres sont plus
élevées, sur les bactéries a gram positive (S. aureus, L. monocytogenes) que celle observée sur
la bactérie Gram négatif (E. coli).

Aucune activité n’a été enregistré pour les autres extraits, il est probable que la qualité
de ces derniers a été insuffisante et aussi la possibilité que les souches bactériennes présentent

une résistance a ces extraits.

Cette étude est en accord avec celle trouvée par Barchan et ces collegues qui ont
démontré par la technique de diffusion en puits que la plupart des souches a Gram positif
notamment Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus ont montré une sensibilité vis-a-

vis des extraits méthanoliques de Mentha spicata avec des diamétres supérieurs a 12 mm dans
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la plupart des cas. Alors que les souches a Gram negatif notamment E. coli a montré une

résistante vis-a-vis a ces extraits (Barchan et al., 2016).

Les études réalisées par Shahbazi, en 2015, ont montré que I’huile essentielle de Mentha
spicata a présenté une activité antibactérienne puissante contre les bactéries a Gram positif
notamment contre Listeria monocytogenes avec zone d’inhibition égale a 22 mm. Par ailleurs,
les diameétres obtenus contre Staphylococcus aureus est relativement proches, 31 mm
(Shahbazi, 2015).

Les deux extraits Mentha spicata et Glycyrrhiza glabra donnent une activité
antimicrobienne différente contre les souches testées grace a leurs richesses en biomolécules
actifs. De ce fait, la zone d’inhibition augmente largement avec 1’augmentation de la

concentration des extraits, ce qui a été constaté aussi par des travaux réalisés antérieurs.
V.4 Détermination de la CMI et de la CMB

Les pourcentages d’inhibition de la croissance des souches bactériennes testées en
fonction de concentration en extraits éthanoiques de deux plantes médicinales sont présentés

sur les Figure 31 et 32.
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Figure 31: Pourcentage d’inhibition des extraits éthanoiques de Glycyrrhiza glabra. a :
assistée par ultrason, b : extraction par macération.
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Figure 32: Pourcentage d’inhibition des extraits éthanoiques de Mentha spicata.
a : extraction assistée par ultrason, b : extraction par macération.
Plusieurs études ont montré que le degré de sensibilité des bactéries testées vis-a-vis

d’un méme extrait végétal est supposé varie selon le Gram.

Les résultats montrent que les extraits de Mentha spicata et de Glycyrrhiza glabra ont
une activité antibactérienne en inhibant la croissance in vitro des germes bactériens,
notamment les souches S. aureus, E. coli, L. monocytogenes et les souches de référence S.
aureus ATCC 25923, E. coli ATCC 25922 et L. monocytogenes ATCC 7644.

Les extraits de Glycyrrhiza glabra obtenus par ultrasons ont montreé les valeurs les plus

faibles de CMI et de CMB pour les souches L. monocytogenes, S. aureus et S. aureus ATCC
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25923, avec des valeurs respectives de 18,96 mg/ml et 94,82 mg/ml. Les extraits de Mentha
spicata obtenus par macération et ultrasons ont présenté les valeurs les plus élevées de CMI et
de CMB pour toutes les souches testées, avec des valeurs de CMI allant de 321,6 a 415,35
mg/ml et des valeurs de CMB allant de 1608 a 692,25 mg/ml. Les extraits de Glycyrrhiza
glabra obtenus par macération ont également montré des valeurs élevées de CMI (17,23

mg/ml) et de CMB (28,72 mg/ml) pour toutes les souches testées.

Selon Shahbazi en 2015, les extraits éthanoiques de Glycyrrhiza glabra ont présenté la
plus forte activité parmi les autres extraits testés. Leur étude a révélé que ces extraits ont une
activité contre les bactéries a Gram positif, ce qui suggere leur potentiel en tant que matieres
premiéres pour la phytothérapie. De plus, il a constaté que Mentha spicata est
particulierement efficace contre Listeria monocytogenes, avec une concentration minimale
inhibitrice (CMI) aussi basse que 2,5 pg/ml (Shahbazi, 2015).

Selon les résultats obtenus, il a été constaté que les bactéries a Gram positif présentent
une plus grande sensibilité aux extraits etudiés que les bactéries a Gram négatif. Cette
observation est en accord avec des études récentes qui ont également démontré une activité
antibactérienne plus prononcée contre les bactéries a Gram positif. Ces résultats concordent

avec ceux rapportés dans notre étude précédente.

Les bactéries Staphylococcus aureus et Listeria monocytogenes sont hautement
sensibles aux extraits en raison de leur structure membranaire et de leur paroi cellulaire. Les
bactéries a Gram positif, telles que ces deux souches, sont plus sensibles en raison de
I'absence de membrane externe qui limite la pénétration des composés actifs. En revanche, les
bactéries a Gram négatif sont plus résistantes en raison de leur membrane externe qui restreint
la diffusion des substances actives. Cette différence de sensibilité est attribuée a la capacité
des composants actifs a interagir directement avec les phospholipides de la membrane
cellulaire, ce qui peut altérer la perméabilité ionique et perturber les systemes enzymatiques
essentiels a l'intérieur des cellules bactériennes. Ainsi, les extraits ont une efficacité plus
marquee contre les bactéries a Gram positif en raison de cette interaction directe avec leur

structure cellulaire.
IVV.5 Détermination de la nature de ’activité antibactérienne

Les extraits de Mentha spicata et Glycyrrhiza glabra obtenus par macération et ultrason

ont démontré un rapport CMB/CMI compris entre 1 et 1,66, ce qui indique leur caractere
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bactéricide. Ces résultats confirment l'efficacité de ces extraits dans la lutte contre les

bactéries étudiées (Tableau VI).

Tableau VI: Concentrations minimales inhibitrices (CMI) et bactéricides (CMB) et pouvoir

antibactérien des extraits bruts de Glycyrrhiza glabra et Mentha spicata.

Modes Souches Pouvoir
Espé . . . MB/CMI . . -
spece d'extraction bactériennes SlEHe antibactérien
L. mono 1,66 Bactéricide
.. L. mono ATCC 1 Bactéricide
Maceération ——
S. aureus 1 Bactéricide
Glycyrrhiza S. aureus ATCC 1,25 Bacteéricide
glabra L. mono 5 Bacteriostatique
o L. mono ATCC 1,66 Bactéricide
Sonication o -
S. aureus 5 Bactériostatique
S. aureus ATCC 5 Bactériostatique
L. mono 1,66 Bactéricide
L L. mono ATCC 4 Bactéricide
Maceération T
S. aureus 4 Bactéricide
Mentha S. aureus ATCC 2 Bactéricide
spicata L. mono 1,66 Bactéricide
Sonication L. mono ATCC 1,66 Bactéricide
S. aureus 1,66 Bactéricide
S. aureus ATCC 1.66 Bactéricide

Les extraits de Glycyrrhiza glabra obtenus par ultrason ont montré une activité

bactériostatique contre L. monocytogenes, S. aureus et S. aureus ATCC 25923, avec un

rapport CMB/CMI de 5. lls ont également présenté une activité bactéricide contre L.

monocytogenes ATCC, avec un rapport CMB/CMI de 1,66.

Selon des études antérieures, un rapport CMB/CMI inférieur a 4 confirme le pouvoir

bactéricide d'un extrait. Ainsi, les extraits de Mentha spicata et Glycyrrhiza glabra ont montré

une forte activité bactéricide contre ces souches, offrant une alternative prometteuse aux

traitements médicaux conventionnels en raison des préoccupations liées aux résistances aux

antibiotiques et aux effets indesirables des médicaments (Boukhebti, 2011).
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Conclusion

L'objectif de cette étude était d'évaluer I'activité antibactérienne des extraits de plantes
médicinales sur différentes souches de bactéries pathogénes, notamment S. aureus, L.
monocytogenes et E. coli isolées a partir de lait cru de vache. Pour ce faire, la méthode de
diffusion par disques a été utilisée pour mesurer I'efficacité des extraits, qui ont été préparés
en utilisant deux méthodes différentes : I'extraction par macération et I'extraction assistée par

ultrasons.

La présence de bactéries pathogénes dans le lait constitue un probléme de santé
publique préoccupant. Afin de trouver des alternatives, de nombreuses études ont exploré
l'utilisation d'extraits de plantes médicinales. Dans le cadre de notre étude, nous avons
constaté que parmi les échantillons de lait de vache examinés, 40% étaient contaminés par S.

aureus, 10% par E. coli et 5% par L. monocytogenes.

.Les extraits de Mentha spicata et de Glycyrrhiza glabra ont montré une activité
antibactérienne significative contre L. monocytogenes et S. aureus, y compris leurs souches de
référence, avec des diameétres d'inhibition élevés allant de 18 mm + 0,00 a 23 mm = 0,00,
respectivement. La CMI pour la réglisse variait entre 17,23 mg/ml et 18,96 mg/ml, et la CMB
entre 17,23 et 94,82. La CMI pour la menthe variait entre 321,6 mg/ml et 415,35 mg/ml, et la
CMB entre 536 mg/ml et 1608 mg/ml.

Les résultats de cette étude in vitro sur I'effet antibactérien des extraits de plantes
médicinales ont démontré leur grande efficacité contre un large éventail de bactéries
impliquées dans la contamination du lait. Ces résultats suggeérent que ces extraits pourraient
constituer une alternative prometteuse aux produits chimiques artificiels et aux antibiotiques,
permettant ainsi d'améliorer la production laitiere en réduisant la présence de bactéries

indésirables et en améliorant la qualité du lait.

Cependant la présente étude, qui donne un apercu général sur le potentiel antibactérien
de ces extraits, reste préliminaire et pas indicative sur le mécanisme réel par lequel ils
agissent, et elle ne constitue qu’une premiere étape dans la recherche des substances de source

naturelle biologiqguement actives vis-a-vis les bactéries pathogénes du lait.

Donc plusieurs perspectives ont été dégagées pour approfondir cette étude a savoir :

» Evaluation de I’efficacité des extraits de plantes médicinales dans la production laitiére et

I’amélioration de la qualité du lait.
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» Extraction des substances bioactive et études les mécanismes d’action de ces composés

bioactifs pour mieux comprendre leur efficacite et leur application.

» Extrapolation les tests de laboratoire a 1’échelle industrielle pour évaluer 1’efficacité¢ de

différentes méthodes de traitement des extraits de plantes médicinales.
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Annexe n°l: Les équipements, la verrerie, les appareils ainsi que les milieux de cultures

utilisés.

+ Equipements de laboratoire

= Bec bunsen.
= Spatule.
= Balance « SARTORIUS)

= Congélateur, réfrigérateur, chambre froide.

= Plaque agitatrice « magnetic motion ».

= Microscope optique.

= Etuve bactériologique ( memmert).

= Papier whatman
= Propipette.

=  Densitomeétre « biosan »

Réactifs
= Huile a immersion.
= Colorants de Gram.

= Eau oxygénée.

Consommable

= Eau distillé, milieu TSE.

= Ethanol 75%.

= Bouillon Frazer avec supplément
=  Api Listeria.

= Plasma de lapin.

=  Gélose OCLA avec supplément
= Gélose OXFORD.

= Gélose au sang.

Matériel biologique

= Autoclave 4120 °C.

= Bain marie.

=  Tamis.

= Porte burette.

= Bain aultrason « P-SELECTR »
= Etuve ventilée.

= Disques filtrant a seringue.

= Micropipette « eppendorf »

= Embouts stériles « eppendorf ».
= Vortex « IKA- WERK ».

Ampoule de suspension
medium de 2ml.
Ampoule de réactif ZYM B.

= Gélose Baird Parker.

= Gélose TBX.

= Gélose mobilitee.

= Gélose TSI.

= Gélose Hektoen.

= Gélose nutritive.

= Milieu Muller-Hinton

= Bouillon SFB a double concentration.

= Souches bactériennes isolée de lait cru de vache : S. aureus, L. monocytogenes, E. coli
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Souches de références : S. aureus ATCC25923, L. monocytogenes ATCC7644, E. coli

ATCC25922.

Les plantes médicinales : Chenopodium quinoa (Quinoa), Glycyrrhiza glabra

(Réglisse glabre), Curcuma longa, Mentha spicata, Artemisia herba-alba (Chih) et

Linum usitatissimum (Lin).

+ \errerie

Fiole jaugeée.

Boite pétrie en verre.
Tubes a essai.
Entonnoir.

Béchers.

Flacons en verre stériles de 250 ml, 500 ml.

Annexe n°2: Milieux de culture utilisés.

+ Gélose OCLA
Composition pour 1L

*

Enzymatic digest of animal tissues: 18g

Enzymaticdigest of cascein: 6g
Yeast extract: 10 g

Sodium pyruvate:2 g

Glucose:2 g

Magnésium glycerophosphate: 1 ¢
Magnesium sulphate:0,5 g

Sodium chloride:5 g

Lithium chloride: 10g

Di-sodium hydrogen phosphate:2,5 g
Agar:12 g.

Gélose OXFORD

Composition pour 11

Peptone: 23,09

Pipettes graduées stériles (5-10 ml).
Pipettes Pasteur.

Lames et lamelles.

Erlenmeyer.

Eprouvettes jaugées (100-500 ml).
Pipettes de 1ml ,2ml, 5ml.

+ Bouillon FRASER
Composition pour 1L
= KH2P04: 1,35¢
=Esculine: 1,0 ¢
= Chlorure de lithium (LiCl): 3,0 g
= Extraits de levure: 5,09
= Extraits de viande de beeuf: 5,0 g
= Protéose peptone: 5,0 g
= Digestion pancréatique de
caseine: 5,0
» Na2HPO4: 12,0g
=NaCl:20,0 g

+ TSE
= Tryptone 1,0 ¢
= Chlorure de sodium 8,5 g
= Eau distillée 1L



LiCl:15,0g

Agar: 10,0 g

Amidon de mais:1,0 g

Esculine:1,0 g

Citrate de fer ammoniacal : 0,5 g

Solution d'antibiotiques:10,0 m

Sur gélose OXFORD, les colonies de Listeria
apparaissent noires et entourées d'un halo noir
Solution d'antibiotiques pour la gélose Oxford
Cycloheximide: 0,4 g

Sulfate de colistine : 0,02 g

Fosfomycine: 0,01 g

Acriflavine: 5,0 mg

Cefotétan:2,0 mg

Ethanol (solution & 50%) : 10,0 ml

+ TSI

Extrait autolytique de levure 3,0 g
Extrait de viande 3,0 g

Peptone 20,0 g

Chlorure de sodium 5,0 g
Lactose 10,0 g

Saccharose 10,0 g

Glucose 1,0 g

Thiosulfate de sodium 0,3 g
Citrate de fer (111) 0,3 ¢

Rouge de phénol 24,0 mg

Agar agar bactériologique 9,0 g

+ Gélose au sang a 7%

Gélose nutritive 225 ml

tube de sang de cheval de 10m

Annexes

+ Hektoen

Protéose-Peptone : 12,0 ¢
Extrait de levure : 3,0 ¢
Désoxycholate de sodium : 9,0 g
Lactose : 12,0 g

Saccharose : 12,0 ¢

Salicine: 2,0 g

Bleu de bromothymol : 65 mg
Fuchsine acide : 100 mg
Thiosulfate de sodium : 5,0 ¢
Citrate ferrique ammoniacal : 1,5 ¢
Chlorure de sodium : 5,0 ¢
Agar 15,0 g

Eau distillée 1 L

+ Gélose de Baird-Parker

Peptone pancréatique de caseine 10 g

Extrait de levure 1 g

Extrait de viande 5 g

Pyruvate de sodium 10 g
LiCl5¢g

Glycine 12 g

Gélose 15 g

Eau distillée 1000 ml

Solution de tellurite de potassium
iml

Emulsion de jaune d’ceuf 5ml

+ Muller Hinton

Hydrolysat acide de caséin
17.5g

Infusion de viande 2g
Amidon soluble 1.7g Agar
bactériologique 17g
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+ Gélose mannitol mobilité + TBX
Composition pour 1L = Digestat enzymatique de caséine 20g
= Peptone de viande 15¢ = Sels biliaires 1,59
= Extraits:3 9 = BCIGO0,075¢
= Agar-agar. g = Agar12g.
= 5 » Eau distillée 1000 ml.

= Mannitol 10 g
= Potassium nitrate 1g

» Rouge de phénol 0,05 g

Annexe n°3 : Coloration de Gram
Les Différentes étapes sont :

e Préparation et fixations de frottis bactérien en fessant passer 3 fois la lame dans la
petite flamme du bec Bunsen.

e Déposer quelques gouttes de solution de violet de gentiane (cristal violet) sur le frottis
fixé.

e Laisser agir 1 minute. Le violet de gentiane colore le cytoplasme des bactéries.

e Rincer a I’eau.

e Déposer quelques gouttes de lugol sur le frottis. Le Lugol (composé iodé) est un
mordant qui permet de fixer le violet dans les bactéries.

e Laisser agir 20 secondes.

e Décoloration a 1’alcool : verser goutte a goutte 1’alcool sur la lame, et surveiller la
décoloration pendant 5 a 10 secondes)

e Rincer a I’eau

e Contre-colorer en déposant la solution de fuchsine (rose) pendant 30 secondes. Ce
colorant permet de visualiser les bactéries Gram- décolorées a I'étape précédente.

e Rincer a I’eau puis laisser séchez.

¢ Observer au microscope (grossissement 400X ou, avec une goutte d'huile a immersion,

au grossissement 1000x).



Annexes

Annexe n°4 : tableaux des concentrations d’extraits éthanoiques obtenus par macération et
ultrasons sur 4 g et 10 g de matiére végetale.

Tableau V11 : Concentrations d’extraits éthanoiques obtenus par macération et ultrasons sur
4 g de matiére végétale.

Chenopodium quinoa 35 mg/ml 24,5 mg /ml
Linum usitatissimum 35 mg/ml 37 mg/ml
Glycyrrhiza glabra 113,5 mg/ml 73 mg /ml
Curcuma longa 56 mg/ml 19 mg/ml
Artemisia herba-alba 81 mg/ml 65 mg/ml
Mentha spicata 129 mg/ml 39 mg/ml
Tableau V111 : Concentrations d’extraits éthanoiques obtenus par macération et ultrasons sur

10 g de matiere végetale.

Chenopodium quinoa 50 mg/ml 30 mg /ml
Linum usitatissimum 54 mg/ml 56 mg/ml
Glycyrrhiza glabra 172 mg/ml 188 mg /ml
Curcuma longa 80 mg/ml 60 mg/ml
Artemisia herba-alba 131 mg/mi 169 mg/ml

Mentha spicata 3212 mg/ml 4154 mg/ml



Annexes

Annexe n°5 :

Tableau IX : Diamétres des zones d’inhibition (mm) illustrant 1’activité antibactérienne des

extraits éthanoique sur 4 g de matiére vegétale (NA) : Non Actif ; ATB : antibiotique de
référence ; CN15 : Gentamicine (15ug/disc) ; IPM15 : Imipenéme (15ug/disc) ; AMX20 :
Amoxicilline (20ug/disc)

S aureus S.aureus E coli E.coli L mono L.mono
' ATCC ' ATCC ' ATCC

KM | 75£070 0000  0+000 0+000  0£0,00  0+0,00
KS  8+000  0£000  0+000 0£000 0£0,00 00,00
LM 85+070 85+070  0+000 0£000  0£0,00 00,00
LS  0£000  0£000 0000 0£0,00 0000  0%0,00
RM | 95+212 10+000 | 0£000 0+000 & 0+000  0+0,00
10,5 +
0,70
CHM | 0£000  0+000  0£000 0+000  0+000  0+0,00
CHS  0:+000  0£000  0£000 0£000  0+0,00  0+0,00
CM | 0£000 0000  0+000 0+000  0+000  0+0,00
CS 0000  0+000  0+000 0+000 & 0£000  0+0,00
MM | 94000 105+212  0£000 0£000  0+000  0+0,00
MS  0£000 75+070 0£000 0£000  0+000  0+0,00
CN(S)= CN(S)= IMP(S)= IMP(S)=  “MX 1 Amx (5)=
ATB (5)=

205';)01- 265+212 |36,5+0,70 37,5+2,12 50+0,00 27,5+0,70

12,5+ 0,70 0+ 0,00 0+ 0,00 0+ 0,00 0+ 0,00
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Tableau X : Diametres des zones d’inhibition (mm) illustrant I’activité antibactérienne des

extraits éthanoique sur 10 g de matiere végétale (NA) : Non Actif ; ATB : antibiotique de
référence ; CN15 : Gentamicine (15pg/disc) ; IPM15 : Imipenéme (15ug/disc) ; AMX20 :
Amoxicilline (20ug/disc)

S.aureus )
- S.aureus ATCC E.coli

KM
K.S

L.M

L.S

R.M
R.S

CHM

CH.S
C.M
C.S

M.M

11 + 0,00
115+
2,12
145+
2,12
16,5
1,41
16 £ 0,00
18 + 0,00
10,5+
0,70
11+0,00
0+ 0,00
0+ 0,00
20+ 0,00

8+0,00
8+0,00

10 + 0,00

8,5+0,70
19,5+2,12
20 + 0,00
9,5+0,70
10+ 0,00
0+ 0,00
0+ 0,00
22 +0,00

6 +0,00
6,5 %+2,12

9,5+ 0,70

10 + 0,00
0+ 0,00
0+ 0,00
7+0,00
12+ 0,00
0+ 0,00

0+ 0,00
11 + 0,00

E.coli
ATCC

80,00
9+0,00

0+ 0,00

0+ 0,00

0+ 0,00
0+ 0,00
0+ 0,00
0+ 0,00
0+ 0,00
0+ 0,00

L.mono
10+ 0,00
10+ 0,00

12 + 0,00

11+ 0,00

21,5 0,70
23 +0,00

9+0,00

8+0,00
0+ 0,00
0+ 0,00

12+0,00 22+0,00

L.mono
ATCC

0+ 0,00
0+ 0,00

0+ 0,00

0+ 0,00
19+ 0,00
17 + 0,00

0+ 0,00

0+ 0,00

0+ 0,00

0+ 0,00
22 +0,00



Résumé

L'objectif de notre étude était d'évaluer l'effet antibactérien de six extraits de plantes, a savoir
Chenopodium quinoa, Glycyrrhiza glabra, Curcuma longa, Mentha spicata, Artemisia herba-alba et Linum
usitatissimum, sur des souches bactériennes isolées a partir de lait cru de vache. Les extraits ont été préparés en
utilisant deux méthodes, a savoir la macération et les ultrasons, et leur activité antimicrobienne a été évaluée in
vitro en utilisant la méthode de diffusion sur disque. Les extraits de Mentha spicata et Glycyrrhiza glabra ont
présenté une activité antibactérienne modérée contre S. aureus et L. monocytogenes, avec des diamétres
d'inhibition allant de 16 mm % 0,00 a 23 mm % 0,00. La concentration minimale inhibitrice (CMI) de I'extrait de
réglisse variait de 17,23 mg/ml a 18,96 mg/ml, tandis que la concentration minimale bactéricide (CMB) variait
de 17,23 & 94,82 mg/ml. Pour l'extrait de menthe, la CMI était comprise entre 321,6 mg/ml et 415,35 mg/ml,
tandis que la CMB était comprise entre 536 mg/ml et 1608 mg/ml. Ces extraits de plantes pourraient donc étre
envisagés comme des agents potentiels pour lutter contre les agents pathogénes présents dans le lait cru de
vache.

Mots clés : Activités antibactériennes, Biomolécules, Plantes médicinales, Lait cru de vache, Bactéries

pathogenes.
Abstract

The aim of our study is to determine the antibacterial effect of six plant extracts, including Chenopodium
quinoa, Glycyrrhiza glabra, Curcuma longa, Mentha spicata, Artemisia herba-alba, and Linum usitatissimum,
against bacterial strains isolated from raw cow milk. Theextract were performed follwing two methods,
maceration and ultrasound, and their antimicrobial activity was evaluated in vitro using the disk diffusion
method. Mentha spicata and Glycyrrhiza glabra extracts showed moderate antibacterial activity against S.
aureus and L. monocytogenes, with inhibition zone diameters ranging from 16 mm + 0.00 to 23 mm + 0.00. The
minimum inhibitory concentration (MIC) of licorice extract varied from 17.23 mg/ml to 18.96 mg/ml, and the
minimum bactericidal concentration (MBC) ranged from 17.23 to 94.82 mg/ml. For mint extract, the MIC
ranged from 321.6 mg/ml to 415.35 mg/ml, and the MBC ranged from 536 mg/ml to 1608 mg/ml. These plant
extracts could be utilized to combat pathogens present in raw cow milk.

Keywords: Antibacterial activities, Biomolecules, Medicinal plants, Raw cow's milk, Pathogenic bacteria.
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