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RÉSUME 

Malgré tous les efforts déployés jusqu’à présent en matière de lutte et de prévention des infections bactériennes 

au niveau de l’aquaculture particulièrement en salmoniculture, leur impact demeure préoccupant surtout aux 

premiers stades d’élevage. Ceci semble être intensément en rapport avec la complexité du problème et la 

richesse et diversité de la flore bactérienne en milieu aquatique. 

C’est ainsi que plus d’attention a été donnée aux sources naturelles de molécules actives, et à leur potentiel en 

comparaison avec la chimiothérapie antimicrobienne conventionnelle. 

Dans ce contexte, nous avons évalué le pouvoir antibactérien des composés de différente nature chimique issues 

des huiles essentielles de certaines plantes endémiques du Maroc, sur des bactéries du genre Flavobacterium 

responsables des infections bactériennes engendrant des dégâts et pertes économiques importantes dans les 

stations de pisciculture à l’échelle internationale. Le choix a porté sur des espèces de plantes aromatiques et 

médicinales appartenant aux familles des lamiacées, pinacées, astéracées, myrtacées et géraniacées.  

Pour ce faire, nous avons procédé dans un premier lieu à évaluer la contamination des œufs fécondés importés, 

des alevins de truite, des truitelles ainsi que les biofilms et les eaux des bassins par les bactéries du genre 

Flavobacterium au niveau de la station piscicole Ain Aghbal à Azrou. Nous avons pu isoler des souches 

bactériennes appartenant à ce genre après identifications macro et microscopique et des caractérisations 

biochimiques et enzymatiques, en comparaison avec des souches de référence de Flavobacterium 

psychrophilum importées de la France et de la Suisse. 

L’étape suivante est de choisir des plantes aromatiques et médicinales Marocaines douées d’un potentiel 

antibactérien approuvé et d’extraire des huiles essentielles de bonne qualité qui répondent à des critères bien 

précis en termes de leur composition chimique.   

La caractérisation phytochimique des huiles essentielles étudiées a révélé une composition chimique diversifiée 

caractérisée par l’abondance de molécules à haute valeur ajoutée telles que le thymol, le carvacrol, l’eugénol et 

le linalol selon les familles. L’évaluation de l’activité antibactérienne a montré que ces huiles essentielles 

présentent une activité variant entre modérée et assez forte. Les huiles essentielles des espèces de thym et origan 

se sont montrées les plus actives, notamment celles de Thymus maroccanus et Origanum compactum.  

Le screening primaire de l’activité antibactérienne des Huiles essentielles vis-à-vis des souches de 

Flavobacterium spp. a été réalisé en utilisant 15 huiles essentielles contre l’ensemble des isolats et les souches 

de référence. Les résultats des aromatogrammes montrent que 7 huiles essentielles sont douées d’une activité 

anti-flavobactérienne importante.  

L’utilisation des techniques de macro et micro-dilution nous a permis de déterminer les valeurs des 

concentrations minimales inhibitrices (CMI) et des concentrations minimales bactéricides (CMB) des huiles 

essentielles. Les résultats ont montré que seulement les huiles essentielles de T. maroccanus et O. compactum. 

ont une activité bactéricide, quant au reste des huiles essentielles leurs pouvoirs sont bactériostatiques. 

Les principes actifs (thymol et carvacrol) de ces deux huiles essentielles in-vivo ont été utilisés comme 

traitement curatif et préventif contre les infections hivernales dues au Flavobacterium spp. chez les alevins à la 

station de pisciculture Ain Aghbal. Les résultats indiquent qu’en plus de leurs effets antibactériens, le thymol a 

un effet positif sur les paramètres zootechniques de l’élevage des truites (croissance et gain de la masse 

corporelle).  
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 ملخص

المكافحة والوقاية من الالتهابات البكتيرية عند الأحياء المائية، وخاصة عند سمك على الرغم من الجهود التي تبذل في 

السلمون، لا يزال تأثير هذه الالتهابات مقلقا، خاصة في المراحل المبكرة من نمو هذه الأسماك. يبدو أن هذا يرتبط ارتباطًا 

المزيد من الاهتمام بمصادر طبيعية للجزيئات النشطة تجاه  وثيقاً بثراء وتنوع البكتيريا في المياه. الأمر الذي يستدعي إيلاء

 هذه البكتيريا والاستغناء عن المعالجة الكيميائية التقليدية باستعمال المضادات الحيوية.

ة مختلفة تم استخراجها من الزيوت الأساسية لبعض النباتات العطرية يفي هذا السياق، قمنا بتقييم قدرة مركبات طبيع

المسؤولة عن الالتهابات البكتيرية في محطات تربية  Flavobacteriumلمتوطنة في المغرب ضد بكتيريا والطبية ا

في الإنتاج كبيرة  ئرالأسماك على الصعيد الوطني والدولي على حد سواء. تسبب هذه البكتيريا أضرارا اقتصادية وخسا

على أنواع من النباتات العطرية والطبية التي  بالأساس تركز الاختيارخلال دراستنا  .في المراحل المبكرة لنموها خاصة

 .lamiacées, pinacées, astéracées, myrtacées et géraniacées تنتمي إلى عائلات

بلاعيط التروتة والبيض المخصب المستورد في  Flavobacteriumببكتيريا  تلوثالشرعنا أولاً في تقييم  في هذا الصدد

تمكنا من عزل سلالات قد و )أزرو(. ية الحيوية ومياه الأحواض في مزرعة الأسماك عين اغبالالأغشكذا في القزحية، و

الكيميائية والانزيمية،  هاخصائصبعد دراسة والمجهرية وكذلك  ظاهريةبكتيرية تنتمي إلى هذا الجنس بعد تحديد الهوية ال

 .من فرنسا وسويسرا مستوردة  Flavobacterium psychrophilumنوعمقارنة مع سلالات مرجعية من 

واستخراج  بكتيريا الممرضةمضادة لل قدراتكانت الخطوة التالية هي اختيار النباتات العطرية والطبية المغربية ذات 

لزيوت لهذه اكشف التوصيف الكيميائي قد وي. معايير محددة من حيث التركيب الكيميائ ظهرالزيوت الأساسية التي ت

 كارفاكرولال، (Thymol) قيمة مضافة عالية مثل الثيمول وذات تهاكيميائية متنوعة تتميز بوفر مركباتالأساسية عن 

(Carvacrol) الأوجينول ،(Euginol) ينولوللوال (Lynalol) الزيوت هذه . وأظهر تقييم النشاط المضاد للبكتيريا أن

 Thymus) الزعيترة زيوت هي الزيوت الأكثر نشاطًاكانت و قوي جداً.المعتدل واليتراوح بين  ا فعالانشاط تمتلكالعطرية 

maroccanus)  والزعتر (Origanum compactum). الفحص الأولي للنشاط المضاد ناحية أخرى، أجرينا  من

تظهر ومن الزيوت الأساسية ضد جميع السلالات المرجعية. مستخلص  15 باستعمال .Flavobacterium sppلبكتيريا 

تقنيات التخفيف الكلي هم للبكتيريا. وقد قمنا أيضا باعتماد زيوت عطرية تتمتع بنشاط مضاد م 7أن نتائج الاختبارات 

 زيوت الأساسيةلل (CMB)الإبادة  درةلحد الأدنى لقوكذا ا (CMI)كابح تركيز الالتحديد الحد الأدنى من بغرض والجزئي 

، نشاط مبيد للبكتيرياب تمتاز O. compactumو  T. maroccanusل. وأظهرت النتائج أن الزيوت الأساسية المدروسة

 ة.تها لحظيالتي كانت قدرالزيوت الأساسية الأخرى على خلاف ا

 مباشرة على الأسماك الحيةالزيوت الأساسية  المستخلصان منكارفاكرول الثيمول و الاستخدام قمنا ب بالإضافة إلى ذلك

في مزرعة الأسماك عين . Flavobacterium sppبكتيريا  ضد الالتهابات الشتوية التي تسببها ئيوقاإجراء كعلاج و

على  إيجابيتأثير ب يتميزما المضاد للبكتيريا، فإن الثيمول مفعولهتشير النتائج إلى أنه بالإضافة إلى و. )أزرو( اغبال

 (.زنالنمو واكتساب الو)التروتة القزحية  لأسماكالحيوانية  ؤشراتالم

، الزيوت الأساسية، النشاط .Flavobacterium sppالتروتة القزحية ، أسماك: الاستزراع المائي، الكلمات المفتاحية

 .تربية الحيوانات مؤشرات، CMI ، CMBالمضاد للبكتيريا،

  



RESUME 

Malgré tous les efforts déployés jusqu’à présent en matière de lutte et de prévention des 

infections bactériennes au niveau de l’aquaculture particulièrement en salmoniculture, leur 

impact demeure préoccupant surtout aux premiers stades d’élevage. Ceci semble être 

intensément en rapport avec la complexité du problème et la richesse et diversité de la flore 

bactérienne en milieu aquatique. 

C’est ainsi que plus d’attention a été donnée aux sources naturelles de molécules actives, et à 

leur potentiel en comparaison avec la chimiothérapie antimicrobienne conventionnelle. 

Dans ce contexte, nous avons évalué le pouvoir antibactérien des composés de différente 

nature chimique issues des huiles essentielles de certaines plantes endémiques du Maroc, sur 

des bactéries du genre Flavobacterium responsables des infections bactériennes engendrant 

des dégâts et pertes économiques importantes dans les stations de pisciculture à l’échelle 

internationale. Le choix a porté sur des espèces de plantes aromatiques et médicinales 

appartenant aux familles des lamiacées, pinacées, astéracées, myrtacées et géraniacées.  

Pour ce faire, nous avons procédé dans un premier lieu à évaluer la contamination des œufs 

fécondés importés, des alevins de truite, des truitelles ainsi que les biofilms et les eaux des 

bassins par les bactéries du genre Flavobacterium au niveau de la station piscicole Ain 

Aghbal à Azrou. Nous avons pu isoler des souches bactériennes appartenant à ce genre après 

identifications macro et microscopique et des caractérisations biochimiques et enzymatiques, 

en comparaison avec des souches de référence de Flavobacterium psychrophilum importées 

de la France et de la Suisse. 

L’étape suivante est de choisir des plantes aromatiques et médicinales Marocaines douées 

d’un potentiel antibactérien approuvé et d’extraire des huiles essentielles de bonne qualité qui 

répondent à des critères bien précis en termes de leur composition chimique.   

La caractérisation phytochimique des huiles essentielles étudiées a révélé une composition 

chimique diversifiée caractérisée par l’abondance de molécules à haute valeur ajoutée telles 

que le thymol, le carvacrol, l’eugénol et le linalol selon les familles. L’évaluation de l’activité 

antibactérienne a montré que ces huiles essentielles présentent une activité variant entre 

modérée et assez forte. Les huiles essentielles des espèces de thym et origan se sont montrées 

les plus actives, notamment celles de Thymus maroccanus et Origanum compactum.  

Le screening primaire de l’activité antibactérienne des Huiles essentielles vis-à-vis des 

souches de Flavobacterium spp. a été réalisé en utilisant 15 huiles essentielles contre 



l’ensemble des isolats et les souches de référence. Les résultats des aromatogrammes 

montrent que 7 huiles essentielles sont douées d’une activité anti-flavobactérienne importante.  

L’utilisation des techniques de macro et micro-dilution nous a permis de déterminer les 

valeurs des concentrations minimales inhibitrices (CMI) et des concentrations minimales 

bactéricides (CMB) des huiles essentielles. Les résultats ont montré que seulement les huiles 

essentielles de T. maroccanus et O. compactum. ont une activité bactéricide, quant au reste 

des huiles essentielles leurs pouvoirs sont bactériostatiques. 

Les principes actifs (thymol et carvacrol) de ces deux huiles essentielles in-vivo ont été 

utilisés comme traitement curatif et préventif contre les infections hivernales dues au 

Flavobacterium spp. chez les alevins à la station de pisciculture Ain Aghbal. Les résultats 

indiquent qu’en plus de leurs effets antibactériens, le thymol a un effet positif sur les 

paramètres zootechniques de l’élevage des truites (croissance et gain de la masse corporelle).  

 

Mots-clés : Aquaculture, truite arc en ciel, Flavobacterium spp., huiles essentielles, activité 

antibactérienne, CMI, CMB, paramètres zootechniques. 



 

ABSTRACT 

Despite all the efforts made so far to fight and prevent bacterial infections in aquaculture, 

(particularly in salmon and trout farming), the impact remains worrying, especially in the 

early stages of development. This seems to be intensely related to the complexity of the 

problem and the diversity of the bacterial communities in aquatic environments. Thus, more 

attention has been given to natural sources of active molecules against bacterial infections in 

order to limit the use of conventional antibiotics. 

For this purpose, we evaluated the antibacterial effects of compounds from different essential 

oils extracted from aromatic plants, certain of them being endemic in Morocco. We were 

interested in the antibacterial effect against the genus Flavobacterium responsible for bacterial 

infections, and causing significant damage and economic losses in fish farming stations at 

national and International levels. The main aromatic and medicinal plants species belonged to 

Lamiaceae, Pinaceae, Asteraceae, Myrtaceae and Geraniaceae. 

At first, we proceeded to assess the contamination of imported fertilized eggs, trout fry, trout, 

biofilms and pond water by Flavobacterium at Ain Aghbal fish farm (AZROU). In fact, we 

were able to isolate strains belonging to this genus after macroscopic, microscopic, 

biochemical and enzymatic characterization. This study was in comparison with reference 

strains of Flavobacterium psychrophilum imported from France and Switzerland. 

The next step was to select and extract essential oils from Moroccan aromatic and medicinal 

plants with significant antibacterial potentials. Extracted essential oils were of very good 

quality and very specific criteria in terms of their chemical composition. 

The phytochemical characterization of studied essential oils revealed a diversified chemical 

composition and high abundance of active molecules such as thymol, carvacrol, eugenol and 

linalool. The evaluation of the antibacterial activity showed that the essential oils had an 

activity varying between moderate and very strong. The essential oils of thyme and oregano 

were the most active, especially those of T. maroccanus and O. compactum. 

The primary screening of antibacterial activities of essential oils against strains of 

Flavobacterium spp. was performed using 15 essential oils against all isolates and imported 

reference strains. The results of the aromatograms showed that 7 essential oils are endowed 

with a significant anti-flavobacterial activity. 

The use of macro and micro-dilution techniques allowed us to determine the minimum 

inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC) of active 

essential oils. The results showed that the essential oils of T. maroccanus and O. compactum 



 

could inhibit all tested strains, as for the rest of the essential oils their powers were 

bacteriostatic. 

The last part of this work focused on the use of thymol and carvacrol extracted from essential 

oils in-vivo, as a treatment against winter infections due to Flavobacterium spp. occurring at 

Ain Aghbal fish farm. The results indicated that, in addition to their antibacterial effects, 

thymol have a positive effect on the zootechnical parameters of trout farming (growth and 

body mass gain). 

  

Keywords: Aquaculture, rainbow trout, Flavobacterium spp., essential oils, screening, 

antibacterial activity, MIC, CMB, zootechnical parameters. 
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INTRODUCTION GENERALE 

A l’échelle internationale comme au Maroc, la production piscicole continentale a doublé 

en dix ans pour atteindre le stade industriel. L’aquaculture d’eau douce marocaine produit 

un ensemble d’espèces entre autre la truite arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss). 

L’intensification de l’aquaculture s’est accompagnée d’un développement de différentes 

maladies (i) non-infectieuses liées aux conditions environnementales, nutritionnelles et 

génétiques de l’élevage, mais également (ii) infectieuses, liées au développement d’agents 

pathogènes.  

Différents bio-agresseurs, seuls ou en association, peuvent infecter les poissons : des 

parasites (Gyrodactylus sp.), des virus (Rhabdovirus) responsables de la SHV (Septicémie 

Hémorragique Virale) et de la NHI (Nécrose Hématopoïétique Infectieuse) et/ou des 

bactéries.  

De nombreuses bactéries ichtyopathogènes ont été décrites, on peut citer Vibrio 

anguillarum, Aeromonas salmonicida, Renibacterium salmoninarum, Yersinia ruckeri, et 

les bactéries du genre Flavobacterium. Ces bactéries retrouvées chez nombreux poissons 

d’eau douce d’élevage sont des agents pathogènes  responsables des épidémies et 

mortalités massives. Décrites pour la première fois en 1946 aux Etats-Unis, les pathologies 

liées aux bactéries Flavobacterium spp. en élevage, n’est apparue en France qu’au milieu 

des années 1980 (Bernardet et al., 2007). Les mécanismes de virulence liés à ces bactéries 

restent méconnus. Les pertes économiques induites dans les élevages aquacoles des truites 

sont considérables dans la mesure où les infections peuvent conduire à 70% de mortalité au 

stade alevin. Il est donc important de renforcer la mise en œuvre de programme de 

prophylaxie préventive qui relève de l’application des règles d’hygiène, des procédures de 

nettoyage et de désinfection, du traitement de l’eau, mais aussi des bonnes pratiques de 

nourrissage et d’élevage.  

La prophylaxie médicale est basée sur l’utilisation de vaccins. Néanmoins, il n’existe pas 

de vaccins commerciaux permettant de protéger les poissons contre les flavobactérioses 

hivernales et seule l’antibiothérapie permet de limiter les pertes liées aux infections 

Flavobactériennes.  

Actuellement, nombreuses recherches entreprises pour contrôler les flavobactérioses 

s’orientent vers des approches biotechnologiques via l’utilisation de bactériophages, 

(Castillo et al., 2012 ; Madsen et al., 2013) ou de vaccin à base de flavobactéries atténuées 
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(LaFrentz et al., 2008). Ces travaux semblent prometteurs pour proposer des traitements à 

bas coûts, mais présentent des difficultés d’application, en raison de l’interdiction de la 

dispersion d’organismes vivants dans le milieu naturel. 

Le genre Flavobacterium englobe des pathogènes Gram négatif des poissons. Ces 

pathogènes sont connus comme étant des agents causals de nombreuses infections 

bactériennes chez les salmonidés en particulier. Ces maladies peuvent atteindre le niveau 

épidémique chez les poissons d’élevage et sauvages. Les éclosions de "Rainbow Trout Fry 

Sandrome" (RTFS) peuvent entraîner des taux de mortalité élevés et sont habituellement 

observées chez les truites arc-en-ciel. Les alevins de truite, sont les plus sensibles par 

rapport au reste des salmonidés (Grasteau, 2015). Aucun vaccin n'est actuellement 

disponible et les maladies dues aux bactéries de ce genre sont traitées avec des 

antibiotiques (Grasteau, 2015).  

La culture des bactéries du genre Flavobacterium présente toujours une problématique, car 

ces bactéries sont fastidieuses et ne poussent pas sur des milieux riches en nutriments. Les 

bactéries ont été isolées chez des poissons cliniquement et non cliniquement affectés et 

peuvent survivre sous des conditions pauvres en nutriments pendant longtemps, ce qui peut 

expliquer la réapparition de foyers. La voie d'infection et les mécanismes de défense de 

l'hôte ne sont pas encore clairs.  

Depuis leur découverte au 20e siècle, les antibiotiques ont permis de réduire 

considérablement la menace de maladies infectieuses. L'utilisation de ces “médicaments 

miracles” a entraîné une baisse spectaculaire de la mortalité imputable à des maladies en 

élevage, autrefois, impossibles à soigner et fréquemment mortelles et engendre des pertes 

économiques importantes. Mais ces progrès sont sérieusement remis en question par 

l'apparition et la propagation de germes résistants à ces médicaments (WHO, 2012). Cette 

émergence de la multi-résistance couplée à une pénurie apparente de nouveaux agents 

antimicrobiens, dicte qu'aucune autre voie réalisable en vue d'étendre l'efficacité et / ou 

l'utilité future des agents existants ne doit être ignorée (FAO, 2016). Donc la 

problématique d’inefficacité devient de plus en plus inquiétante. 

Les composantes chimiques des huiles essentielles constituent une matière de recherche 

dans le but de substituer l’usage des antibiotiques conventionnels. Ces derniers s’avèrent 

moins efficaces contre les bactéries multi-résistantes.  

Des extraits bruts de plantes médicinales se distinguent comme de véritables sources 

d’agents antibactériens. Un certain nombre d'études in vitro ont rapporté l'utilisation 
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d'extraits de plantes comme alternatifs aux antibiotiques. Néanmoins, Les huiles 

essentielles sont des substances naturelles complexes, possédant des caractéristiques 

physico-chimiques bien définies, et répondant à des critères de qualité qu’il faut connaitre 

pour éviter tout risque de toxicité qui peut se révéler dangereux pour la santé animale 

(Bakkali et al., 2008). Par ailleurs, ces produits présentent une grande variabilité de leurs 

constituants chimiques, leur attribuant de nombreuses propriétés médicinales et 

biologiques qu’il convient de connaître et de valoriser. Leur activité antimicrobienne, 

constituant une de leurs grandes vertus, fait l’objet aujourd’hui de nombreux travaux de 

recherche, en testant ces huiles sur différents microorganismes (bactéries, champignons, 

virus, etc.), faisant ainsi de ces extraits naturels des agents antimicrobiens potentiels 

(Hemaiswarya et al., 2008 ; Langeveld et al., 2013).  

C’est dans cette perspective que nous avons entrepris ce présent travail qui vise à étudier le 

pouvoir antibactérien des huiles essentielles (HE) de certaines plantes endémiques du 

Maroc sur des bactéries isolées du genre Flavobacterium pouvant être impliquées dans la 

mortalité de la truite arc en ciel au niveau de la station de pisciculture Ain Aghbal, Azrou-

Maroc. Le but ultime de notre travail est de rechercher l’huile ou les huiles essentielles 

permettant la guérison des alevins de la truite et minimisant le taux de mortalité dû aux 

maladies d’origine bactérienne pendant l’hiver. 

Dans ce cas, le résultat attendu serait non seulement de diminuer le nombre de mortalité et 

guérir les alevins mais aussi de produire un poisson BIO, vu que la stratégie de départ et 

d’éliminer l’utilisation des antibiotiques et antiseptiques en élevage de la truite arc en ciel. 

Le choix des HE a porté sur celles extraites des plantes médicinales possédant 

d’innombrables vertus thérapeutiques et dont l’usage traditionnel n’a jamais cessé 

d’augmenter.  

L’étape préliminaire consistait à isoler et identifier l’agent ou les agents bactériens causals 

des mortalités d’alevins, à choisir et collecter les plantes médicinales pour extraire les 

huiles essentielles et à caractériser les phytoconstituants de ces huiles essentielles par 

Chromatographie en Phase Gazeuse couplée à la Spectrométrie de Masse (CPG / SM). 

Nous avons aussi pu traiter l’étude du pouvoir antibactérien des huiles essentielles sur nos 

isolats et sur des souches de références de l’espèce Flavobacterium psychrophilum in vitro. 

Enfin, l'activité in vivo de certains principes actifs des huiles essentielles ayant un pouvoir 

bactéricide a été évaluée afin d’élucider leur pouvoir de guérison sur les alevins malades et 
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leur rôle potentiel sur la restauration et le renforcement du système immunitaire des 

poissons. Egalement, nous avons tenté d'examiner l’effet toxique des doses, et si 

l'exposition prolongée peut avoir des résultats négatifs sur les alevins et leur bien-être. 

Nous avons aussi surveillé de près les changements des paramètres zootechniques pendant 

et après le traitement.  

Ce manuscrit de thèse comporte essentiellement trois parties dépendantes en plus d’une 

synthèse bibliographique détaillée concernant la problématique en comparaison avec la 

situation de la truiticulture mondiale.  

La première partie sera consacré aux études microbiologiques, précisément à l’isolement, 

l’identification et la caractérisation classique des isolats du pathogène. 

Quant à la deuxième partie, elle comportera deux chapitres :  

- Le premier chapitre traitera l’étude phyto-chimique et biologique des plantes 

aromatiques et médicinales utilisées dans cette étude pour le bio-contrôle contre les 

bactéries isolées. 

- Le deuxième chapitre détaillera les tests de confrontation entre huiles essentielles et 

bactéries in-vitro, ainsi que la détermination des CMI et CMB  

A travers la troisième partie, les protocoles expérimentaux suivis pour la confrontation in-

vivo seront exposés, tout en incluant les études de toxicité et de contrôle zootechnique vis-

à-vis les effets des composantes majoritaires des huiles essentielles sur les alevins sujet des 

traitements. 
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I. De l’aquaculture à la truiticulture et de l’hôte Onchorhycus mykiss aux maladies 

bactériennes du genre Flavobacterium. 

Au niveau Mondial, la flavobactériose des eaux froides constitue la maladie la plus 

enregistrée dans les stations d’élevage des truites et de production piscicole après la 

furonculose (Grasteau, 2015). Depuis les années 2000, une mortalité massive due aux 

infections au Flavobacterium a été également observée dans les élevages de truites et de 

saumons au Maroc (Maychal, comm. pers.).  

Afin de pallier à ce fardeau économique, de nombreux travaux ont été menés dans le but 

d’étudier la variabilité génétique de l’agent bio-agresseur Flavobacterium spécialement 

l’espèce F. psychrophilum. Ces études ont mis en évidence, une variabilité génétique en lien 

(de manière non exclusive) avec l’espèce de poisson hôte et une absence de structuration 

géographique de cette variabilité.  

Ces données sont pratiquement inexistantes au Maroc surtout sur une espèce hôte particulière 

et sur une échelle géographique réduite (pisciculture). Elles sont pourtant essentielles pour 

comprendre les modalités de diffusion de cet agent et ses réservoirs environnementaux afin de 

mieux adapter des stratégies de lutte en élevage dans un contexte de limitation des intrants 

médicamenteux.  

L’espèce hôte de F. psychrophilum choisie dans ce projet de thèse est la truite arc-en-ciel, en 

tant que principale production piscicole au Maroc et espèce particulièrement sensible à la 

flavobactériose des eaux froides. Les attentes des acteurs de la filière piscicole Marocaine 

sont donc fortes.  

Afin de déterminer le niveau de contamination de la truite arc en ciel en élevage par le F. 

psychrophilum, un premier niveau d’analyse a visé une échelle géographique nationale, en 

ciblant la station privée de pisciculture Ain Aghbal, la seule dédiée au Maroc à la production 

de la truite arc en ciel pour le marché national et l’intérêt comparatif des résultats générés 

avec les bases de données existantes vue que la station fait l’importation des œufs de la 

France.  

 

II. Consommation, production et commerce international des produits de la pêche et 

de l’aquaculture 

Les produits de la pêche et de l’aquaculture sont une part importante des apports en protéines 

animales dans l’alimentation humaine. En 2014, ils représentaient 17 % de ces apports dans le 

monde (FAO, 2016). Ceci est le résultat d’une augmentation de la consommation des produits 
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aquatiques depuis 50 ans. Elle est passée de 9,9 kg/an/habitant dans les années 1960 à 20 

kg/an/habitant en 2014. Cependant, la consommation de ces produits est inégale et dépend des 

régions du monde. Les pôles de consommation principaux sont l’Europe du Nord et de 

l’Ouest, avec 25 kg/an/habitant, l’Amérique du Nord, la façade pacifique de l’Asie et l’Asie 

du Sud-Est (EUMOFA, 2016). Au sein de l’union Européenne, il y a également des disparités 

de consommation entre les pays. En 2015, les Portugais consommaient 60kg/an/habitant de 

produits aquatiques alors qu’en Hongrie, la consommation était de 4,8kg/an/habitant 

(EUMOFA, 2016). 

Pour soutenir la consommation croissante des produits aquatiques, la production mondiale des 

produits issus de la pêche a quadruplé, elle est passée de 20 millions de tonnes à près de 80 

millions de tonnes à la fin des années 1980 puis s’est stabilisée (FAO, 2016). A partir de cette 

stabilisation de la pêche de capture, la production de l’aquaculture a fortement augmenté. Elle 

a été multipliée par 7, en passant de 10 millions de tonnes à la fin des années 1980 à 70 

millions de tonnes en 2014 (FAO, 2016). Les pays asiatiques produisent près de 74 % des 

ressources de pêche et d’aquaculture mondiale. Quatre pays concentrent 78 % de la 

production aquacole du monde : la Chine (±45 469 000 t), l’Indonésie (±4 254 000 t), l’Inde 

(±4 881 000 t) et le Vietnam (±3 397 000 t). La Chine, à elle seule représente 60 % des 

ressources aquacoles (FAO, 2016).  

L’Europe et les États-Unis produisent près de 10 % des ressources mondiales aquatiques 

chacun, l’Afrique et l’Océanie sont à 5 et 1 % respectivement (EUMOFA, 2016). En 2015, au 

sein de l’Union européenne, 4 686 000 tonnes de poissons ont été produits. Les principales 

espèces étaient le hareng (720 750 t, 15%), le sprat (553 714 t, 12 %) et le maquereau (464 

160 t, 10 %). En ce qui concerne l’aquaculture, 80 % de la production aquacole européenne 

concernait l’élevage des mollusques bivalves et des salmonidés (saumon et truite) (38 % de 

moules, 15 % de truite, 11 % de saumon et 7 % d’huîtres). En 2016, la France était le 

troisième producteur Européen de produits de la pêche avec 785 000 tonnes, ce qui 

correspondait à 11 % de la production Européenne (FranceAgriMer, 2017c). Les principales 

espèces produites étaient le thon (102 880 t totalement issues de la pêche), les huîtres (79 010t 

entièrement issues de l’aquaculture) et les moules (77 040 t très majoritairement issues de 

l’aquaculture).  

Les pôles mondiaux de production et de consommation des produits aquatiques sont 

différents. En effet, un tiers de la production halieutique mondiale est exportée. Les 

principales espèces échangées, en termes de valeur, sont le saumon (16,6 %), les crevettes 

(15,3 %) et les thonidés (10,2 %). En termes de volume, ce sont les morues, merlus, églefins 
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(14,4 %) puis les autres poissons pélagiques (12,7 %) et enfin les thonidés (8,3 %) (FAO, 

2016). Les flux de marchandises aquatiques se font principalement des pays en 

développement vers les pays développés (Figure 1) (FAO, 2016). Les trois principaux pays 

exportateurs sont la Chine (20 980 millions dollars américain), la Norvège (10 803 millions 

dollars américain) et le Viet Nam (8 029 millions dollars américain). En parallèle, l’Union 

Européenne est le marché d’importation le plus important du monde (54 000 millions dollars 

américain) devant les Etats-Unis (20 317 millions dollars américain) et le Japon (14 844 

millions dollars américain). 

 

Figure 1 : Principaux flux commerciaux des produits de la pêche dans le monde (FAO, 2016). 

Entrée en vigueur le 1er janvier 2006, la réforme de la réglementation européenne relative à 

l’hygiène des aliments a simplifié et harmonisé les textes applicables dans l’Union 

Européenne. Cet ensemble de textes réglementaires, appelé «Paquet hygiène», concerne 

l’ensemble de la filière agroalimentaire depuis la production primaire jusqu’au consommateur 

pour harmoniser le niveau de sécurité sanitaire. La consommation des produits aquatiques 

comporte des dangers dont font partie les bactéries. En effet certaines peuvent être des 

pathogènes alimentaires pour l’homme. Les producteurs doivent veiller à ce que les produits 

alimentaires vendus soient sains et sûrs pour les consommateurs, si non les produits non 

conformes doivent être retirés du marché.  
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III. Truite arc-en-ciel  

L’Organisation nationale pour l’alimentation et l’agriculture reconnaît la contribution des 

gouvernements européens et Salmoniculture américaine, à la satisfaction de la demande en 

matière de produits de la pêche, avec les espèces les plus demandées ; la truite arc-en-ciel 

(Oncorhynchus mykiss) et le saumon atlantique (Salmo salar) (FAO, 2012 ; Mente et Smaal, 

2016).  

Au cours des quatre dernières décennies, le gouvernement finlandais a tenté d’encourager la 

production de truites arc-en-ciel en raison de la position géographique du pays, la santé des 

poissons étant une priorité et objectif (FAO, 2016).  

Dans les conditions d’élevage, les femelles de truites arc-en-ciel pondent en hiver. Après 

fécondation, l’éclosion des œufs de truite fécondés issus d’une reproduction artificielle 

nécessite des eaux de très bonne qualité, riches en oxygène et une température d’eau 

relativement froide,  car elle dépend de manière directe de la température de l'eau.   

Les alevins avec sacs vitellins restent dans le gravier pendant quelques semaines et se 

nourrissent de leurs sacs vitellins jusqu'à ce qu'ils émergent comme alevins nageant librement 

(Massa et al., 1999). Aujourd'hui, les œufs fécondés peuvent être expédiés partout dans le 

monde, des écloseries aux autres fermes d'élevage. La truite arc-en-ciel tolère une plage de 

température de l'eau avec une croissance optimale à une température de 16°C et une 

consommation maximale à 19°C pour leurs besoins énergétiques (Wurtsbaugh et Davis, 1977 

; Jobling, 1981).  

Bien que l’élevage de la truite arc-en-ciel soit source de protéines de haute qualité pour la 

consommation humaine, seul un poisson en bonne santé peut produire des produits sûrs et de 

qualité destinés à la consommation humaine (Villarroel et al., 2009). 

En milieu piscicole, le contact continu et intime en surface augmente le potentiel des agents 

pathogènes des tissus muqueux du corps du poisson et constituent toujours un défi pour 

l'immunité innée de l'hôte (Magnadóttir, 2006).  

La truite arc-en-ciel possède un système de défense immunitaire muqueux qui fonctionne bien 

dans leurs organes externes tels que les nageoires, les branchies, la peau et les yeux, qui visent 

à bloquer la pénétration des agents pathogènes présents dans le poisson (Esteban et Cerezuela, 

2015).  

La couche muqueuse qui recouvre ces organes a non seulement la capacité de piéger 

l’envahisseur (mécanisme de dégagement mécanique), mais contient également divers 

facteurs antimicrobiens tels que les agglutinines et les précipitines (lectines), inhibiteurs 
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enzymatiques (lysozyme), pentraxines, protéines du complément, macrophages, antibactériens 

peptides et anticorps naturels (substances humorales) pour éliminer les agents infectieux 

(Uribe et al., 2011).  

La peau est l’un des plus gros tissus muqueux qui contribue à la défense immunitaire contre 

les bactéries pathogènes, mais il est souvent susceptible à l'adhésion de la plupart des agents 

pathogènes (Martin, 2013).  

En plus de l’épithélium cutané, les branchies et les nageoires sont considérés comme des 

points d’entrée importants pour plusieurs bactéries pathogènes, y compris F. psychrophilum 

(Magnadóttir, 2006). 

Chez les poissons téléostéens, plusieurs immunoglobulines (Ig) différentes sont présentes 

dans les secrétions muqueuses y compris IgD, IgT et IgM (Salinas, 2015). 

Il a été suggéré que les IgD ont un impact significatif et un rôle fonctionnel à la surface des 

branchies (Verrier et al., 2013). Le taux d'IgM dans les branchies et la peau augmente chez la 

truite arc-en-ciel immunisée et infectée; alors qu'il a été constaté que des taux d'IgM 

supérieurs à ceux d'IgT dans les sécrétions muqueuses soulignant l'importance des IgM dans 

l'immunité muqueuse (Zhang et al., 2010 ; Makesh et al., 2015). L’IgM est produit au niveau 

des tissus muqueux, et est le premier anticorps à apparaître en réponse à une exposition 

initiale à un antigène chez le poisson (Parra et al., 2014). On pense qu’une adhésion réussie et 

une invasion par les muqueuses peuvent être atteintes si un agent pathogène est capable de 

faire face aux composantes humorale et cellulaire de l'immunité innée de l'hôte. Les agents 

pathogènes bactériens se lient aux glycanes de la surface cellulaire (mucus) de l'hôte par 

l’intermédiaire de protéines de surface liant les glucides (lectines ou autres). Les endogènes 

présentes à la surface du pathogène, induisant une réponse immunitaire permis la 

reconnaissance du pathogène (interaction cellule à cellule ou régulation homéostatique). In 

vivo, les expériences de défi peuvent fournir une approche réaliste pour dépister la relation 

hôte-pathogène. 

IV.  Maladies d’origines bactériennes en aquaculture 

La maladie est universellement reconnue comme l’une des menaces les plus graves au succès 

commercial de l'aquaculture. Comme dans d’autres pays nordiques, les élevages de truites 

arc-en-ciel ont rencontré des problèmes de maladie causés par des bactéries (furonculose, 

fièvre rougeole entérique, la maladie des branchies (columnaris) et la maladie bactérienne de 

l'eau froide (BCWD). Le stress semble jouer un rôle considérablement important chez les 



11 

poissons en fonction de la gravité et du type de stress, de sa durée, et l'état physiologique du 

poisson (état nutritionnel).  

La mauvaise qualité de l'eau est l'une des clés facteurs susceptibles d’affecter négativement la 

production de poisson dans les systèmes d’élevage (Noble et Summerfelt, 1996). Les 

maladies bactériennes du poisson entraînent des problèmes économiques pour les 

pisciculteurs et leur traitement contribue à la résistance aux antibiotiques, une des plus 

grandes menaces pour la santé mondiale et la sécurité alimentaire aujourd'hui. La vaccination 

des poissons joue un rôle important dans le commerce à grande échelle des espèces 

d’aquaculture de grande valeur, y compris la truite arc-en-ciel. À l'heure actuelle, il y a 

quelques vaccins commerciaux contre de nombreuses maladies bactériennes graves dans les 

piscicultures en eau douce, par exemple, contre la vibriose, la furonculose et la yersiniose 

(Nham, 2012), mais pas contre le BCWD en raison de la petite taille du poisson infecté 

(alevins de 1 à 2 g) (Kim et al., 2010). 

V.  Flore bactérienne indésirable du poisson  

1 Altérations bactériologiques  

Des micro-organismes sont présents sur toutes les surfaces externes (peau et branchies) et 

dans les intestins du poisson vivant ou fraichement capturé. La charge microbienne, très 

variable est de l’ordre de 10
2
  à 10

7
 UFC (Unités Formant Colonies).cm

-2
 de peau et de 10

3
 à 

10
9
 UFC.g

-1
 de branchies ou d’intestins (Shewan, 1961 ; Liston, 1980). Cette grande 

variabilité reflète l’environnement et l’alimentation des poissons (Huss et Eskildsen, 1974 ; 

Liston, 1980 ; Adolphe, 2006 ; Nguyen, 2008). 

 Le muscle d’un poisson vivant est stérile et les foyers naturels de contamination 

correspondent aux régions du corps en contact avec l’eau (peau, mucus et branchies) et au 

tractus intestinal. La pénétration des bactéries s’effectue en partie par la peau, mais pour 

l’essentiel par le système vasculaire à partir des branchies et de la cavité abdominale. Les 

bactéries de l’intestin peuvent par ailleurs investir directement les muscles de la paroi 

abdominale, pénétration facilitée par l’action des enzymes digestives. 

La nature du mucus est déterminante car celui de certaines espèces présente des propriétés 

antibiotiques du fait de la présence de lysozymes et de certains anticorps (Shewan, 1977). 

Dans le cas où ces propriétés antibactériennes n’existent pas, le mucus représente un foyer de 

contamination qu’il est nécessaire d’enlever par un lavage. 
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2 Principaux micro-organismes  

Les micro-organismes indésirables sont opportunistes et responsables d’une forte mortalité 

aussi bien chez les poissons d’élevage que chez ceux qui vivent libre (Ronald, 1979). L’eau, 

surtout quand elle est fortement chargée en matières organiques, est un milieu idéal pour toute 

espèce de micro-organismes.  

Des études précédentes ont montré que la flore bactérienne naturelle du poisson est le reflet de 

celle de l’eau où il vit et qu’elle contient également de rares espèces bactériennes qui sont des 

parasites obligatoires parce qu’ils sont incapables de survivre longtemps en dehors du poisson 

qui est normalement leur habitat (Ronald, 1979). La flore pathogène du poisson doit souvent 

sa présence sur ou dans le poisson à proximité de l'homme. Cette flore comprend Aeromonas 

caviae, A. Eucrenophila, A. Hydrophila, A. Salmonicida, A. Veronii spp. Sobbria, A. Veronii 

spp. Veronii, Edwarsiella spp., E. Tarda, Flavobacterium psychrophilum, Listeria 

Monocytogenes, Pasteurella piscida, Plesiomonas shigelloides, Pseudomonas aeruginosa, 

Salmonella sp., Vagococcus sp., Vibrio anguillarum, V. Tubiashii, V. Vulinificus, V. 

Parahaemoliticus et Yersinia ruckeri (Sadovski et Levin, 1969 ; Mulak et al., 1992). La flore 

d'altération du poisson est beaucoup plus complexe à analyser de par les interactions entre les 

différentes souches et surtout leur nombre comme le montre cette liste non exhaustive : 

Aeromonas spp., Brochothrix thermosphacta, Carnobacterium divergens, C. 

Maltaromaticum, Enterobacter sp., Hafnia alvei, Halobacterium sp., Halococcus sp., 

Lactobacillus alimentarius, Lactobacillus Farciminis, Lactobacillus Plantarum, Leuconostoc 

Piscium, Leuconostoc mesenteroides, Photobacterium phosphoreum, Pseudomonas sp., 

Serratia liquefaciens, Shewanella putrefaciens, Streptococcus difficile, Streptococcus Iniae, 

Streptococcus Parauberis, Enterococcus faecalis (Lerke et al., 1963 ; Levin, 1968 ; Sadovski 

et Levin, 1969 ; Mulak et al., 1992 ; Gram et Huss, 1996 ; Joffraud et al., 2001). Cette flore se 

divise en plusieurs groupes en fonction des altérations physiques et organoleptiques 

occasionnées par les bactéries sur la chair du poisson (Joffraud et al., 2001 ; Cardinal et al., 

04). 
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3 Maladies Flavobactériennes et leurs agents 
 

a. Généralités 

Les maladies des flavobactéries chez les poissons sont causées par plusieurs espèces 

bactériennes de la famille des flavobactériaceae et sont responsables de pertes dévastatrices de 

stocks de poissons sauvages et d'élevage dans le monde. En plus d’imposer directement des 

effets économiques et écologiques négatifs, les flambées de maladies flavobactériennes sont 

notoirement difficiles à prévenir et à contrôler, même après cent ans de recherche scientifique. 

L'émergence de rapports récents établissant un lien entre les flavobactéries précédemment non 

caractérisées et les infections systémiques et les cas de mortalité dans les stocks de poissons 

d'Europe, d'Amérique du Sud, d'Asie, d'Afrique et d'Amérique du Nord sont également une 

source de préoccupation majeure et a mis en évidence certaines des difficultés liées au 

diagnostic et au traitement chimiothérapeutique des poissons à maladies flavobactériennes.  

Nous présentons ici une veille de littérature portant principalement sur Flavobacterium spp. et 

mettons l’accent sur ceux associés aux pathologies des poissons. Les maladies 

flavobactériennes ont été signalées pour la première fois par Davis (1922) et ont depuis été 

reconnues comme une menace sérieuse pour les stocks de poissons sauvages et reproduits. A 

l'origine, ces maladies étaient attribuées à trois bactéries de la famille des flavobactériaceae 

(Bernardet et Nakagawa, 2006) ; à savoir Flavobacterium psychrophilum, l'agent étiologique 

de la maladie bactérienne de l'eau froide et du syndrome de la truite arc-en-ciel (Nematollaho 

et al., 2003 ; Starliper, 2011); Flavobacterium columnare, l'agent causal de la maladie de 

columnaris ( Hawke et Thune, 1992 ; Shotts et Starliper, 1999); et Flavobacterium 

branchiophilum, l'agent présumé de la maladie bactérienne des branchies (Shotts et Starliper, 

1999 ; Wakabayashi et al., 1989). D'autres ont signalé des cas supplémentaires de 

Flavobacterium spp associés à des poissons malades, dont Flavobacterium johnsoniae 

(Christensen, 1977), Flavobacterium succinicans (Anderson et Ordal, 1961), Flavobacterium 

hydatis (Strohl et Tait, 1978), ainsi que d’autres bactéries pigmentées jaunes non caractérisées 

(Austin et Austin, 2007). Dans les flavobactérioses aiguës, une mortalité cumulative de 70% 

peut survenir parmi les stocks de poissons affectés, tandis que les survivants peuvent 

connaître une croissance médiocre et des anomalies de la colonne vertébrale (Austin et 

Austin, 2007). Dans les infections subaiguës et chroniques, la flavobactériose provoque des 

mortalités persistantes pouvant conduire à des pertes économiques continues (Center for 

Epidemiology and Animal Health, 2003). La taxonomie et les spécifications de cette famille 
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ont subi de nombreuses révisions ; par conséquent, tout au long de cette étude, la terminologie 

la plus connue des genres et espèces sera utilisée. 

Avec les récents progrès de la biologie moléculaire et de la biotechnologie, plusieurs 

nouveaux genres de la famille des flavobactériaceae sont apparus comme des agents 

pathogènes du poisson, des amphibiens, des reptiles, des oiseaux et des mammifères, y 

compris l'homme (Chryseobacterium, Elizabethkingia, Tenacibaculum et Ornithobacterium) 

(Bernardet et Nakagawa, 2006). Parmi ceux-ci, les Tenacibaculum spp. sont d’importants 

agents pathogènes des poissons marins qui ont été examinés ailleurs (Avendano-Herrera et al., 

2006 ; Toranzo et al., 2005) et ne seront pas abordés plus en détail dans la présente étude. On 

se concentre principalement sur le genre Flavobacterium, au sein duquel plusieurs nouvelles 

espèces ont été décrites au cours de la dernière décennie en association avec des poissons 

malades du monde entier (Bernardet et al., 2005 ; Flemming et al., 2007 ; Ilardi  et al., 2009 ; 

Kampfer  et al., 2011 ; Kampfer  et al., 2012 ; Zamora et al., 2012a,b,c ; Zamora et al., 2013 ; 

Zamora et al., 2014). 

b. Histoire des maladies Flavobactériennes chez les  poissons 

Davis (1922) a observé plusieurs événements de mortalité chez les poissons au cours des étés 

de 1917-1919 qu’il a associés à un bactérien non identifié.  

Les poissons touchés, qui comprenait des buffles (Ictiobus bubalus), des carpes–soleil 

(Leopomis spp.), des carpes communes (Cyprinus carpio), des achigans à grande bouche et à 

petite bouche  (Micropterus salmoides et Micropterus dolomieu), du crappie (promixis spp.), 

de la daurade aux yeux rouges (Leopomis gulcusus), (Perca flavescens), la barbue (Morone 

chrysops), l'omble de fontaine (Salvelinus fontinalis), le mulet à gorge arrondie (Pimephalus 

notatus), le poisson-chat d'Amérique (Ictalurus punctatus) et le poisson-chat à tête blanche 

(Ameiurus spp.) ont été élevés dans des aquariums et des étangs en terre. Davis (1922) a noté 

que les poissons affectés présentaient sur le corps des ‘‘zones très sales ou jaunâtres’’, 

entraînant la formation de lésions puis la mort en 24 à 72 heures. Les nageoires (en particulier 

la nageoire caudale) ont été érodées et, dans les cas les plus graves, il ne reste plus que de 

simples «talons». Il y avait une alsonécrose des branchies visibles sous forme de plaques 

blanches qui se propagent rapidement, causant la mort. Davis (1922) a également observé des 

cas de mortalité chez les poissons sauvages du Mississippi associés à cette bactérie. Bien qu’il 

ait été incapable d’isoler la bactérie dans aucun de ces foyers, il a observé un grand nombre de 

bâtonnets longues, minces et flexibles, associées aux lésions nécrotiques de la peau et des 
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poissons atteints qui formaient des «masses en forme de colonne», c’est ainsi qu’il a baptisé la 

bactérie Bacillus columnaris. Deux décennies plus tard, Ordal et Rucker (1944) ont isolé avec 

succès une bactérie à pigments jaunes et l'ont nommé Chondrococcus columnaris en raison de 

son association avec le cartilage et ce qui la caractérise comme la production de fructifications 

et de microkystes. Cependant, Garnjobst (1945) a montré que C. columnaris n'a pas produit 

de telles structures et a reclassé la bactérie dans le genre Cytophaga, comme Cytophaga 

columnaris. Bien que l'accord sur les impacts négatifs de cette bactérie sur les stocks de 

poissons a été bien accepté, comme en témoigne son inclusion dans la liste des maladies des 

poissons à déclaration obligatoire décrites dans la loi britannique sur les maladies des 

poissons de 1937 (Austin et Austin, 2007), le désaccord sur sa taxonomie s'est poursuivi 

lorsqu'il a été provisoirement placé dans la liste du genre Flexibacter (Leadbetter et Order, 

1974 ; Bernardet et Grimont, 1989). De vastes études moléculaires et phylogénétiques ont 

placé la bactérie dans le genre Flavobacterium comme F. columnare, où il est resté jusqu’à 

aujourd’hui et qui est reconnu comme l’agent étiologique de la maladie de Columnaris 

(Bernardet et al., 1996). 

Une autre bactérie à pigment jaune a également une longue histoire en association avec les 

maladies des poissons d'eau douce. Davis (1926, 1927) signala de multiples épidémies chez 

des ombles de fontaine  et des truites arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss) élevées dans le 

Vermont et à New York, qu'il attribuait à une bactérie inconnue qui était associée a causé  la 

maladie. Il a noté une lente mortalité chronique qui augmentait avec le temps, lorsque les 

températures commençaient à monter. Davis (1926) a noté que les bactéries formaient une 

"croissance luxuriante à la surface des branchies" qui coïncidait avec une augmentation de la 

production de mucus, la maturation des lamelles des branchies et la prolifération de 

l’épithélium provoquant la fusion des lamelles secondaires. Sinon, la vie était normale jusqu'à 

la mort. D'autres chercheurs ont observé des épidémies similaires et des bactéries pigmentées 

jaunes isolées chez des poissons atteints, mais elles étaient incapables de reproduire la 

maladie à titre expérimental (Rucker et al., 1949 ; Rucker et al., 1952 ; Bullock, 1972). 

Wakabayashi (1980) a réussi à récupérer une bactérie à pigmentation jaune chez des 

salmonidés d'élevage en écloserie originaires du Japon et de l'Oregon qui était différente de 

celles utilisées dans les études susmentionnées de Rucker et de Bullock et à reproduire la 

maladie avec succès. Cette bactérie a été classée dans la catégorie Flavobacterium 

branchiophila (Wakabayashi et al., 1989) devenue par la suite F. Branchiophilum (Bernardet 

et al., 1996). Il est maintenant largement admis que F. branchiophilum est un agent causal de 

la maladie bactérienne des branchies BGD (Bullock, 1990). Cependant, on pense que les 
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paramètres environnementaux et d'autres bactéries jouent également un rôle dans certaines 

épidémies de BGD.  

Une troisième bactérie à pigmentation jaune non identifiée a été associée à une maladie grave 

chez les alevins de truite arc-en-ciel (O. mykiss) élevés dans une écloserie nationale à 

Leetown, en Virginie occidentale (Davis, 1946). Bien que Davis n’ait pas pu isoler cette 

bactérie, il a observé un nombre considérable de bâtonnets bactériens non mobiles dans des 

raclures prélevées sur des ulcérations profondes présentes sur le pédoncule caudal des 

poissons touchés. Ces bactéries ne forment pas les «colonnes» caractéristiques associées à F. 

columnare. Peu de temps après, Borg (1948) a signalé un état pathologique similaire chez les 

alevins du saumons coho (O. kisutch) élevés en écloserie en provenance de Washington. Dans 

ce cas, une bactérie a été isolée avec succès des reins et de lésions externes de poissons 

systématiquement infectés. Borg (1948, 1960) a reproduit la maladie chez des poissons 

soumis à des épreuves expérimentales, avec des signes incluant des ulcérations au pédoncule 

caudal qui étaient si profondes qu'elles détachaient presque la queue du corps. Bien que cette 

bactérie ait été initialement placée dans l'ordre Myxobactérales et appelée Cytophaga 

psychrophila (Borg, 1960 ; Pacha, 1968), elle a été reclassée comme étant Flexibacter 

psychrophilus (Bernardet et Grimont, 1986) et plus tard Flavobacterium psychrophilum 

(Bernardet et al., 1996).  Comme son nom l'indique, F. psychrophilum pousse mieux à des 

températures basses (15°C) et provoque souvent des maladies lorsque la température de l'eau 

est inférieure à 10°C. En Amérique du Nord, les termes maladie à basse température (Borg, 

1960) et maladie bactérienne due à l’eau froide (Holt,  1987) sont utilisés pour décrire les 

épidémies associées à cette bactérie, alors que les épidémies en Europe sont communément 

appelées syndrome des alevins de truite arc-en-ciel (Lorenzen et al., 1991- 1997) à partir de 

l’histoire susmentionnée des flavobactéries pathogènes des poissons, leur taxonomie a été 

presque totale. La littérature sur la santé des poissons regorge des rapports sur les maladies 

des poissons associées à des bactéries à pigmentation jaune non identifiées ou partiellement 

caractérisées, appelées Cytophaga spp. et des bactéries apparentées à Flexibacter spp., des 

espèces apparentées à Flavobacterium et ‘‘myxobacteria’’(Wood, 1968 ; Bullock et 

McLaughlin, 1970 ; Lien, 1988 ; Kent et al., 1988 ; Starliper, 1992 ; Pepin et al., 1993 ; 

Frelier et al., 1994 ; Austin et Austin, 2007), beaucoup d’entre eux appartiennent maintenant à 

la famille des flavobactéries. 
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c. Famille Flavobacteriaceae 

La famille Flavobacteriaceae (Phylum Bacteroidetes ; Classe Flavobacteriia ; Order 

Flavobacteriales) (Bernardet et Bowman, 2011) a été proposée pour la première fois par 

Jooste (1985). Bien que mentionné par Reichenbach (1989), la famille n’a été validée qu’en 

1992 par Reichenbach et sa description officielle publiée par Bernardet et al. (1996). À ce 

moment-là, le genre Flavobacterium (Bernardet et al., 1996) faisait partie de la famille 

Flavobacteriaceae et des genres  Chryseobacterium (Holmes et al., 1984 ; Vandamme et al., 

1994), Bergeyella (Vandamme et al., 1994), Empedobacter (Holmes et al., 1978 ; Vandamme 

et al., 1994), Capnocytophaga (Holt, 1987 ; Vandamme et al., 1994), Ornithobacterium 

(Vandamme et al., 1994), et Riemerella (Segers et al., 1993 ; Vancanneyt et al., 1999), ainsi 

que les espèces qui comprendraient éventuellement les genres Myroides (Holmes et al., 1977 ; 

Vancanneyt et al., 1996) et Tenacibaculum (Suzukiet al., 2001). Bernardet et al. (2002) ont 

publié des normes minimales pour la description de nouveaux taxons appartenant à la famille 

des Flavobacteriaceae, qui, outre les genres mentionnés ci-dessus, comprenaient également 

Coenonia (Vandamme et al., 1999), Psychroserpens et Gelidibacter (Bowman et al., 1997), 

Polaribacter (Gosink et al., 1998), Psychroflexus (Bowman et al., 1998), Salegentibacter 

(McCammon & Bowman, 2000), Cellulophaga (Johansen et al., 1999) et Zobellia (Barbeyron 

et al., 2001), ainsi que deux taxons génétiquement mal classés (Bernardet et al., 2002). Au 

cours des quinze dernières années, la famille s'est rapidement étendue de moins 20 genres à 

plus 100 genres décrits (Bernardet, 2011 ; Kim et al., 2011). Selon Bernardet (2011), les 

caractéristiques de cette famille sont les suivantes : verges filamenteuses courtes et longues ne 

formant pas de pores qui se colorent à Gram négatif, sont mobiles par glissement ou non, et ne 

sont pas flagellés, à de rares exceptions près (par exemple Polaribacter irgensii) (Gosink et 

al., 1998). La forme des colonies peut varier de ronde et convexe à rhizoïde et plat et peut 

fortement adhérer à la surface de la gélose (F. Columnare). Certaines n’ont pas de coloration, 

mais la plupart contiennent un pigment jaunâtre à orange non diffusible du fait de la présence 

de caroténoïdes et / ou de flexirubine. La croissance est généralement aérobie, mais certains 

genres présentent une croissance micro-aérophile à anaérobie. Les nitrates ne sont 

généralement pas réduits, tandis que les activités oxydase et catalase sont courantes. La 

plupart des genres contiennent des espèces qui dégradent les substrats organiques, y compris 

les protéines (par exemple la caséine, la gélatine), les glucides simples et complexes (par 

exemple l'amidon, l'esculine, la pectine, la chitine, la carboxyméthyl et la cellulose) et les 

lipides (par exemple le Tween). De nombreuses espèces sont halophiles et mésophiles, tandis 
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que d’autres sont halotolères et psychrophiles. Les hydroxyacides gras en C15 à C17, saturés, 

mono-insaturés et ramifiés sont fréquemment présents en grande quantité. Le terme 

flavobactérie sera utilisé tout au long de cette étude bibliographique pour englober les 

membres pathogènes de la famille des Flavobacteriaceae. 

 Habitats de la famille des Flavobacteriaceae 

Les flavobactéries résident généralement dans des habitats extrêmement divers, allant des 

environnements aquatiques frais et marins, des sols, des aliments, des boissons, ainsi que des 

hôpitaux humains et vétérinaires (Bernardet et Nagakawa, 2006). De nombreuses 

flavobactéries sont pathogènes pour de nombreux organismes, y compris les plantes 

(Bernardet et Bowman, 2006), les invertébrés (Li et al., 2010), les amphibiens (Xie et al., 

2009), les reptiles (Hernandez-Divers et al., 2009), les oiseaux (Segers et al., 1993), les 

mammifères (Haburjak et Schubert, 1997) et les humains (Benedetti et al., 2011). 

d. Genre Flavobacterium 

Le genre Flavobacterium a été décrit pour la première fois par Bergey et al. (1923).  Il était 

alors composé de 46 espèces comprenant des bactéries Gram-négatif, Gram positif, variables 

de Gram et des bactéries flagellées (McMeekin et Shewan, 1978). Lors de la publication de la 

huitième édition du Manuel de Bergey en 1974, la majorité des souches flagellées et positives 

ont été systématiquement éliminées, ne laissant que 12 espèces dans le genre (McMeekin et 

Shewan, 1978). Ce bouleversement taxonomique s'est poursuivi, il ne restait que 7 espèces en 

1984 (Holmes et al., 1984). Ensuite, les travaux approfondis publiés par Bernardet et al. 

(1996) ont abouti à l’espèce type Flavobacterium aquatile comme étant le seul membre 

original à être retenu dans le genre Flavobacterium. Autres espèces assimilées dans le genre 

Flavobacterium à cette époque-là inclus F. psychrophilum, F. branchiophilum, F. columnare, 

F. hydatis, F. succinicans, F. johnsoniae, F. flevense, F. pectinovorum et F. saccharophilum 

(Bernardet et al., 1996). Une grande partie de la taxonomie a été réglée, des normes 

minimales pour la description des nouvelles flavobactéries ont été publiées (Bernardet et al., 

2002), date à laquelle le nombre de Flavobacterium spp. était de 15 espèces. 

De 2002 à 2006, 11 autres espèces de Flavobacterium ont été décrites (Bernardet & Bowman, 

2006), ce qui porte le total à 26 et ce nombre s'est rapidement étendue à plus de 100 espèces 

publiées. (http://www.ezbiocloud.net/eztaxon ; Kim et al., 2011). 

Les bactéries du genre Flavobacterium sont des bâtonnets Gram négatif dont le diamètre varie 

entre 0,3 et 0,5 µm et de 1 à 40 µm de longueur. Toutes les espèces sont non mobiles ou 

http://www.ezbiocloud.net/eztaxon


19 

mobiles par glissement (la présence de flagelles n’a pas été signalée). Il convient de noter que 

le degré de glissement des flavobactéries est optimal dans les milieux peu nutritifs et très 

humides. Les colonies contiennent des pigments de type flexirubine et/ou caroténoïdes non 

diffusibles, non fluorescents, leur donnant une apparence jaune pâle à jaune vif. La croissance 

optimale se produit entre 20 et 30°C pour la plupart des espèces, bien que la croissance soit 

meilleure entre 15 et 20°C pour les espèces les plus psychrophiles. La majorité des 

Flavobacterium spp. se développent sur des géloses nutritives et trypticase de soja (TSA) sans 

avoir besoin de facteurs de croissance. Cependant, les espèces pathogènes dominantes des 

poissons (F. psychrophilum, F. columnare et F. branchiophilum) ne sont pas capables de 

croître sur TSA sans ajout de facteurs de croissance. Certaines espèces sont capables d’oxyder 

les glucides, mais une forte activité protéolytique est presque toujours présente.  

Les bactéries Flavobacterium spp. varient dans la facilité avec laquelle ils sont cultivés sur 

des milieux microbiologiques. Par exemple, bon nombre des espèces qui vivent dans le sol et 

l’eau douce se développent facilement sur des plaques en agar fabriquées à partir de milieux 

disponibles dans le commerce (gélose nutritive et TSA), comme c’est également le cas pour 

les espèces marines (gélose marine) (Bernardet et Bowman, 2006). Cependant, une partie des 

espèces pathogènes des poissons d'eau douce est fastidieuse et nécessite des milieux de 

culture spécialisés, tels que le cytophaga agar (Anacker et Ordal, 1955), le milieu de Shieh 

(Shieh, 1980), le milieu Hsu-Shotts (Shotts et al., 1985) et le milieu à base de sels d'extrait de 

levure tryptone (TYES) (Holt,  1987), pour en nommer quelques-uns. Certains de ces milieux 

et de leurs dérivés ont été rendus plus sélectifs en incorporant de la polymyxine B, de la 

néomycine, de la tobramycine et/ou de la vancomycine pour éviter la prolifération excessive 

de bactéries moins fastidieuses pouvant également être présentes dans un inoculum, en 

particulier à partir de lésions externes du poisson. Les températures d'incubation optimales 

varient considérablement et dépendent des espèces, mais la plupart des espèces pathogènes 

pour les poissons ont une température comprise entre 15 et 25°C (Bernardet et Bowman, 

2006). Les caractéristiques morphologiques, physiologiques et biochimiques qui permettent 

de différencier Flavobacterium des autres genres de la famille des Flavobacteriaceae ont été 

examinées de manière approfondie par Bernardet (2011), et les caractères différentiels parmi 

Flavobacterium spp. sont présentés dans le travail de Bernardet et Bowman (2011). Outre la 

culture bactérienne et son identification ultérieure au moyen de tests phénotypiques (Austin et 

Austin, 2007), de nombreux autres moyens de détection et d'identification ont été développés. 

L’agglutination de cellules entières (Pacha, 1968 ; Morrison et al., 1981), les tests de 

détection d'anticorps fluorescents FAT (Panangalal  et al., 2006 ; Lindstrom  et al., 2009), les 
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tests d'immunosorbants (MacPhee  et al., 1995 ; Lindstrom  et al., 2009), l’hybridation in situ 

(Liu et al., 2001), l’amplification isothermique à boucle induite (LAMP) (Yeh  et al., 2006 ; 

Fujiwara-Nagata et Eguchi, 2009), la réaction en chaîne polymère-PCR (Toyama et al., 1994 ; 

Toyama et al., 1996 ; Bader et Shotts, 1998 ; Triyanto et Wakabayashi, 1999 ; Wiklund et al., 

2000 ; Bader et al., 2003 ; Crumlishet al., 2007), la séparation immunomagnétique en 

conjonction avec la cytométrie en flux (Hibi et al., 2008), la PCR quantitative (Orieux et al., 

2011 ; Marancik et Wiens,  2013) et le dosage multiplex basé sur un réseau d’ADN (Lievens 

et al., 2011) sont utilisés pour détecter et identifier F. psychrophilum, F. columnare et F. 

branchiophilum. Toutefois, il existe peu de méthodes de diagnostic spécifiques aux 

flavobactéries moins connues associées au poisson, ce qui rend leur identification plus 

difficile et laborieuse.  

e. Ecologie de Flavobacterium spp.  

Bien que généralement considérées comme psychrophiles ou psychrotolérantes, certaines 

flavobactéries peuvent également se développer à des températures de 37°C (F. granuli, F. 

columnare, F. suncheonse et F. succinicans), ou même entre 40 et 45°C (F. défluvi, F. 

indicum, F. croceum) (Bernardet et Bowman, 2011). Cependant, la grande majorité d'entre 

elles sont récupérées dans des habitats froids ou même polaires (Bernardet et Bowman, 2011). 

Flavobacterium spp. réside dans des habitats divers, y compris des cours d’eau douce, des 

lacs et des sédiments (Qu et al., 2009 ), des puits profonds, des glaciers et des glaces arctiques 

(Xu et al., 2011 ), des plantes et du matériel végétal (Kim et al., 2011 ; Liu et al., 2011), des 

sols (Lim  et al., 2011), des étangs de crevette d’eau douce (Sheu et al., 2011), des sédiments 

marins (Fu et al., 2011), de l’eau de mer ( Yoon et al., 2011), des systèmes de traitement des 

eaux usées (Ryu et al., 2008 ; Zhang et al., 2010), des algues marines (Miyashita et al., 2010) 

et même dans les climatiseurs (Bernardet et Bowman, 2006). 

Flavobacterium spp. ont également été détectées dans les amibes (Horn et al., 2001)  et dans 

les entrailles des vers de terre Aporrectodea caliginosa (Horn et al., 2005), des papillons 

(Xiang et al., 2006), des moustiques (Campbell  et al., 1951), des nématodes (Park et al., 

2011), des sangsues (Schulz et Faisal, 2010) et en association avec des coraux (Kannapiran et 

al., 2012), des éponges marines (Imhoff & Stohr, 2003) et des mammifères marins, tels que 

les baleines à bec Ziphius cavirostris (Vela et al., 2007). Il convient de faire preuve de 

prudence lorsqu’on se réfère à la littérature primaire documentant Flavobacterium spp., de 

nombreux autres animaux, y compris les humains, car de nombreux taxons appartenant 

initialement au genre Flavobacterium ont ensuite été transférés vers d'autres genres, comme le 
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cas du Flavobacterium breve, maintenant nommé Empedobacter brevis, (Vandamme et al., 

1994); Flavobacterium meningosepticum, maintenant  nommé Elizabethkingia 

meningoseptica, (Kim et al., 2005). De loin, les rapports les plus nombreux sur 

Flavobacterium spp. chez les animaux sont ceux qui documentent leur présence sur des 

produits à base de poissons. Par exemple, Flavobacterium spp. ont été détectées dans les 

intestins (Huber et al., 2004 ; Hu et al., 2007), sur les branchies (Farkas, 1985), les nageoires 

(Anderson et Ordal, 1961), dans le mucus (Bernardet et Bowman, 2006), à partir d'œufs 

(Brown et al., 1997) et de fluides de l'appareil reproducteur (Rangdale et al., 1996), ainsi qu'à 

partir des organes internes des poissons d’eau froide et poissons d'eau chaude (Shotts et 

Starliper, 1999 ; Bernardet et Bowman, 2006, et Austin et Austin, 2007). Bien que certaines 

Flavobacterium spp. sont commensaux (Shewan, 1961 ; Pacha, 1968 ; Trust, 1975), dont 

certain nombre d’entre eux sont des pathogènes majeurs des poissons d’eau douce et marins. 

f. Flavobacterium spp. agents pathogènes des poissons 

Depuis le rapport initial de Davis (1922), de nombreux membres du genre Flavobacterium ont 

été reconnus comme des agents pathogènes sérieux des poissons dans le monde entier; à 

savoir, F. columnare, (Davis, 1922 ; Ordal et Rucker, 1944 ; Bullock et al., 1986) ; F. 

psychrophilum (Davis, 1946 ; Wood, 1968 ; Lorenzen et al., 1991, 1997 ; Starliper, 2011); et 

F. branchiophilum (Wakabayashi 1980 ; Wakabayashi et al., 1989 ; Bullock 1990). Des 

revues approfondies sur Flavobacterium spp. ont mis en évidence la prédominance de F. 

psychrophilum, F. columnare, et F. branchiophilum sur la santé des poissons (Shotts et 

Starliper, 1999 ; Bernardet et Bowman, 2006 ; Austin et Austin, 2007). Ces mêmes auteurs 

ont décrit l’impact que le ‘‘bigthree’’ (poisson pathogène) Flavobacterium spp. peut avoir sur 

les stocks de poissons dans le monde entier et des publications supplémentaires ont fourni 

encore plus de profondeur concernant les impacts de F. psychrophilum (Holt, 1987 ; 

Nematollahi et al., 2003 ; Starliper, 2011 ; Barnes et Brown, 2011), F. columnare (Amend, 

1983 ; Bullock et al., 1986 ; Kunttu, 2010 ; Eissa et al., 2010) et F. branchiophilum (Snieszko, 

1981 ; Wakabayashi et al., 1989 ; Bullock, 1990 ; Ferguson et al., 1991 ; Ostland et al., 1994 ; 

Good et al., 2008). Alors que l’importance de ces trois espèces comme des agents étiologiques 

des maladies des poissons est indéniable. Le reste de la synthèse bibliographique sera axé sur 

les flavobactéries «moins connues» associées au poisson d’eau douce, avant d’entamer en 

particulier les espèces connues.
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 Epidémiologie liée aux Flavobactéries et réservoirs 

Autres Flavobacterium spp. telles  F. johnsoniae qui est parfois associé à des maladies chez 

les poissons. Christensen (1977) a mentionné pour la première fois F. johnsoniae en 

association avec des poissons malades, suivi du rapport de Carson et al. (1995) sur F. 

johnsoniae causant des lésions ulcéreuses peu profondes sur la peau, les nageoires et la 

mâchoire des juvéniles aquaculés de Barramundi (Lates calcarifer)  en Australie. Pour tenter 

de satisfaire les postulats de Koch, Soltani et al. (1994) ont utilisé un isolat de F. johnsoniae 

de l’épidémie de la maladie chez les barramundis et ont mis au défi divers poissons par 

l’exposition au bain. Les juvéniles barramundi n’étaient que les espèces étudiées susceptibles 

d’être infectées par F. johnsoniae et des infections ne se sont produites que lorsque les 

poissons ont été soumis à une contrainte thermique (Soltani et al., 1994). Rintamaki-Kinnunen 

et al. (1997) ont également trouvé une bactérie ressemblant à F. johnsoniae associée à des 

lésions externes sur les branchies, les mâchoires, la peau et les nageoires chez de nombreux 

salmonidés aquaculés en Finlande. Plus récemment, des isolats apparentés à F. johnsoniae ont 

été associés à des maladies chez des anguilles à long bec (Anguilla mossambica), des truites 

arc-en-ciel et des carpes (C. carpio) cultivés en Afrique du Sud (Flemming et al., 2007), chez 

des esturgeons (Acipenser gueldenstaedtii) cultivés en Turquie (Karatas et al., 2010) et dans 

des filières à plumes en Corée (Suebsing et Kim, 2012). Une autre Flavobacterium spp. 

impliqué comme agent putatif de la maladie du poisson est F. hydatis anciennement appelé 

Cytophaga aquatilis (Strohl et Tait, 1978 ; Bernardet et al., 1996). Cette bactérie a été isolée 

pour la première fois dans les branchies de salmonidés agités présentant «des signes de 

maladie bactérienne des branchies» au Michigan par Strohl et Tait (1978), mais sa 

pathogénicité n’a pas été évaluée. D'autres ont récupéré une bactérie similaire des branchies 

de poissons atteints d'épizootie de maladie bactérienne des branchies. (Austin et Austin, 

2007 ; Bernardet et Bowman, 2006) suggérant ainsi un rôle de poisson pathogène 

opportuniste. De même, les F. succinicans ont été initialement isolés de l'eau et de la nageoire 

caudale érodée d'un saumon chinook (Oncorhynchus tshawytscha) et d'une lésion sur un 

saumon chinook adulte recueilli auprès du barrage de Brownlee sur le Snake River (Anderson 

et Ordal, 1961). Cependant, ces auteurs ont suggéré que cette bactérie n'était pas un agent 

pathogène du poisson, mais plutôt un virus commensal.  

Très récemment, de nouvelles Flavobacterium spp. ont été isolées de poissons malades en 

Amérique du Sud, en Europe et en Amérique du Nord. Flavobacterium chilense était, à 
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l'origine, récupérée d'une lésion externe d'une truite arc-en-ciel d'élevage en culture mélangée 

avec F. psychrophilum, tandis que F. araucananum a été retrouvée dans les reins et dans des 

lésions externes de saumon d’Atlantique (Salmo salar) d’élevage dans une culture mixte avec 

F. psychrophilum (Kampfer et al., 2012), tous deux cultivées au Chili. Les isolements 

originaux de F. oncorhynchitook en Espagne, où la bactérie a été récupérée dans le foie et les 

branchies de truites arc-en-ciel d'élevage et présentant des signes évocateurs d'une infection à 

F. psychrophilum (Zamora et al., 2012). De même, F. plurextorum a été initialement 

retrouvée dans les foies et les œufs de truites à tête perdue d’élevage en Espagne, atteints de 

septicémie (Zamora et al., 2013), tandis que F. tructae et F. piscis ont été retrouvées dans le 

foie et les branchies, ainsi que dans les reins et les branchies de truites arc-en-ciel malades 

cultivées en Espagne (Zamora et al., 2014). Trois autres espèces F. collinsii, F. branchiarum 

et F. branchiicola ont également été retrouvées chez des truites arc-en-ciel d'élevage en 

Espagne en 2008, bien qu'aucun signe de maladie n'ait été signalé par Zamora et al. (2013). 

En Amérique du Nord, F. spartansii a été retrouvée dans les reins de saumons quinnats, ainsi 

que dans les branchies de saumons quinnats élevés en éclos, dans le bassin du Grand Lac 

(Loch et Faisal, 2013). 

En plus des Flavobacterium spp. Associées aux poissons susmentionnés, d'autres 

Flavobacterium spp. partiellement caractérisées et/ou non identifiées ont été signalées 

périodiquement à partir de poissons malades. En fait, dans leur revue, Shotts et Starliper 

(1999) ont mentionné brièvement «d'autres organismes apparentés à Flavobacterium mal 

définis» qui ont été impliqués comme agents pathogènes du poisson, alors qu'une déclaration 

similaire implique des bactéries partiellement caractérisées, à pigmentation jaune, comme 

agents causals des maladies chez les poissons (Austin et Austin, 2007). Holliman et al. (1991) 

ont découvert une bactérie qui possédait les caractères de «bactéries ressemblant à 

Cytophaga» qui étaient distincts de F. aquatile, F. psychrophilum et F. columnare et ont 

indiqué que cette bactérie n’avait jamais été signalée auparavant en association avec une 

maladie des poissons. En outre, les auteurs ont confirmé la pathogénicité par voie de 

transmission par immersion, par voie intrapéritonéale et par voie intramusculaire chez la truite 

arc-en-ciel et le saumon Atlantique. De même, Bowman et Nowak (2004) ont détecté 

Flavobacterium spp. au niveau des branchies de Saumon atlantique en filet en Tasmanie, 

souffrant simultanément de la maladie amibienne. Leur isolat était très semblable à F. 

frigidarium selon les séquences d’ADNr 16S.  

Ce n'était pas clair cependant, quel rôle cette bactérie avait-elle joué dans le processus de la 

maladie? En effet, un certain nombre de ‘'bactéries ressemblant à Cytophaga non identifiées 
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ont également été rapportées en association avec des épidémies de maladies chez les poissons 

de mer (Kent et al., 1988 ; Pepin et al., 1993 ; Frelier et al., 1994). 

  

Figure 2 : Photos montrant la pathologie générale chez les poissons du grand lac infectés par des 

flavobactéries. 

(a) ulcération musculaire profonde et hémorragie concomitante (flèche) du pédoncule caudal chez une 

truite arc-en-ciel infectée par F. psychrophilum, (b) ulcération du pédoncule caudal associée a F. 

psychrophilum. la colonne vértébrale (flèche) est complètement exposée. Notez également la 

décoloration jaunàtre de la lésion due à la bactérie à pigment jaune, (c) une érosion et une nécrose 

étendues (flèche) de la nageoire anale d'un saumon quinnat (o. tshawytscha) infecté par F. columnare. 

Notez également la coloration jaunatre de la lésion due à la présence de la bactérie à pigment jaune, 

(d) une nécrose grave des lamelles branchiales (flèche), accompagnée également d'une coloration 

jaunatre, d'un saumon quinnat à partir duquel F. columnare récupérée, (e) ulcération multifocale 

(flèche) et hémorragie sur le dos de la truite arc-en-ciel infectée par un Flavobacterium spp. 

précedemment caracterisée par une anomalie (coloration jaunatre à droite de la flèche), qui 

s’accompagne d’une décoloration jaunatre chez un saumon quinnat  infecté par une espèce de bactérie 

flavobacterienne non caracterisée. 
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Figure 3: Photos montrant la pathologie générale chez les poissons ayant fait l’objet de tests 

expérimentaux avec Flavobacterium spp. isolats qui ont été récupérés à l'origine chez les poissons du 

Grand Lac.  

(a) exophtalmie unilaterale severe avec hemorragie pediculaire diffuse flavobacterium spp. chez 

l'omble de fontaine infecte (b) le rein pale, tachete, hemorragique et œdemateux de flavobacterium 

spp.  

 

VI.  Etude comparative des deux agents pathogènes F. psychrophilum et F. 

columnare   

Généralement, F. psychrophilum, F. columnare et F. branchiophilum sont les trois espèces les 

plus étudiées affectant les poissons d'eau douce et causant des pertes économiques. Toutefois, 

F. branchiophilum  ne présente son agressivité qu’au-delà de 20°C. Les deux autres espèces 

F. psychrophilum et F. columnare montrent, en revanche, leur pathogénicité élevée à des 

températures plus faibles ne dépassant pas 15°C. Pour ces deux dernières espèces, une 

distribution généralisée est rapportée, avec une dominance de F. psychrophilum associée à des 

élevages intensifs en salmoniculture (Nematollahi et al., 2003 ; Bernardet et Bowman, 2006) 

et une dominance de F. columnare  dans la pisciculture en chaîne (Loch et Faisal, 2013).  

Le manque d’informations moléculaires et génétiques sur l’espèce causant la maladie dans la 

ferme piscicole Ain Aghbal nous a poussé à traiter et comparer les deux espèces F. 

psychrophilum et F. columnare.  

Il faut toutefois mentionner que lors de notre travail, nous avons réalisé des analyses 

moléculaires sur 48 échantillons des isolats au CNRST, Rabat. Mais les résultats ont montré 

une contamination de nos échantillons par des bactéries humaines due probablement à une 

contamination des appareils d’analyse.
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 Analyse moléculaire du génome 1.

De gros efforts ont été déployés pour démêler les bases génétiques de F. psychrophilum et de 

F. columnare, où les génomes ainsi que leurs parties ont été analysés par différentes 

techniques. 

a. Flavobacterium psychrophilum 

Le typage de séquence multilocus (MLST) est une technique importante pour évaluer les 

différences génétiques entre Isolats de F. psychrophilum. Des analyses successives ont été 

réalisées sur un certain nombre d'isolats provenant de souches isolées de nombreux pays 

(Siekoula-Nguedia  et al., 2012 ; Fujiwara-Nagata et al., 2012 ; Strepparava et al., 2013 ; 

Nilsen  et al., 2014 ; Apablaza et al., 2015 ; Van Vliet, 2016). Certains des complexes clonaux 

(CC) ont été découverts dans le monde entier alors que d'autres ont été limités à une origine 

géographique spécifique. De plus, en Amérique du nord, un lien clair entre CC et espèces de 

poisson était suggéré. En outre, des enquêtes sur ces pays nord-américains ont révélé que la 

majorité des types de séquence identifiés (ST) ont infecté une seule espèce hôte (Van Vliet et 

al., 2016). Collectivement, ces investigations ont permis d'identifier une grande diversité 

d'isolats. Un similaire résultat a également été découvert par d’autres génotypages et 

techniques de sérotypage dans des isolats du Royaume-Uni (Ngo et al., 2017). 

Une autre approche pour mieux comprendre le fond génétique des mécanismes impliqués 

dans la virulence, la transmission, la pathologie, les sérotypes et l'expression des protéines est 

le séquençage du génome complet. Récemment, de telles analyses ont été effectuées sur 

différents isolats de différentes espèces et origines géographiques (Shimizu et al., 2016 ; 

Neiger et al., 2016 ; Rochat et al., 2017(a,b) ; Imajoh et al., 2017). Encore une fois, une 

grande variété au sein du génome était trouvée entre différents isolats et une spécificité d'hôte 

claire de différents isolats étaient évidents (Rochat et al., 2017a). En outre, pour compléter les 

analyses de séquence génomique et les méthodes de sérotypage ont mis en évidence une 

association entre le sérotype PCR et l’espèce hôte (Rochat et al., 2017b). 

b. Flavobacterium columnare  

De même, différentes techniques ont été appliquées pour démêler la composition génétique de 

F. columnare. Basé sur un séquençage partiel du gène ARNr 16S de tous les génomovars 

connus, un protocole standard de typage des isolats de F. columnare par polymorphisme de 
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longueur des fragments de restriction (RFLP) a été mis au point (LaFrentz et al., 2014). La 

technique a été optimisée en concevant une nouvelle amorce inverse dégénérée pour 

l’amplification d’un produit de 1250 pb. du gène ARNr 16S (LaFrentz et al., 

2016). L’amplification du gène de l’ARNr 16S et les techniques RFPL qui ont suivi ont 

montré que, dans le bassin du Grand Lac (Amérique du Nord), l’infection du poisson semble 

être provoquée par des isolats appartenant à un génomovar particulier, c’est-à-dire génomovar 

I (Faisal et al., 2017). Ceci a été conclu à partir des analyses d’un sous-ensemble de 34 sur 

plus de 300 isolats d'une variété d'espèces de poissons différentes. En revanche, Barony et al. 

(2015) au Brésil, ont montré que les isolats de F. columnare prélevés chez la même espèce de 

poisson appartenaient à différents génomovars.  

Par des moyens de PCR extragénique palindromique répétitive (REP-PCR), les mêmes 

auteurs ont également démontré une grande diversité intragenomovar. Une diversité similaire 

d'isolats appartenant au même génomovar et à la même région géographique (Idaho, USA) a 

été enregistrée sur la base d'un fragment amplifié de polymorphisme de longueur (AFLP) 

(Evenhuis et al., 2016). Un séquençage complet du gène a été réalisée pour des isolats de F. 

columnare provenant de diverses espèces de poissons et appartenant à différents génomovars 

(Tekedar et al., 2012 ; Bartelme et al., 2016 ; Kumru et al., 2016, 2017 ; Evenhuis et al., 

2017).   Les isolats appartenant à différents génomovars ont révélé des différences génétiques 

nettes (Kayansamruaj et al., 2017) mais des similitudes fonctionnelles (Kumru et al., 2017). 

Les chercheurs ont tentés de reconsidérer l’affiliation de certains isolats et suggérer que 

certains d’entre eux pourraient appartenir à un nouveau taxa ou sous-taxa du genre 

Flavobacterium à cause de leur degré de diversité (Kayansamruaj et al., 2017). Les analyses 

de séquence ont permis d’identifier des régions codant pour des protéines et de prédire leurs 

fonctions (Tekedar et al., 2017), bien que les fonctions de nombreuses protéines restent 

encore à déterminer (Lawrence et al., 2012). La comparaison des séquences complètes de 

génomovars et d’autres espèces de Flavobacterium suggèrent que les génomovars I et II de F. 

columnare sont plus étroitement liées les unes aux autres que celles de F. psychrophilum 

(Lawrence et al., 2012). 

2 Aspects génétiques et pathogénicité / Spécificité  de l’hôte 

Démêler l’arrière-plan génétique d’un agent pathogène permet une meilleure compréhension 

et élucidation de la relation entre différents isolats ainsi que des mécanismes impliqués dans 

la pathogénicité. Pour les deux espèces F. psychrophilum et F. columnare, des avancées 

majeures dans ce domaine ont été réalisées au cours des 5 dernières années. 
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a. Flavobacterium psychrophilum  

Le pangénome de F. psychrophilum a été décrit sur la base de 11 isolats provenant de 

populations temporellement et spatialement différentes (Chili, Amérique du Nord, Danemark 

et France) (Castillo et al., 2016). Comme avec chaque nouveau génome, des gènes 

supplémentaires ont été détectés, les auteurs ont conclu que F. psychrophilum possède un 

pangénome ouvert (Castillo et al., 2016), ce qui indique qu'avec tous les isolats séquencés 

jusqu'à présent, la diversité est encore loin d'être couverte. Les facteurs de virulence étaient 

répartis également entre les isolats en correspondance avec des traits phénotypiques tels que la 

production de biofilm et la sécrétion d'enzymes extracellulaires. À partir de ces résultats, 

Castillo et al. (2016) ont conclu que les isolats de F. psychrophilum avaient des modes 

similaires d'adhésion, de colonisation et de pathogénicité à travers de grandes espaces 

spatiaux et temporels. 

La gamme géographique dans laquelle F. psychrophilum est enregistrée, augmente 

constamment. À titre d'exemple, l'agent pathogène a été décrit pour la première fois en 2016 à 

partir d’un élevage de truite arc-en-ciel en Argentine (Moreno et al., 2016) et au Mexique 

(Castillo  et al., 2014). Cependant, ce n'est pas vraiment clair si cela est une véritable 

propagation de la bactérie ou plus une question de première détection.  

La vaccination a montré être une mesure appropriée pour une variété de maladies 

bactériennes. Cependant, jusqu’à présent, les tentatives contre F. psychrophilum n'ont pas 

encore cédé à la protection complète. L’optimisation de l’effet de la vaccination à l’aide d’une 

procédure d’immersion atténuée a été obtenue au moment du rappel après 12 semaines de 

vaccination initiale (Sudheesh et Cain, 2016). Or une souche spécifiquement résistante à la 

rifampicine  produite par passages contre des concentrations croissantes, a montré un degré 

d'atténuation élevé. Bien qu’un deuxième rappel n’ait pas entraîné de valeurs plus élevées de 

pourcentage de survie (RPS), Néanmoins, la RPS a été augmentée par une exposition plus 

longue à l’immersion vaccinale (30 min au lieu de 3 min). L’efficacité de la vaccination a été 

encore améliorée par l’adoption d’un régime «améliorant la santé» pour poisson (Sudheesh et 

al., 2015). Hoare et al. (2017) ont pu augmenter de manière significative le RPS chez la truite 

arc-en-ciel vaccinée par immersion avec un ensemble polyvalent de vaccin cellulaire 

contenant F. psychrophilum inactivé au formol. Les auteurs ont constaté une augmentation 

des taux d'immunoglobuline T (IgT) dans les organes systémiques. Cependant, il n'était pas 

clair si l’IgT jouait un rôle fonctionnel dans la protection. Dans ce contexte, la vaccination par 
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voie orale ne différaient pas significativement avec un vaccin vivant atténué à base d'une 

souche de F. psychrophilum résistante à la rifampicine, il n'y avait pas non plus de différence 

significative lorsque les cellules bactériennes ont été administrées microencapsulées ou non 

encapsulées (Ghosh et al., 2016). Nakayama et al. (2017) ont exploré le potentiel de F. 

psychrophilum collagenase comme antigène dans une immersion vaccin pour l’espèce de 

poisson ayu (Plecoglossus ltivelis). Le recombinant  de F. psychrophilum collagenase a été 

exprimée dans Escherichia coli et Brevibacillus chosinensis, et le surnageant de culture 

Bacillus. chosinensis a été utilisé comme solution de vaccin par immersion. Ayu vacciné a été 

soumis à un défi de bain avec F. psychrophilum, et les résultats ont révélé un effet protecteur 

chez ayu (Nakayama et al., 2017). Kato et al. (2014) ont décrit trois protéines de surface (3- 

hydroxyacyl-CoA déshydrogénase (HCD), ATP synthase bêta sous-unité (atpD) et glutamate 

déshydrogénase (gdhA) comme étant antigènes protecteurs contre F. psychrophilum qui ont 

donc été considérées comme de bons candidats au développement de vaccins contre cet agent 

pathogène dans ayu. Plant et al. (2014) ont validé une protéine recombinante de la motilité du 

glissement, F. psychrophilum, comme vaccin candidat sans succès. Ceci est en accord avec 

kim et al. (2010) qui ont détaillé les difficultés rencontrées pour mettre au point un vaccin 

commercial efficace contre cette même espèce. 

b. Flavobacterium columnare 

Le séquençage complet du génome d’un isolat de F. columnare est autorisé pour déterminer 

une gamme de facteurs de virulence potentiels associés avec différents modes d'action ainsi 

que des gènes responsables pour une variété de protéases sécrétées (Zhang et al., 2017). Li et 

al. (2017)  ont démontré l'implication potentielle d'un système de sécrétion de type IX (T9SS) 

dans la sécrétion de protéines et de molécules extracellulaires associées à la motilité par 

glissement. Les mutants sans noyau composant de T9SS avait perdu la motilité de vol à voile 

(Le glissement (sorte de "vol à voile"), en tant que forme de motilité, semble permettre les 

interactions entre les bactéries, la pathogenèse et des comportements sociaux accrus) et étaient 

nettement moins virulent au poisson zèbre (Danio rerio), le poisson-chat (Ictalurus punctatus) 

et la truite arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss) (Li et al., 2017). 

 Comme décrit pour F. psychrophilum, la répartition géographique des isolats de F. 

columnare enregistrés sont aussi en expansion. En 2013, l’agent pathogène a été enregistré 

pour la première fois dans des élevages de Catla catla en Inde (Verma et Rathore, 2013).  

Les infections à Flavobactéries étant un problème majeur dans de nombreuses installations 

d'aquaculture, les méthodes efficaces de prophylaxie et de traitement sont d'une importance 
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vitale. Les vaccins vivants représentent toujours un danger potentiel de réversion, l’utilisation 

de cellules fantômes exclut ce potentiel, les cellules utilisées ont expulsé le contenu des 

cellules cytoplasmiques mais ont toujours l'enveloppe complète représentant l'antigène 

modèle. L’utilisation de cellules fantômes de F. columnare en tant que vaccin a réussi avec 

70% comparé à 41,9% pour un vaccin utilisant des bactérie tuée par du formol dans la carpe 

de roseau vaccinée par voie intrapéritonéale (Ctenopharyngodon idella), offrant ainsi une 

alternative prometteuse aux vaccins à base d'agents pathogènes (Zhu et al., 2012). Des 

tentatives supplémentaires pour produire un vaccin efficace ont été effectuées par recherche 

de protéines bactériennes immuno-génitiquement actives (Luo et al., 2016a,b). Dans des 

expériences de provocation, des vaccins ont procuré un certain degré de protection contre F. 

columnare. Ces vaccins sont à base de la protéines identifiées lipoprotéine de motilité 

glissante et du précurseur de la protéine d'efflux de la membrane externe (Luo et al., 2016a) 

ou une recombinaison de différentes protéines a été testé (Zhang et al., 2016). 

3 Développement de traitements alternatifs et méthodes prophylactiques : 

probiotiques, Extraits de plantes, Phages 

Développement de la résistance à une grande variété des antimicrobiens utilisés et le manque 

de vaccins efficaces et enregistrés rendent les méthodes alternatives de traitement des 

infections à flavobactéries particulièrement souhaitables. Un certain nombre d'enquêtes dans 

ce domaine ont été effectuées au cours des 5 dernières années. 

a. Flavobacterium psychrophilum 

La désinfection des œufs en pré-durcissement (œufs fécondés avant que le chorion ne 

devienne rigide en raison de l'exposition à l’eau) avec de la povidone iodée (50 ppm) dans des 

écloseries de salmonidés au Japon s’est avéré une méthode de prévention prometteuse 

d'infection des œufs par F. psychrophilum (Kumagai, 2016). La supplémentation des diluants 

utilisés pour la désinfection du sperme de truite arc-en-ciel avec la pénicilline et la 

streptomycine ont permis de réduire l’infection ultérieure à F. psychrophilum, mais certains 

facteurs comme une fertilisation et une survie des œufs moins élevées nécessitent plus 

d’enquête (Oplinger et Wagner, 2015). L’utilisation des mêmes antibiotiques ajoutés à 0,5% 

de NaCl, a réduit de manière significative F. psychrophilum à la surface et à l'intérieur des 

œufs par rapport aux témoins (Oplinger et al., 2015). Aussi, une combinaison des deux 

antibiotiques et des températures élevées tuent la bactérie dans des conditions de laboratoire 

(Oplinger et Wagner, 2013). 
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Cependant, il pourrait exister un écart entre les résultats in vitro et l’efficacité in vivo, comme 

indiqué pour l’enrofloxacine, la doxycycline et le florfénicol lors du traitement de la truite de 

l'infection par RTFS (Boyacioĝlu et al., 2015).  

Dans les expériences de traitement, le sulfate de cuivre pour le contrôle des infections à F. 

psychrophilum ne se sont pas avérées appropriées car les concentrations requises pour 

éliminer les bactéries étaient toxiques pour les œufs (Wagner et Oplinger, 2013). Long et al. 

(2014) ont suggéré que le dépistage des géniteurs soit un outil potentiel pour évaluer les 

niveaux d’infection par F. psychrophilum, qui pourrait devenir un élément important dans la 

gestion de la maladie. Différentes substances et techniques liées au régime alimentaire ont été 

testées pour leur effet préventif sur les infections par F. psychrophilum. Les hydrolysats de 

sous-produits de truite, avaientt une activité antibactérienne élevée contre F. psychrophilum 

(Wald et al., 2016). Les truites arc-en-ciel nourries d'un régime naturellement contaminé par 

le déoxynivalénol étaient mieux protégées contre une infection expérimentale à F. 

psychrophilum par rapport aux témoins (Ryerse et al., 2016). De plus, il a été démontré que la 

consommation alimentaire restreinte avait un effet protecteur pour la truite arc-en-ciel infectée 

par l'agent pathogène (Ryerse et al., 2016). L’effet d’un vaccin pourrait être amélioré lorsque 

les poissons sont nourris avec un régime «améliorant la santé» (Sudheesh et al., 2015). 

L’administration (orale ou intrapéritonéale) d’un probiotique de l’espèce Enterobacter était 

une méthode potentielle pour protéger les alevins contre  F. psychrophilum, (LaPatra et al., 

2014 ; Ghosh et al., 2016). En revanche, la supplémentation prébiotique des régimes avec 

30% de tourteau de soja uniquement ont eu un effet minime sur la résistance à la maladie de 

la truite fardée (Oncorhynchus clarkii lewisi) infecté expérimentalement par F. psychrophilum 

par une méthode de cohabitation (Sealey et al., 2015). D'autre part, le traitement probiotique 

de l’eau d’un réservoir a diminué la population de F. psychrophilum dans l’eau  lors de 

l’étude de Boutin  et al. (2013). 

Un traitement à base de phages contre F. psychrophilum a été suggéré (Madsen et al., 2013) et 

a montré des caractéristiques prometteuses dans des expériences de laboratoire (Christiansen 

et al., 2016). Une résistance aux phages a été observée, mais les petites populations de clones 

de bactéries résistants ont réduit la capacité relative à la souche ancestrale sensible 

(Christiansen et al., 2016 ; Castillo et al., 2015). Il était montré que les phages étaient capables 

de survivre au passage à l’estomac du poisson, pour pénétrer dans la barrière intestinale et par 

la suite dans l’appareil circulatoire après administration orale, ce qui signifie que 

l’administration de phages via des granulés d’aliments enrobés pourrait constituer un 

traitement potentiel (Christiansen et al., 2014). 
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b. Flavobacterium columnare 

En outre, pour prévenir les infections à F. columnare, une variété des méthodes et des 

substances ont été évaluées. Ainsi, la chloramine-T et le traitement au peroxyde d'hydrogène 

étaient efficaces pour contrôler la mortalité associée à columnaris externe à la basse et 

Bluegills (Bowker et al., 2014). Un effet positif concernant la survie à columnaris, a été 

observé chez plusieurs espèces de poissons après l’addition de sulfate de cuivre à 

l'alimentation (Farmer et al., 2013, 2015, 2017). 

L’argile kaolinique ajoutée à l’eau a eu un effet positif sur la survie du poisson-chat du chenal 

infecté par F. columnare (Beck  et al., 2015). Le Poisson-chat d'Amérique maintenu dans l'eau 

avec l’argile kaolinique a été trouvé avec moins de dégâts des branchies que le poisson de 

contrôle car il semblait que le kaolin réduisait l’adhérence de la bactérie aux branchies (Beck  

et al., 2015). Straus et al. (2015) ont constaté que la concentration de cations divalents 

(dureté) dans l’eau affectait la pathogenèse de la maladie de columnaris. D'autre part, les 

nutriments environnementaux peuvent être des déclencheurs importants de l’expression de 

virulence des gènes chez F. columnare (Penttinen et al., 2016). 

Le chitosane a montré des activités antibactériennes et était un candidat prometteur à explorer 

comme alternative aux antibiotiques (Yildirim-Aksoy & Beck, 2017). 

On a découvert que les graines et l'huile de Nigella sativa (cumin noir) inhibe la croissance 

des souches de F. columnare en laboratoire, ainsi que pour avoir un effet positif sur la survie 

du poisson-chat et le poisson zèbre lorsqu'il est ajouté à leur régime alimentaire (Mohammed 

et Arias, 2016). La carpe herbivore nourrie avec les régimes fournis avec Ficus carica étaient 

plus résistant aux infections à F. columnare (Yang  et al., 2015). Aussi, ungeremine et ses 

analogues ont été testés avec succès comme bactéricides contre F. columnare (Schrader et al., 

2013). Wogonin (un flavone) était efficace in vitro contre F. columnare (Tan et al., 2015). La 

carence en vitamine C dans le régime alimentaire a diminué les barrières physique et 

immunitaire au niveau des branchies chez la carpe de roseau infectée par F. columnare (Xu et 

al., 2015). 

Différents additifs alimentaires prébiotiques ont réduit la susceptibilité à l’infection à Colaris 

(Zhaoet al., 2015). Deux Pseudomonas fluorescens isolés de la peau et des intestins de sujets 

sains (Sander vitreus) et utilisés comme probiotiques avaient un effet positif avec une survie 

améliorée en matière de Maladie de F. columnare (Seghouani et al., 2017). 

Les phages sont une alternative à la chimiothérapie contre columnaris en aquaculture, comme 

démontré par des expériences contrôlées de Laanto et al. (2015).  
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4  Enquêtes sur différentes susceptibilités des souches de poissons et des espèces 

aux agents pathogènes 
 

a. Flavobacterium psychrophilum 

Dans la même famille de poissons, des différences de virulence de F. psychrophilum ont été 

notées en fonction de l’espèce de poisson concernée (Wagner et Oplinger, 2014). Sur le défi 

avec F. psychrophilum, des souches sensibles et résistantes de truite arc-en-ciel ont été 

caractérisées et différenciées par une expression différente des gènes codant pour des 

protéines particulièrement impliquées dans la réponse immunitaire innée (Paneru et al., 2016). 

Une enquête sur les isolats récupérés de différentes espèces d’Oncorhynchus du Bassin du 

Grand Lac en Amérique du Nord a révélé une population de F. psychrophilum génétiquement 

hétérogène et une association entre la variation de séquence et les espèces hôtes de poisson 

(Van Vliet, 2016). Ainsi, qu’une virulence différente pour différents espèces, certaines 

souches bactériennes étaient spécifiques à la truite arc-en-ciel, Saumon quinnat 

(Oncorhynchus tshawytscha), ou saumon coho (Oncorhynchus kisutch), tandis que d’autres ne 

présentaient pas de spécificité d'hôte marquée.  

Au Chili, des espèces de salmonidés ont été également trouvées comme sensibles aux isolats 

de F. psychrophilum, ces isolats sont hautement pathogènes pour la truite arc-en-ciel mais ils 

n’ont pas entraîné de mortalité chez le saumon Atlantique (Salmo salar) (Fredriksen et al., 

2016). Enquêtant sur les isolats du Japon appartenant à quatre génotypes extraits de quatre 

poissons de différentes familles, un seul génotype présentait une forte pathogénicité pour ayu 

(Plecoglossus altivelis), tandis que les trois autres génotypes n’avaient aucune ou seulement 

une faible pathogénicité (Fujiwara-Nagata et al., 2012). Dans une étude approfondie sur 

l'infection à F. psychrophilum chez des salmonidés en élevage et des salmonidés sauvages, il 

a été démontré que les poissons sauvages ont présenté une prévalence nettement supérieure à 

la bactérie comparée aux poissons d’élevage (Van Vliet et al., 2015). 

b. Flavobacterium columnare  

Les poissons-chats (Ictalurus punctatus) spécifiquement élevés pour leur résistance à 

Edwardsiella ictaluri se sont avérés être plus susceptibles à l’infection par F. columnare que 

les poissons qui étaient moins résistant à E. ictaluri (LaFrentz et al., 2012). Ceci démontre 

qu'il n’y a pas nécessairement un point commun de résistance aux bactéries pathogènes. 

L’étude comparative du bar rayé hybride et du blanc basse (Morone chrysops) dans des 

expériences de défi avec F. columnare a révélé une susceptibilité plus élevée d’infection de la 
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souche hybride, exprimée par un degré plus élevé de lésions des branchies et une diminution 

du taux de survie (Fuller et al., 2014). Les analyses de l’expression des gènes dans les 

branchies de poisson-chat entre races sensibles et résistantes a démontré clairement différents 

modèles d'expression, principalement des gènes impliqués dans la réponse immunitaire innée 

et dans la sécrétion de mucus (Peatman et al., 2013).  

5 Milieu de détection et de croissance de bactéries  

 

a. Flavobacterium psychrophilum  

Différentes approches pour identifier F. psychrophilum ont été développées, parmi lesquelles 

la désorption laser assistée par matrice liée à la spectrométrie de masse à temps de vol 

d’ionisation (MALDI-TOF) MS) (Pérez-Sancho et al., 2017). Selon Fernández-Álvarez et al. 

(2017), cette méthode permettait de discriminer les sérotypes, alors que dans d’autres 

laboratoires, cela n’était pas possible. La détermination des sérogroupes est également 

possible par une PCR multiplexée récemment développée (Rochat et al., 2017b). Les avances 

ont également été faites en ce qui concerne la détection de F. psychrophilum dans l’eau des 

rivières afin de se faire une idée de la distribution environnementale de cette espèce 

(Fujiwara-Nagata et al., 2012). Dans une série d’expériences, Long et al. (2014) ont appliqué 

les méthodes ELISA et PCR pour détecter F. psychrophilum dans les organes, le liquide 

ovarien et la progéniture de la truite arc-en-ciel et du saumon coho pour étudier le taux de 

potentiel de transmission verticale. Fait intéressant, la détermination de l'agent pathogène 

dans le liquide ovarien n'était pas une méthode fiable alors qu'une bonne corrélation entre les 

bactéries dans les reins des géniteurs (mesuré par ELISA) et le niveau d'infection de la 

progéniture pourrait être établie. Lors de l’isolement des bactéries du poisson ou de 

l’environnement, l'adéquation du support de l’isolement joue un rôle crucial. À cet égard, 

Oplinger et Wagner (2012) ont comparé différents milieux de culture, c'est-à-dire un bouillon 

standard enrichi d'Anacker-Ordal (EAO) avec différentes suppléments, des sels d'extrait de 

tryptone et de levure, et extraits de tryptone et de tryptone infusés au maltose. Ils ont trouvé la 

meilleure croissance en EAO, pour laquelle les suppléments n’améliorent pas le résultat de 

manière significative. La méthode appliquée est également importante en ce qui concerne les 

tests de résistance, illustrée par Gieseker et al. (2012) et Miranda et al. (2016) qui ont 

normalisé et optimisé des méthodes pour déterminer la susceptibilité aux antibiotiques. 

Miranda et al. (2016) ont considéré que la détermination de la CMI sur EAO est plus  précise 

en raison de la bonne diffusion des antibiotiques sur ce milieu. 
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b. Flavobacterium columnare 

Une comparaison de différentes méthodes de détection révèle que la PCR spécifique à 

l’espèce doit être plus sensible que les méthodes de culture conventionnelles (Patra et al., 

2016). Plusieurs adaptations et améliorations des méthodes de détection ont été effectuées. 

Une seule méthode colorimétrique en tube d’amplification isotherme à médiation par boucle 

détecte de manière fiable le F. columnare dans différents organes de tilapia apparemment en 

bonne santé avec une sensibilité dix fois plus que la PCR conventionnelle (Suebsing et al., 

2012). En optimisant l’amorce inverse d’une méthode de qPCR, il est devenu possible 

d’amplifier également l'ARNr 16S d'isolats de Thaïlande, ce qui n'était pas possible avant 

(Lafrentz et al., 2017). Gibbs (2015) a développé et validé un qPCR qui reconnaît F. 

columnare indépendamment du génomovar à la fois dans le tissu de poisson et l'eau de 

l'étang, respectivement. Des recherches sur les milieux de culture appropriés pour la 

susceptibilité des tests d'antibiotiques ont également été effectuées pour F. columnare. Gao et 

Gaunt (2016) ont comparé la croissance des différents F. columnare isolés sur trois bouillons 

et trois géloses. En outre, différents ingrédients ont été ajoutés ou soustraits et l’effet sur la 

croissance bactérienne a été testé. La plus rapide et uniforme croissance a été obtenue avec un 

milieu "G" nouvellement développé. Gieseker et al. (2012)  ont réalisé un essai dans plusieurs 

laboratoires afin de tester une méthode de micro-dilution en bouillon et l’améliorer (Gieseker 

et al., 2012). 

6 Biologie et maladie  

De nouvelles connaissances sur les mécanismes de pathogénicité et de transmission sont 

importantes pour comprendre la maladie et les facteurs influençant. De nouvelles 

informations sur ce sujet ont été publiées principalement pour F. columnare.  

a. Flavobacterium psychrophilum  

Des tentatives ont été faites pour démêler les mécanismes de la pathogenèse. Dans une 

expérience in vitro, Iturriaga et al. (2017) ont pu démontrer que F. psychrophilum induit 

l'apoptose dans les cellules musculaires par la modulation de la voie de signalisation NF-KB. 

Dans des expériences d’exposition, des cellules de F. psychrophilum de cellules lisses et les 

colonies rugueuses présentaient un tropisme tissulaire avec le degré le plus élevé pour le tissu 

de la nageoire, indépendamment du type de colonie (Papadopoulou et al., 2017). Cependant, 

les bactéries du type colonie lisse ne sont restées que peu de temps sur le tissu hôte. Le mucus 

cutané favorise la croissance des deux phénotypes de colonies (Papadopoulou et al., 2017). La 

transmission verticale est toujours en discussion. Une enquête d'œufs de saumon de 
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l'Atlantique détenus comme géniteurs captifs a montré que l’espèce bactérienne prédominante 

à la surface est Pseudomonas fluorescens. Cependant, de l'intérieur des œufs, différentes 

concentrations de F. psychrophilum pourraient être isolées en fonction de l’origine du poisson 

(Cipriano, 2015), ce qui indiquerait une infection intraovum, bien qu’il faille garder à l’esprit 

que les bactéries n'avait été isolées que d'œufs morts.  

b. Flavobacterium columnare  

La formation de biofilms est un paramètre important pour la pathogénicité d'une bactérie et 

pour sa formation sur des tissus biotiques (tissu hôte) et les surfaces abiotiques. Le biofilm 

diminue l’efficacité des antimicrobiens et les mécanismes de défense de l’hôte. Les produits 

extracellulaires (EPS) contribuent à la formation de biofilms. Par conséquent, les 

connaissances sur la composition pourraient aider à trouver des mesures contre la production 

du biofilm. Une enquête sur l'EPS des isolats de F. columnare du Brésil a révélé que le 

monosaccharide prédominant est le glucose (Sebastião et al., 2013). L’amélioration de la 

production de biofilms a été obtenue en fournissant du L-rhamnose (Lange et al., 2017). Les 

bactéries cultivées à des concentrations plus élevées de L-rhamnose ont augmenté la mortalité 

chez le poisson-chat, démontrant encore plus l’importance de la production de biofilm en tant 

que facteur de virulence. Un autre facteur a été suggéré d'être impliqué dans la virulence est le 

potentiel d'absorption du fer. Un système d'absorption du fer à médiation sidérophore a été 

démontré chez F. columnare (Guan et al., 2013). L'importance de l'absorption de fer dans la 

virulence a été corroborée dans une comparaison d’une souche très virulente d'un F. 

columnare, et une souche faiblement virulente, la première ayant une expression plus élevée 

de gènes impliqués dans l’absorption de fer (Beck  et al., 2016). La chondroïtine AC lyase a 

également fonctionné comme un facteur de virulence. Le fond génétique de ce facteur a été 

étudié en produisant des mutants dépourvus de gène impliqué dans l'expression de l'enzyme 

(Pereira, 2012). La virulence d’un mutant déficient en enzyme était quatre fois plus faible 

chez un poisson zèbre modèle (Conrad, 2013). Le rôle de la chondroïtinase en tant que facteur 

de virulence a également été confirmé par son expression plus élevée dans la colonie virulente 

(rugueuse) (Penttinen, 2016). La virulence est également influencée par la quantité de mucus 

libéré par les poissons, car le mucus a montré soutenir la croissance et la survie de F. 

columnare (Shoemaker et LaFrentz, 2015). Kinnula (2016) a mis en évidence une relation 

entre la dose d'infection et la charge en nutriments dans l’eau, la co-infection par différents 

isolats et la virulence chez le poisson-zèbre et la truite arc-en-ciel. Le rôle de la charge en 

éléments nutritifs a été également montré dans l'eau (Penttinen 2016). Egalement, la dureté de 
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l'eau semble influencer la virulence de F. columnare (Straus et al., 2015). Comme déjà 

mentionné, le morphotype des colonies joue un rôle important en matière de virulence, dans 

lequel le type du rhizoïdes est plus virulent que les colonies non rhizoïdes (Dong et al., 2016 ; 

Laanto et al., 2014). La virulence peut également résulter d’un processus de sélection révélé 

par Kunttu et al. (2010) qui ont démontré que les isolats des fermes piscicoles étaient plus 

virulents que les isolats environnementaux non influencés par les activités piscicoles. Cette 

hypothèse est en partie corroborée par la découverte d'une séquence non existante et de très 

faible variation de protéines parmi 70 très virulents du génomovar I isolé d'une ferme 

piscicole de l'Idaho (Evenhuis  et al., 2014). La vérification de la virulence et de la 

pathogenèse des isolats nécessite des modèles de défi appropriés. LaFrentz et al. (2012) ont 

présenté un modèle de défi pour l'infection de la truite arc-en-ciel, et Declercq et al. (2015) 

ont développé des modèles de challenge pour la carpe (Cyprinus carpio) et la truite arc-en-

ciel.  

Les autres facteurs qui influencent l’évolution de la maladie à colonne sont les co-infections 

avec d’autres agents pathogènes. Dans les deux poissons rouges (Carassius auratus) infecté 

par Dactylogyrus intermedius (Zhang et al., 2015) et chez des tilapias hybrides (Oreochromis 

spp.) Infectés par Ichthyophthirius multifiliis (DH et al., 2014), la susceptibilité à F. 

columnare a été améliorée. F. columnare est régulièrement montré dans de nouveaux organes 

ou nouvelles espèces de poisson. À titre d’exemple, une bactérie de type F. columnare a été 

isolée du cerveau du tilapia du Nil (Oreochromis niloticus) de trois exploitations piscicoles en 

Thaïlande (Tohmee et Deemagarn, 2014). La majorité des poissons décédés dans 

l’environnement ont été attribués à F. columnare, par exemple: bluegill (Lepomis 

macrochirus), une infection au génomovar II a été décrite pour la première fois par Bullard et 

al. (2013). Au Canada, la mortalité de la perche (Perca flavescens) et le grand corégone 

(Coregonus clupeaformis) était liée à une infection par F. columnare et Aeromonas 

hydrophila (Scott et Bollinger, 2014). 

7 Méthodes de lutte 

a. Mesures préventives 

La réduction de la prévalence de l’agent responsable de la flavobactériose des eaux froides en 

élevage repose sur le respect des conditions sanitaires (désinfection systématique des 

installations, installation de pédiluves, etc.), la surveillance et le maintien d’une bonne qualité 

de l’eau (Cipriano et Holt, 2005 ; Madsen et Dalsgaard, 2008). La désinfection des œufs avec 

des iodophores est souvent répertoriée en tant que mesure préventive contre la flavobactériose 
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des eaux froides (Taylor, 2004 ; Cipriano et Holt, 2005; Kumagai et Nawata, 2010b). 

Cependant, F. psychrophilum est très tolérante à l’iode, et peut survivre à des traitements d'au 

moins 100 mg.L
-1

 d'iode actif pendant 30 minutes (Brown et al., 1997 ; Kumagai et al., 1998 ; 

Kumagai 2005). Des études récentes ont néanmoins démontré que la charge bactérienne sur 

les œufs pouvait être réduite grâce à des composés tels que le peroxyde d’hydrogène (Wagner 

et al., 2010). L’élimination rapide des poissons morts de flavobactériose des eaux froides, qui 

rejettent d’importantes concentrations en bactérie dans l’eau, est également fortement 

recommandée (Madetoja et al., 2000).  

Le stress engendré par les manipulations répétées, les densités élevées dans les bassins et la 

présence d’autres pathogènes dans le milieu peuvent influer sur la sévérité des épizooties en 

jouant sur le fitness du poisson. Ce sont donc également des paramètres à prendre en compte 

pour limiter l’impact de la maladie dans les bassins.  

Même si d’importants efforts ont été fournis pour la mise au point de vaccins, aucun n’a été, à 

ce jour, mis sur le marché. Des essais de vaccination par voie orale, balnéation ou injection 

ont montré des résultats de protection variables. Dans la plupart des essais, les solutions 

vaccinales ont été élaborées à partir de suspensions de cellules entières de F. psychrophilum 

inactivées au formol (Holt 1987 ; Rahman et al., 2000 ; LaFrentz et al., 2002 ; Kondo et al., 

2003 ; Lorenzen et al., 2010) ou à la chaleur (Obach et Baudin Laurencin, 1991). Ces derniers 

auteurs ont confirmé des résultats antérieurs de Holt (1987) qui montraient que la vaccination 

par injection offre une protection plus importante que la vaccination par immersion. 

L’émulsion de la solution vaccinale dans un adjuvant semble être un facteur élicitant l’action 

protectrice du vaccin (Rahman et al., 2000). Il est intéressant de noter qu’assez récemment, 

une étude a montré qu’une immersion dans un bain contenant des cellules non-inactivées de 

F. psychrophilum n’entrainait aucune mortalité chez des truites arc-en-ciel et était capable de 

générer de l’immunité (Lorenzen et al., 2010).   

Les travaux de Rahman et al. (2002) ont montré que la fraction antigénique de la membrane 

externe (outer membrane fraction ou OMF) de F. psychrophilum utilisée dans une solution 

vaccinale engendrait une protection humorale supérieure à celle obtenue avec des cellules 

entières. Depuis, de nombreuses études ont porté sur l’identification de protéines 

immunogènes présentes dans l’OMF potentiellement utilisables dans des solutions vaccinales 

pour le développement de vaccins recombinants (Dumetz et al., 2008 ; LaFrentz et al., 2008 ; 

LaFrentz et al., 2012). Plusieurs fractions immunogéniques de l’OMF ont été testées, ainsi 

que les protéines EFTU (facteur d’élongation Tu), SufB (protéine d’assemblage) et l’ATP 

synthaseβ. Elles ont été produites in vitro et administrées sans pouvoir montrer de protection 
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chez les truites arc-en-ciel testées (Plant et al., 2011). Le même échec a été constaté avec les 

protéines recombinantes Hsp60 et Hsp70 (Plant et al., 2009), qui sont des protéines fortement 

immunogènes de F. psychrophilum.  

8 Mesures thérapeutiques  

Les mesures thérapeutiques actuelles reposent essentiellement sur l’utilisation d’antibiotiques 

au moment des épizooties. Les antibiotiques autorisés et les procédures de traitement agréées 

varient d’un pays à un autre. Ces procédures sont soumises à l’approbation des autorités 

compétentes qui prennent en compte, entre autres, le temps d’élimination dans les tissus, la 

toxicité pour les poissons et la charge rejetée dans l’environnement (Starliper, 2011). Par 

exemple, le nifurpirinol, le furanace et les sulfonamides qui ont montré de l’efficacité dans le 

contrôle de la flavobactériose des eaux froides sont désormais interdits aux USA, du fait de 

leur propriétés cancérigènes (Starliper, 2011). Au niveau mondial, l’antibiotique autorisé le 

plus utilisé est l’oxytétracycline et en Europe, il s’agit de l’amoxicilline et de l’acide 

oxolinique (Barnes et Brown, 2011). Le développement de résistance à ces trois antibiotiques 

a été rapporté et a conduit à une préférence de prescription pour le florfénicol (Barnes & 

Brown, 2011 ; Bruun et al., 2000), majoritairement utilisée en France. Néanmoins, une 

récente étude a montré une résistance au florfénicol et à l’acide oxolinique et a confirmé la 

résistance observée à l’oxytétracycline (Henríquez-Nuñez et al., 2012).  

Souvent administrés par voie orale via l’alimentation, les traitements antibiotiques peuvent 

voir leur action limitée par deux facteurs. D’une part, les épizooties les plus sévères sont 

observés chez les très jeunes alevins, qui ne se nourrissent pas encore par voie orale, et 

d’autre part, les poissons affectés par la maladie souffrent d’anorexie et n’absorbent donc pas 

les doses thérapeutiques (Cipriano et Holt, 2005). D’autres thérapies reposent sur la 

combinaison d’un traitement antibiotique classique et de bains thérapeutiques réguliers 

contenant des agents antimicrobiens tels que le peroxyde d’hydrogène qui va permettre de 

diminuer la charge du pathogène dans l’environnement du poisson (Gultepe et Tanrikul, 

2006). 

9 Adhésion et formation de biofilms  

L’adhérence bactérienne ou l’attachement bactérien est l’étape typique de la pathogenèse des 

infections par biofilm, car la surface n’est pas toujours une condition préalable à la formation 

de biofilms et les cellules sessiles peuvent apparaître sous forme d'agrégats dans un liquide 

contribuant à la virulence (Berlanga et Guerrero, 2016). Les bactéries peuvent adhérer aux 
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surfaces via leurs protéines et/ou annexes polysaccharidiques (LPS, polysaccharides 

capsulaires) selon les espèces (Katsikogianni et Missirlis, 2004). Le biofilm bactérien est 

défini comme un mécanisme de transition dans des cellules amassées en une communauté 

multicellulaire (sessile) formée progressivement au fil du temps et caractérisée par des 

cellules attachées à des surfaces biotiques et abiotiques et par la production et la sécrétion de 

produits extracellulaires (PCU) dans une gamme variée de produits naturels, milieux 

industriels et cliniques (Giaouris et al., 2014). Les cellules sessiles sont communément 

appelées phénotypes de biofilm permettant le succès de l'agent pathogène et conduisant à une 

infection responsable de nombreuses maladies chroniques d'origine humaine et d'origine 

alimentaire. La formation de biofilms permet également aux pathogènes de survivre dans de 

nombreux environnements adverses et divers en utilisant leur propre défense et systèmes de 

communication rendant leur éradication difficile (Bjarnsholt, 2013). Les biofilms mono et 

multi-espèces hébergent des agents pathogènes en tant que réservoir de cellules persistantes 

avec une tolérance au rayonnement UV, des molécules oxydantes, désinfectants, antibiotiques 

et phagocytose (défenses de l'hôte). La lente pénétration des agents biofilms et les micro-

changements environnementaux dans les biofilms sont quelques exemples des mécanismes 

résistants (Kart et al., 2014).  

Qu'est-ce qui poussent les cellules planctoniques simples à se former?  

Les biofilms sont souvent la réponse à des changements nutritionnels et environnementaux 

tels qu'un changement de pH et état nutritionnel. Ce changement facilite l’agrégation 

cellulaire entraînant une expression différente des molécules de surface cellulaire (phase 

variation), des gènes, des facteurs de virulence et une série d’autres événements reflétant 

l’adaptation à ces facteurs aux conditions (Kostakioti et al., 2013). Le transfert génétique 

horizontal au sein des biofilms génère la diversité génétique et les sous-populations de 

cellules en tant que variantes de petites colonies avec des partages du travail dans la formation 

du biofilm (Bordi et Bentzmann, 2011). En général, le développement de biofilms bactériens 

peut être divisé en différentes étapes, y compris la fixation réversible de cellules bactériennes 

aux surfaces (couche de conditionnement); entraînés par des forces physiques (forces de van 

der Waals, interactions stériques et réactions électrostatiques), et des interactions moléculaires 

spécifiques (pili, flagelles, liaison au ligand) (Gupta et al., 2016). La prochaine étape est la 

fixation irréversible de cellules bactériennes déterminant l’adhérence connue sous le nom de 

co-adhésion à médiation par les forces de cisaillement, la motilité et les adhésines de liaison 

(flagelles, protéines amyloïdes). En particulier, il a été démontré que les forces hydrophobes 
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jouent un rôle important dans l'adhérence bactérienne (Dufrêne, 2015). Différents facteurs tels 

que la disponibilité de la température, des ions et du fer peuvent également grandement 

moduler la bactériose irréversible adhérence. La production de ces adhésines influence les 

mécanismes d’agrégation cellulaire et contribue aux propriétés de cohésion et à la formation 

de biofilm bactérien (Garrett et al., 2008 ; Borlee et al., 2010). A ce stade, les cellules sessiles 

sont entourées par un système extracellulaire polymérique constituée principalement de 

polysaccharides, ADN, protéines, lipides, adhésines (protéines liant les glucides) et d’autres 

substances telles que les cellules mortes. La composition de la matrice pourrait être différente 

entre les espèces et au sein des espèces. La matrice agit comme un capteur pour les molécules 

(nutriments, ions) et assemble des cellules, soutient la formation de réseaux de signalisation, 

se lie aux antibiotiques et aux boucliers contre les prédateurs et les phagocytes (Kostakioti et 

al., 2013). 

Ensuite, les biofilms bactériens mûrissent. Une quantité croissante de composants de la 

matrice et de bactéries stimulent la communication de cellule à cellule par des systèmes de 

détection comprenant le dimère cyclique, les monophosphates de guanosine et la détection du 

quorum (QS), qui aboutissent à la production d'autoinducteurs, les lactones N-acyl-L 

homosérine pour les bactéries à Gram négatif et les oligopeptides pour bactéries à Gram 

positif (Donlan, 2002). QS joue un rôle conditionnel dans la formation de biofilm ou la 

régulation génique bas qui conduisent à des modèles coordonnés d'expression génique, la 

production de facteurs de matrice et de virulence. QS peut déclencher des sous-populations de 

cellules qui entrent de manière réversible dans l’état cellulaire à croissance lente ou en 

sommeil dans des conditions stressantes. Ces événements décrivent la nature hétérogène des 

biofilms, y compris les événements mutationnels (physiologique, réponses phénotypiques et 

expressions des gènes et des protéines) (Bordi & Bentzmann, 2011).  

La transition entre le mode de croissance planctonique relativement sensible aux antibiotiques 

et l’état de biofilm plus résistant est réversible. Une fois que le biofilm a mûri, la dispersion 

devient une possibilité pour certaines cellules sessiles uniques ou de petites grappes sessiles 

de reprendre une activité planctonique (free-living) forme cellulaire en raison de 

modifications de la disponibilité des éléments nutritifs, des fluctuations de l'oxygène, de 

l'augmentation de produits toxiques ou autres conditions génératrices de stress (augmentation 

de la quantité de carbone et d’azote). 

Ces conditions peuvent entraîner la dispersion et la mort des cellules, lesquelles sont régulées 

par des cellules sensorielles. Systèmes de signalisation de cellule à cellule (protéines détectant 
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l'oxyde nitrique), enzymes dégradant l'ESP (des polysaccharides lysases, des acides D-

aminés) et / ou des tensioactifs (une induction par un bactériophage) (Donlan 2002 ; 

Hochbaum et al., 2011). Cette dispersion est également connue sous le nom de dispersion par 

ensemencement où les populations de sous-cellules «sacrifiées» échappent aux biofilms ou 

meurent à l’intérieur des biofilms pour offrir une source et emplacement des nutriments pour 

les cellules survivantes (Kaplan, 2010). Ces sous-populations dispersées montrent des 

variations dans la croissance, la motilité et la formation de biofilms. Cette différenciation 

cellulaire assure la survie et la colonisation des bactéries planctoniques sur de nouvelles 

surfaces (Gupta et al., 2016). La dispersion des biofilms est un processus programmé 

impliquant de multiples processus génétiques et réglementaires et déterminant une étape 

bénéfique pour les bactéries qui peuvent se propager dans les environnements et ré-initier le 

processus de formation de biofilm.  

Cependant, où les nutriments sont disponibles, les bactéries pathogènes adhèrent et forment 

des biofilms sur les équipements de pisciculture (Cai & Arias, 2017), ce qui pose un certain 

nombre de problèmes. Pour le moment, un travail intensif est nécessaire pour manipuler ces 

biofilms nocifs, y compris le nettoyage lors d’une exposition adéquate et prolongée, une 

température plus élevée, un flux plus élevé et éventuellement avec la combinaison de 

détergents et des désinfectants tels que Virkon Aquatic, la vérification quotidienne des 

aquariums, des unités de filtration, des pipelines et pompes (Yanong & Erlacher-Reid, 2012). 

Des stratégies efficaces contre ces biofilms bactériens doivent être ré-examinées. Jusqu'ici, les 

connaissances sur le processus de formation de biofilms de F. psychrophilum sont limitées. Il 

a été suggéré que la capacité de F. psychrophilum à former des biofilms servirait de réservoirs 

pour les facteurs de virulence putatifs (Levipan & Avendaño-Herrera, 2017) et que la 

formation de biofilms de F. psychrophilum est une stratégie visant à assurer le maintien de la 

structure et les fonctions (Levipan et al., 2018). Il a également été démontré qu'un 

comportement mobile ne peut être observé dans les cellules de biofilm de F. psychrophilum 

(Castillo et al., 2016), et qu’au niveau de ces biofilms les cellules peuvent rapidement 

développer une résistance aux antibiotiques si elles sont exposées à des concentrations sous-

inhibitrices de ces composés (Sundell & Wiklund, 2011). 
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10 Stratégies de contrôle de l'adhésion bactérienne et de la formation de biofilm 

 Les bactéries présentes dans un biofilm présentent des niveaux élevés de résistance aux 

biocides et aux antibiotiques. Ça peut arriver à 1000 fois plus d'antibiotiques pour tuer les 

bactéries contenues dans les biofilms par rapport aux cellules planctoniques libres (Harper et 

al., 2014). Des stratégies alternatives ont été suggérées pour inhiber l'adhésion bactérienne et 

éliminer les biofilms tels que les méthodes mécaniques, méthodes physiques et chimiques. Au 

sens figuré, la formation de biofilm peut être décrite comme une courbe de croissance 

bactérienne à quatre phases : la phase de latence (adhésion), la phase exponentielle ou 

logarithmique (log) (formation précoce de biofilm), la phase stationnaire (biofilm mature) et 

la phase de déclin ou de la mort (détachement). Des composés qui peuvent combattre 

l’adhérence bactérienne, la formation de biofilms et les biofilms matures sur les surfaces 

doivent être identifiés. Les concentrations inhibitrices sous-minimales (sous-CMI) de ces 

composés ne sont pas assez pour tuer ou inhiber les cellules bactériennes, mais pour réguler à 

la baisse une partie de la chimio-physiologie activités (Macé et al., 2017). Il a été suggéré que 

les cellules bactériennes ne développent pas une résistance aux composés utilisés à des 

concentrations inférieures à la CMI, contrairement aux antibiotiques conventionnels (Cortés et 

al., 2011).  

Les recherches menées sur F. psychrophilum et F. columnare permettent de mieux 

comprendre les facteurs de virulence, la sensibilité de l’hôte, la génétique et les méthodes de 

traitement. En comparant ces deux espèces, il devient évident qu’il existe un nombre 

considérable de problèmes posés, les thèmes abordés et les pistes à explorer pour les 

recherches futures. Malgré tous les efforts déployés pour révéler les mécanismes des agents 

pathogènes et trouver des méthodes appropriées pour prévenir ou traiter l’infection, les deux 

bactéries représentent toujours une menace majeure pour l'aquaculture en zones à climats 

tempéré et chaud, et les vaccins efficaces, enregistrés au niveau international font toujours 

défaut. En outre, la mortalité des populations de poissons sauvages illustre l’importance de 

ces agents pathogènes. 

La recherche sur les flavobactéries est essentielle en raison de leur rôle en tant qu'agents 

étiologiques importants de la maladie et de leur importance dans l'écologie microbienne. 

Cependant, les chercheurs travaillant avec ces organismes sont confrontés à des défis 

importants. Premièrement, de nombreuses flavobactéries, en particulier celles qui sont 

pathogènes pour les poissons, sont fastidieuses et ne se développent que sur un milieu pauvre 

en éléments nutritifs (Bernardet & Bowman, 2006) qui, dans de nombreuses conditions, doit 
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être complété par une variété d’antibiotiques pour empêcher la prolifération d’autres bactéries 

moins fastidieuses. Le rapport et la marque des ingrédients incorporés dans ces milieux, ainsi 

que les conditions osmotiques, peuvent affecter la capacité à cultiver certaines flavobactéries 

(Lorenzen 1993; Cipriano et Teska, 1994 ; Michel et al., 1999). Même quand un milieu de 

culture idéal est utilisé dans une situation donnée, la durée de génération lente de certaines 

espèces et variétés dans des conditions d’incubation préférées (température, atmosphère 

aérobie ou micro-aérophile, par exemple) peut entraver la réussite de la culture de tous les 

organismes, au-dessus, est le rythme thérapeutique à laquelle les membres de la famille des 

flavobactéries sont découverts et décrits. En effet, il faut constamment rechercher dans la 

littérature scientifique des espèces qui doivent être intégrées à tout système d’identification et 

se tenir au courant des nombreux changements de nomenclature (Kampfer et al., 2011).  Un 

troisième défi, en particulier lorsque l'on travaille avec des flavobactéries associées au 

poisson, est leur omniprésence dans les habitats aquatiques et sur / dans la peau, les branchies, 

le mucus et les intestins de poisson (Bernardet et Bowman, 2006). Pendant que certaines 

flavobactéries sont présentes chez des poissons apparemment en bonne santé ont également 

été impliqués en tant que pathogènes du poisson (Anderson et Ordal, 1961 ; Strohl et Tait, 

1978 ; Mudarris et al., 1994), le rôle que jouent de nombreuses flavobactéries dans la santé 

des poissons est encore mal compris. On ne sait peut-être pas si les flavobactéries externes 

sont des habitants transitoires du poisson ou si elles sont des constituants normaux de leur 

flore bactérienne et lesquelles des espèces nouvellement décrites sont réellement des agents 

pathogènes. En effet, une partie de la flore bactérienne présente dans la peau, les branchies et 

l’intestin de poissons ont inhibé les agents pathogènes connus des poissons (Smith et Davey,  

1993 ; Spanggaard et al., 2001), tandis que certaines souches de Chrysobacterium présentes 

sur la peau de salamandres (Hemidactylium scutatum) présentent une activité antifongique 

(Lauer et al., 2007) et peuvent ainsi jouer un rôle mutualiste avec leur hôte. 

Quatrièmement, il n’y a pas suffisamment de réactifs de diagnostic spécifiques disponibles 

pour détecter et identifier de nombreuses flavobactéries associées au poisson en plus de celles 

qui sont couramment associées à la maladie du poisson. Par exemple, la majorité des rapports 

récents sur les flavobactéries nouvelles ou moins communes associées au poisson ont fondé 

leur identification sur une caractérisation polyphasique extensive, comme le soulignent 

Bernardet et al. (2002). Ces méthodes fonctionnent bien pour une identification définitive et 

permettent une comparaison cohérente entre les flavobactéries décrites, mais elles nécessitent 

une culture de l’organisme et des capacités techniques permettant de réaliser une gamme 
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d’analyses biochimiques et moléculaires, dont certaines sont spécialisées (par exemple, 

l’hybridation ADN-ADN ; les analyses d’ester méthylique d’acides gras). Enfin, un autre 

obstacle à la recherche sur les flavobactéries, en particulier les flavobactéries pathogènes pour 

les poissons, est la difficulté associée à des modèles expérimentaux de défi pour étudier leur 

pathogénicité. Malgré le fait que F. psychrophilum provoque des épidémies déprimantes sur 

le plan économique chez des poissons partout dans le monde et a fait l'objet d'études 

approfondies; il n'existe toujours pas de modèle expérimental véritablement fiable pour 

évaluer sa pathogénicité. Par exemple, des infections expérimentales menées par de nombreux 

auteurs utilisant des épreuves d'immersion ont donné des résultats très variables et soulignent 

que les infections par le bain sont difficiles à contrôler, normaliser et reproduire (Madsen et 

Dalsgaard, 1999 ; Decostere  et al.,2000 ; Garcia et al.,2000 ; Madetoja  et al., 2000 ; Liu et 

al., 2001 ; Busch  et al., 2003).  Cependant, Madsen et Dalsgaard (1999) ont étudié la 

reproductibilité de F. psychrophilum et ont montré que, dans la plupart des cas, l’injection 

intrapéritonéale de la bactérie était reproductible, bien que certains paramètres (isolement 

utilisé, nombre de poissons dans le réservoir, origine du poisson, poids du poisson) puissent 

introduire une variabilité. Ainsi, les recherches récentes visaient à élucider les mécanismes de 

virulence et la pathogenèse de F. psychrophilum, ainsi que les moyens de prévenir et de traiter 

les maladies qu’il cause, en utilisant des solutions intra-peritonéales (Korkea-aho et al., 2011 ; 

Castillo et al., 2012), sous-cutanées (Plant et al.,2011) ou intramusculaires (Hadidi et al., 

2008 ; Silverstein et al., 2009 ; Leeds et al., 2010), même s’il est reconnu que ces méthodes 

contournent des aspects importants du système immunitaire inné.  

11 Antibiotiques en truiticulture : efficacité et effet sur l’environnement de 

l’élevage 

 

a. Antibiotiques en pisciculture : nature et mode d’emploi 

Un antibiotique est une substance chimique capable d'empêcher le développement des 

microorganismes. Les antibiotiques peuvent provenir de sources variées, comme la Pénicilline 

qui a été isolée pour la première fois à partir des champignons. Les tétracyclines et les 

chloramphénicols prennent leur origine chez les bactéries du genre Streptomyces (Bartlett et 

Tally, 1980).  

La synthèse biochimique de ces molécules peut être effectuée une fois qu’on en connaît la 

structure chimique.  



21 

Les antibiotiques sont regroupés en familles en fonction de leur structure moléculaire et de 

leur mode d'action (Dixon, 2001). Ceux homologués au Canada pour l'utilisation chez les 

poissons font partie de trois familles différentes (Tableau 1). 

b. Classification des Antibiotiques 

 Les antibiotiques peuvent aussi être classés comme étant bactéricides ou bactériostatiques, les 

premiers tuent les bactéries tandis que les seconds inhibent leur croissance. Un système 

immunitaire qui fonctionne adéquatement chez le poisson est nécessaire pour le 

rétablissement de l’équilibre entre les pathogènes et l’hôte. Deux facteurs importants sont à 

prendre en considération pendant et après l’administration d’un traitement antibiotique dans 

une station piscicole. En premier lieu, le médicament doit être administré pendant le nombre 

de jours prescrit. Si un traitement n’est pas administré sur une assez longue période, il est 

possible que le système immunitaire du poisson n’aie pas eu suffisamment de temps pour 

réagir aux pathogènes et être efficace à les combattre. Donc, une récidive rapide de l’infection 

est possible en interrompant le traitement antibiotique prématurément. Par ailleurs, les 

conditions stressantes qui ont provoqué l’émergence de la maladie dans le cheptel doivent être 

corrigées en même temps que le traitement est administré.  

Tableau 1 : Familles d’antibiotiques regroupant celles homologuées pour usage chez les poissons au 

Canada avec leur mode d’action. 

Famille 

d’antibiotiques 
Ingrédient actif Nom commercial Mode d’action 

Tétracyclines Oxytétracycline TM-Aqua® 
Affecte la synthèse des 

protéines 

Chloramphénicols Florfenicol Aquaflor® 
Affecte la synthèse des 

protéines 

Sulfonamides 

Sulfadiméthoxine/ 

ormétoprime 

Sulfadiazine/ 

trimétoprime 

Romet-30® 

Tribrissen 40® 

Perturbe les voies 

métaboliques, la formation des 

acides aminés et des molécules 

structurantes de l’ADN 

c. Modes d’administration  

Les antibiotiques peuvent être administrés par bain, par injection, ou par voie orale. Les bains 

d’antibiotiques sont réservés normalement aux petits poissons et s’administrent dans des 

bassins qui sont de volumes restreints. En l’occurrence, on utilise cette méthode lors de 

l’alevinage. Les doses sont calculées en mg d’ingrédient actif par litre d’eau. Par ailleurs, 

l’incapacité de contrôler les rejets d’antibiotique dans l’émissaire est une préoccupation en 

rapport avec ce type d’administration.  
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Le traitement de gros poissons dans de grands bassins est trop dispendieux. L’administration 

des antibiotiques par injection peut être effectuée dans la cavité abdominale, dans le sinus 

dorsal, ou bien directement dans le muscle. Les doses sont ainsi calculées pour chaque 

individu en mg par kg de poisson. Ce type de traitement est réservé normalement aux 

poissons de grande taille à valeur élevée comme les géniteurs. Le besoin important de main 

d’œuvre et le temps nécessaire rendent cette technique plus dispendieuse et fastidieuse que les 

autres méthodes d’administration. Par ailleurs, la manipulation des poissons malades déjà 

affaiblis peut empirer leur état de santé. Les injections sont plus courantes comme pratique 

d’administration des vaccins chez des poissons en santé, afin de prévenir les épidémies. 

L’administration des antibiotiques par voie orale en les incorporant à la moulée est loin de la 

pratique la plus commune. La biomasse totale de poisson est calculée en connaissant leur 

nombre et leur poids moyen en grammes. La connaissance exacte de l’inventaire est alors 

nécessaire pour calculer le plus exactement possible la quantité de médicament requise pour 

respecter la dose recommandée. Les antibiotiques sont normalement mélangés aux aliments à 

la ferme quand il y a une petite quantité de moulée à préparer. Des moulées médicamentées 

peuvent aussi s’obtenir directement du fabricant afin d’éviter les contraintes liées à la 

manipulation des produits antibiotiques à la ferme. 

d. Mode d’action des antibiotiques 

Le principe d'action des antibiotiques consiste à bloquer sélectivement la survie ou à la 

multiplication des micro-organismes. Le mécanisme ciblé par l'antibiotique est le plus souvent 

spécifique des bactéries et n'a pas d'équivalent chez les eucaryotes et en particulier chez 

l'Homme (Wright, 2012). Ainsi, les antibiotiques agissent au niveau de la biosynthèse et le 

maintien de la paroi cellulaire, des protéines et de l’ADN bactérien (Walsh, 2000 ; Wright, 

2012). 

- Action sur la paroi bactérienne 

Dans la paroi bactérienne, le peptidoglycane est un constituant principal qui entoure la 

bactérie et lui confère sa forme et sa rigidité (Typas et al., 2012). Cette molécule occupe une 

position différente chez les bactéries Gram positif et Gram négatif (Green, 2002) (Figure 4). 

Mais, dans tous les cas, le peptidoglycane est étroitement lié aux processus de croissance et de 

division cellulaire (Green, 2002 ; Typas et al., 2012). 
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Figure 4 : Structures de la membrane et de la paroi de peptidoglycane chez les bactéries Gram positif 
et Gram négatif (Bisognano, 2001). 

C’est un mucopolysaccharide composé de chaînes linéaires osidiques pontées par de courts 

peptides. Les chaînes osidiques sont formées par une alternance de résidus N-

acétylglucosamine (NAG) et d’acide N-acétylmuramique (NAM). Chaque disaccharide porte 

un tétrapeptide fixé au groupement lactyle de l’unité NAM. La formation de ponts entre les 

peptides des chaînes glycanes voisines crée une véritable réticulation de la paroi (Figure 5). 

La synthèse du peptidoglycane débute dans le cytoplasme de la bactérie, se poursuit dans la 

membrane cytoplasmique et se termine dans la paroi déjà formée (Typas et al., 2012). Un 

certain nombre d’enzymes interviennent dans cette synthèse, les plus importantes sont les 

transpeptidases, les transglycosylases, et les carboxypeptidases (Green, 2002 ; Typas et al., 

2012). Les ß-lactamines bloquent la réticulation du peptidoglycane par inhibition de la 

formation de liaison peptidique qui est catalysée par les Protéines de Liaison aux Pénicillines 

(PLP) (Fontana et al., 2000, Honderlick et al., 2007 ; Park & Uehara, 2008 ; Soares et al., 

2012). Le β-lactame, analogue de la borne D-alanyl-Dalanine dipeptide du peptidoglycane, 

agit comme substrat pour la PLP pendant la phase d'acylation de la formation de réticulation. 

La pénicilline acylation du site actif des PLP bloque l'hydrolyse de la liaison créée avec le ß-

lactamine, ce qui désactive l’enzyme (Fontana et al., 2000 ; Honderlick et al., 2007 ; Park et 

Uehara, 2008 ; Soares et al., 2012) (Figure 5). 
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Figure 5 : Structure schématique du peptidoglycane (Euzéby, 2004). 

 

Figure 6 : Antibiotiques agissant au niveau de la biosynthèse de la paroi (Paquet-Bouchard, 2006). 

Les glycopeptides inhibent également la synthèse de la paroi, leur action est toutefois 

différente. L’analogie structurale avec la partie peptidique du peptidoglycane (pentapeptide) 

leur permet de se fixer au niveau des extrémités peptidyl-D-Ala-D-Ala des précurseurs 

lipopeptidiques lorsqu’ils émergent de la membrane cytoplasmique, durant leur transport à 

travers celle-ci en formant des liaisons hydrogène impossible (Leclercq et Cattoir, 2012). 

Cette fixation inhibe la transglycosylase (Kahne et al., 2005) (Figure 6) l’enzyme qui assure le 

transfert du disaccharide du précurseur de la peptidoglycane au polymère glycane en 

formation (Typas et al., 2012). 
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Les inhibiteurs des béta-lactamases ont un mécanisme identique à une action suicide. En effet, 

l’enzyme ß-lactamase reconnaît son inhibiteur comme substrat. L’inhibiteur se lie à la serine 

du site actif de manière irréversible et provoque une double inactivation : sa propre 

inactivation et celle de l’enzyme (Brown et al., 1996). L’antibiotique ß-lactamine non inactivé 

se fixe sur les PLP et exerce son activité pharmacologique. 

Quant à la fosfomycine, elle agit au niveau des étapes précoces de la synthèse du 

peptidoglycane (Figure 6). Elle se comporte comme un analogue du phosphoénolpyruvate et 

inhibe l’enzyme pyruvyl transférase qui bloque la synthèse de la NAM, un des constituants 

essentiels de la peptidoglycane de la paroi bactérienne (Kahan et al., 1974 ; Jin et al., 2012). 

- Action sur la membrane des cellules 

La perméabilité de la membrane est la première étape impliquée dans la résistance des 

bactéries aux antibiotiques (Pagès et al., 2008). Les modifications de cette perméabilité 

membranaire sont largement responsables de la diminution drastique de la sensibilité aux 

antibiotiques (Delcour, 2009 ; Cox et Wright, 2013). Parmi les antibiotiques qui agissent sur 

la membrane cellulaire, les polymyxines exercent leur activité bactéricide en se liant aux 

phospholipides et aux lipopolysaccharides (LPS) de la membrane cellulaire des bactéries, 

entraînant une fuite des composants intracellulaires et par conséquent la mort cellulaire 

(Arnold et al., 2007 ; Vaara, 2010). En effet, les LPS sont des composants de structure de la 

membrane externe bactérienne comprenant l'antigène O, un polysaccharide et un noyau 

lipidique qui ancre dans la membrane externe (Valvano, 2011) (Figure 7). Ils portent une 

charge négative qui confère l'intégrité et la stabilité à la membrane externe bactérienne. Les 

polymyxines, ayant une charge positive (Mg
2+

 ou Ca
2+

), se lient sur le lipide A, entraînant la 

déstabilisation et la désintégration de la membrane externe (Clausell et al., 2006 ; Arnold et 

al., 2007 ; Vaara, 2010). 
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Figure 7 : Schéma de la structure chimique du LPS bactérien (Pupo et Hardy, 2009). 

Les imidazoles inhibent l'accumulation des stérols méthylés, dont le rôle est de renforcer la 

membrane cellulaire grâce à leur propriété amphiphile qui leur permet de s’intégrer dans la 

bicouche lipidique (Xi et al., 2008). Cette inhibition entraîne la destruction de la composition 

de la bicouche lipidique des membranes. Certains imidazoles, à des concentrations élevées, 

peuvent exercer une action inhibitrice directe sur la membrane, sans interférence avec les 

stérols et les esters de stérols (Ujjinamatada et al., 2007 ; Xi et al., 2008). 

- Action sur les acides nucléiques 

La synthèse des acides nucléiques, ADN et ARN, est absolument vitale pour les cellules. Sans 

cette synthèse, la division cellulaire et la fabrication des protéines sont impossibles. Un 

certain nombre de composés peuvent bloquer de manière directe ou indirecte ces voies de 

biosynthèse des acides nucléiques, et ont en conséquence une activité antibiotique. Les 

quinolones provoquent la mort cellulaire bactérienne en inhibant la synthèse de l'ADN. Ils 

interfèrent avec le maintien de la topologie chromosomique en ciblant la topoisomérase II et 

la topoisomérase IV. Le piégeage de ces enzymes, au stade de clivage de l'ADN, inhibe le 

surenroulement de l'ADN, la transcription et la réparation (Hooper, 2000 ; Drlica et al., 2008 ; 

Cattoir, 2012). Ce qui conduit à la formation de cassures au niveau de l'ADN double brin et 

par la suite à la mort cellulaire (Figure 8). 
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Figure 8 : Mode d’action des quinolones (Kohanski et al., 2010). 

La rifampicine agit en se liant à la sous-unités β de l'ARN polymérase, enzyme responsable de 

la transcription de l’ADN des bactéries, empêchant ainsi la transcription de l'ADN en ARN 

(Hartmann et al., 1967 ; Floss et Yu, 2005). 

- Action sur la synthèse des protéines 

La synthèse des protéines est un processus essentiel des cellules vivantes. L'acteur central de 

ce processus, dans lequel l'ARNm est traduit en protéine, est le ribosome. Ce processus se 

produit en trois phases séquentielles (Initiation, Elongation, Terminaison) (Figure 9), et il 

implique le ribosome et une gamme de facteurs cytoplasmiques (Filipovska et Rackham, 

2013). Les détails du mécanisme de traduction et les ribosomes des bactéries sont 

sensiblement différents de ceux des eucaryotes (Filipovska et Rackham, 2013). Il existe un 

grand nombre de molécules antibiotiques qui exploitent ces différences et sont capables de 

bloquer sélectivement la traduction des protéines (Targant 2010) (Figure 9). 

Les tétracyclines se fixent au niveau du site A de la sous-unité 30S du ribosome, bloquant la 

liaison de l’aminoacyl-ARNt (Chopra et Roberts, 2001 ; Soares et al., 2012). Il en résulte une 

inhibition de la synthèse des protéines, avec des effets bactériostatiques (Figure 9). De même, 

les aminoglycosides se lient aux polysomes et interfèrent dans la synthèse protéique. La cible 

prioritaire des aminoglycosides est la sous-unité 30S, ils inhibent la reconnaissance du codon 

de l’acide ribonucléique messager (ARNm) avec l’anticodon de l’ARNt (Zhang et al., 2008 ; 

Coiffier et Albert, 2012) (Figure 9). Les phénicolés (Chloramphénicol) se fixent à la sous-

unité 50S des ribosomes bactériens. Ils inhibent la synthèse des protéines en empêchant la 

liaison du complexe aminoacyl-ARNt à son site de fixation, et donc la réaction de 

transpeptidation (Aakra et al., 2010 ; Adebusuyi et Foght, 2013) (Figure 9).  
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Comme les phénicolés, les macrolides se fixent sur la sous-unité 50S du ribosome au niveau 

du site P, ils empêchent ainsi le transfert du complexe peptidyl-ARNt depuis le site P vers le 

site A, ce qui entraîne une inhibition de l'élongation de la chaîne peptidique (Tenson et al., 

2003 ; Gamerdinger & Deuerling, 2012) (Figure 9). 

 

Figure 9 : Synthèse des protéines et les sites d’action des antibiotiques (Targant 2010). 

e. Conséquences de l’utilisation abusive des antibiotiques 

Dès1945, Alexandre Fleming avait signalé que l’utilisation inappropriée de pénicillines 

pouvait conduire à la sélection des souches résistantes de Staphylococcus  aureus. Quelques 

années après avoir introduit la pénicilline en thérapeutique, plus de 50% des souches de S. 

aureus étaient devenues résistantes (Levy, 2002). Après les années 1960, la recherche s’est 

focalisée à la recherche des nouveaux antibiotiques contre les souches de S. aureus résistantes 

à la méticilline (SARM) (Jevons et al., 1963). Ainsi, pour chaque nouveau antibiotique 

introduit en thérapeutique, la découverte de souches bactériennes résistantes à cet antibiotique 

est fréquemment rapportée (Guillemot & Leclercq, 2005 ; Wright, 2012). 

En effet, les bactéries sont devenues résistantes à la plupart des agents antimicrobiens naturels 

qui ont été développés au cours des 50 dernières années (Hancock, 2007). Cette résistance 

limite de plus en plus l'efficacité des antibiotiques actuels. Le problème n'est pas seulement la 
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résistance aux antibiotiques, mais aussi l’apparition de la multirésistance (Wright, 2012). En 

2004, plus de 70% des bactéries pathogènes ont été estimées être résistantes à, au moins, l'un 

des antibiotiques actuellement disponibles (Katz et al., 2006). Ces bactéries multirésistantes 

peuvent conduire à des impasses thérapeutiques (Vogtlander et al., 2004 ; Kumarasamy et al., 

2010 ; Wright 2012), et à des problèmes d’épidémies comme le cas de SARM et 

d’Enterocoques résistants à la vancomycine (Kelly et Monson, 2012 ; Majumdar et 

Padiglione, 2012). 

Le problème de l’émergence de la résistance des bactéries aux antibiotiques est d’autant plus 

inquiétant que l’arrivée de nouvelles molécules dans cette classe thérapeutique s’est fortement 

ralentie (Alanis, 2005 ; Wright, 2012). Le développement des résistances bactériennes 

progresse plus rapidement que le développement des antibiotiques et laisse entrevoir une 

augmentation des difficultés thérapeutiques.  

VII. Plantes aromatiques et médicinales au Maroc : de la botanique à l’huile 

essentielle - phytothérapie 

 Généralités sur les plantes aromatiques et médicinales 1.

Dans les pays développés et les pays en voie de développement, les applications médicales de 

produits à base de plantes sont fréquentes dans les communautés pauvres depuis l'Antiquité 

(Yadaiah et al., 2011). Selon l’OMS (2002), plus de 80% de la population en Afrique utilisent 

les plantes médicinales dans le traitement des maladies graves, alors qu’en Europe, en 

Amérique du Nord et dans d’autres régions industrialisées, plus de 50 % de la population a eu 

recours au moins une fois à la médecine complémentaire. Ce recours peut s’expliquer par le 

fait que les plantes sont disponibles partout et c’est une médecine qui est abordable surtout 

dans les pays en voie de développement. De plus, les effets secondaires causés par les plantes 

sont minimes voire absents par rapport aux médicaments synthétiques (Cowan, 1999).  

Le marché mondial des Plantes Aromatiques et Médicinales (PAM) est estimé à 19,4 

milliards dollars (Neffati,  2014). Au Maroc, la flore est riche avec environ 4200 plantes dont 

800 sont exploitées dans des conditions souvent artisanales ignorant tous des modalités 

modernes de production, de commercialisation et de valorisation (Bellakhdar, 1984). 

Pourtant, ce secteur pourrait contribuer de façon appréciable au développement socio-

économique du pays. Les valeurs des exportations des aromates et produits d’herboristerie ont 

varié entre 40 et 60 millions de DH/an entre 1995 et 2003. 
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Les plantes produisent une énorme variété de métabolites secondaires, et il est communément 

admis qu'une partie importante de cette diversité chimique sert à protéger les plantes contre 

les microbes pathogènes (Dixon 2001 ; Gibbons 2008). Ces substances végétales sont classées 

comme phyto-anticipines, des composés qui sont présents de manière constitutive, ou 

phytoalexines, dont les niveaux augmentent fortement en réponse à l'invasion microbienne. 

On distingue plusieurs groupes chimiques, les phénols (simples phénols, acides phénoliques, 

quinones, flavonoïdes, flavones, flavonols, tannins et les coumarines), les alcaloïdes, les 

terpénoïdes, les lectines et polypepdides. Cowan (1999) a fait une revue sur ces composés en 

mettant en exergue leur activité biologique surtout l’activité antimicrobienne. Leur 

mécanisme d’action passe par la désorganisation de la membrane plasmique, la formation des 

complexes avec la paroi, l’inhibition des enzymes, et l’interaction avec l’ADN (Tableau 2) 

(Cowan, 1999). 

Ainsi, les propriétés antimicrobiennes des PAM sont connues depuis l’antiquité. Toutefois, il 

aura fallu attendre le début du 20ème siècle pour que les scientifiques commencent à s’y 

intéresser (Yano et al., 2006). Depuis, une attention particulière s’est portée sur les composés 

phytochimiques naturels et potentiels qui ont montré une appréciable activité antimicrobienne 

(Helander et al., 1998 ; Bozin et al., 2006 ; Matasyoh et al., 2009). 

Ces produits naturels sont relativement non toxiques, peu coûteux et disponibles. Au cours 

des deux dernières décennies, plus de 25% des médicaments sont utilisés en médecine 

traditionnelle directement dérivés des plantes, tandis que 25% ont été modifiés chimiquement 

à partir de produits naturels (Vuorelaa et al., 2004). 
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Tableau 2 : Classes majeures des composés antimicrobiens d’origine végétale et leurs mécanismes 

d’action (Cowan, 1999). 

 

a. Historique 

Les végétaux peuplaient la planète bien avant l’homme et ont d’abord servi à le nourrir via la 

cueillette puis la culture (Lorrain, 2013). Leur emploi a rapidement évolué en constatant leurs 

propriétés thérapeutiques pour traiter les blessures et les maladies. L’utilisation des arômes 

était également connue des civilisations de l’antiquité pour des usages religieux, cosmétiques 

mais aussi thérapeutiques (Lardry & Haberkorn, 2007). Ce sont les égyptiens, 3150-1085 

avant Jésus-Christ, de l’époque pharaonique, qui furent les premiers à avoir recours aux 

plantes aromatiques pour embaumer les morts, avec notamment un mélange d’huiles 

essentielles comme l’huile de cèdre, de basilic (Franchomme et al., 1990 ; Abrassart, 1997), et 

en utilisant des plantes aux propriétés antiseptiques connues comme le nard de l’Himalaya, la 

cannelle, le ciste, des produits de sécrétion aromatique comme l’encens ou la myrrhe (Lonic-
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Marinier & Lobstein, 2013). En Grèce antique, Hyppocrate indiquait les bains aromatiques 

dans le traitement des maladies de la femme (Lardry & Haberkorn, 2007). Et dans les grandes 

épidémies, on faisait brûler de la lavande, sarriette, romarin et de l’hysope (Franchomme et 

al., 1990). En Inde, à l’âge d’or de la médecine ayurvédique coïncidant avec l’apogée du 

boudhisme (de 327 av. J-C. à 750 apr. J-C.), on conseillait couramment les plantes 

médicinales et aromatiques pour différentes indications : massages, bains, hygiène, santé et 

diététique (Lardry & Haberkorn, 2007 ; Roulier, 1990). Au 1er siècle apr. J-C., apparut le 

traité intitulé « De materia medica » écrit par Dioscoride, médecin et grand voyageur, dressant 

l’inventaire de 519 espèces de plantes et qui servira de référence dans la société Romaine et 

Arabe. Les arabes ont ainsi poursuivi les recherches sur les plantes médicinales en devenant 

les premiers à mettre au point la distillation des plantes, permettant d’en extraire l’huile 

essentielle, il y a de cela plus de mille ans (Nogaret-Ehrhart, 2008). 

Cependant, avec les progrès de la science, l’avènement de la pharmacologie de synthèse 

(l’aspirine, la pénicilline, etc.) et l’émergence de la médecine basée sur la preuve, l’usage des 

médicaments chimiques a pris son essor, et ce depuis la seconde guerre mondiale, tandis que 

la phytothérapie ainsi que l’aromathérapie ont perdu de leur intérêt. 

Récemment, depuis le début des années 2000, il y a un retour en force vers cette discipline 

alternative. En effet, la prise de conscience par les patients et le personnel médical d’une 

image de plus en plus défavorable des médicaments de synthèse suite à l’apparition des effets 

indésirables, d’une efficacité parfois insuffisante ou nulle, l’émergence de résistances 

bactériennes a renvoyé à nouveau vers l’usage de produits naturels à base de plantes 

médicinales qui semblent avoir de grands avantages.  

b. Plantes médicinales et aromatiques à visée thérapeutique au Maroc 

Le Maroc constitue un climat et un cadre favorable à la culture d’une flore riche et variée. Sur 

les 7000 espèces et sous-espèces existantes, on retrouve environ 537 espèces endémiques du 

pays et 1625 rares ou menacées (Benabid, 2000). Le Maroc occupe ainsi la première place 

parmi les pays du Sud de la Méditerranée pour sa richesse en plantes endémiques. On compte 

800 espèces potentiellement exploitables de PAM (Fennane, 1998). Vu cette richesse, le 

Maroc dispose d’un savoir-faire ancestral pour la médication par les plantes. En effet, il existe 

un véritable arsenal thérapeutique traditionnel de recettes et de pratiques au sein de notre 

pays, issu de traditions et de croyances, transmis à travers les générations et/ou recueilli 

auprès des herboristes et enrichi par les expériences personnelles ou celles des proches. 
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Cette pratique de la médecine traditionnelle est liée à plusieurs paramètres : âge, sexe, niveau 

d’étude, situation familiale, type de maladie, famille des plantes utilisées, connaissances sur la 

toxicité des plantes (Benkhnigue et al., 2011 ; Mehdioui & Kahouaji, 2007). 

Plusieurs enquêtes ont été menées au Maroc dans l’optique de recenser et répertorier les PAM 

les plus fréquemment utilisées et collecter les informations sur les usages thérapeutiques 

pratiqués par la population locale en fonction des différentes régions du pays et des 

pathologies à traiter.  

2 Généralités sur les huiles essentielles 

Les huiles essentielles (HE) sont des substances odorantes et volatiles, non grasses, extraites 

d’un végétal sous forme liquide (Couic-Marinier & Lobstein, 2013a-c). Elles sont synthétisées 

par des plantes aromatiques en tant que métabolites secondaires (Bakkali et al., 2008). La 

plupart des végétaux renferment des HE, mais habituellement en quantité infime. Seules les 

plantes dites aromatiques en produisent en quantité suffisante (Lardry & Haberkorn, 2007). 

Ces dernières fabriquent les huiles essentielles pour se protéger, se soigner, se réparer : elles 

leur servent à séduire les insectes pollinisateurs, se protéger des brûlures du soleil ou du froid, 

des prédateurs et des maladies, et enfin à guérir (blessures, maladies, attaques diverses, etc.) 

(Festy, 2011). 

a. Définition des huiles essentielles  

Il s’agit d’un extrait pur et naturel provenant des plantes aromatiques (Roulier, 1990 ; 

Wegrzyn & Lamendin, 2005). Cet extrait concentre l’essence de la plante, autrement dit son 

parfum. Il s’agit de substances odorantes, volatiles, de consistance huileuse, très concentrées, 

offrant une forte concentration en principes actifs (Lardry & Haberkorn, 2007). Il faut ainsi 

une très grande quantité de plantes fraîches pour obtenir quelques millilitres d’huiles 

essentielles (Nogaret-Ehrhart, 2008). 

On ne peut définir une essence sans définir sa méthode d’extraction. Selon la pharmacopée 

européenne (AFSSAPS, 2008) : « Produit odorant, généralement de composition complexe, 

obtenu à partir d’une matière première végétale botaniquement définie, soit par entraînement 

par la vapeur d’eau, soit par distillation sèche, ou par un procédé mécanique approprié sans 

chauffage. L’huile essentielle est le plus souvent séparée de la phase aqueuse par un procédé 

physique n’entraînant pas de changement significatif de sa composition » Selon AFNOR 

(Association Française de Normalisation), les huiles essentielles sont des produits 

généralement odorants, obtenus soit par entraînement à la vapeur d’eau, de végétaux ou de 
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parties de végétaux, soit par expression du péricarpe frais de certaines citrus. Cette définition 

excluant les essences obtenues par d’autres procédés d’extraction. 

b. Répartition des huiles essentielles dans la plante 

Les huiles essentielles se rencontrent dans tout le règne végétal. Cependant, elles sont 

particulièrement abondantes chez certaines familles (Mann, 1987) telles que  les Conifères, 

les Rutacées, les Ombellifères, les Myrtacées, les Lamiacées, les Poacées. Elles sont présentes 

dans différents organes végétaux producteurs, variant en fonction de la zone productrice du 

végétal (Lamendin, 2004 ; Raf et al.,1995) : les sommités fleuries (lavande, menthe, etc.), 

dans les racines ou rhizomes (ex: vétiver, gingembre), dans les écorces (ex: cannelles), le bois 

(ex: camphrier), les fruits (ex: citron), les graines (ex: Muscade) et sont contenues dans des 

structures spécialisées à savoir : les poils, les canaux sécréteurs et les poches (Lonic-Marinier 

& Lobstein, 2013). Les HE peuvent être accumulées dans tous les types d’organes végétaux 

par exemple des fleurs (oranger, rose, lavande) mais aussi des feuilles (citronnelle, 

eucalyptus, laurier noble) et bien que cela soit moins habituel, dans des écorces (cannelier), 

des bois (bois de rose, camphrier, santal), des racines (vétiver), des rhizomes (curcuma, 

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

La biosynthèse et l’accumulation des molécules aromatiques sont généralement associées à la 

présence de structures histologiques spécialisées. Ces structures, sont souvent situées sur, ou à 

proximité de la surface de la plante et elles varient selon les familles botaniques, poils 

sécréteurs externes dans le cas des Labiées et des Géraniacées, cellules sécrétrices dans le cas 

des Lauracées, des Magnoliacées et des Pipéracées, poches sécrétrices dans le cas des 

Myrtacées et des Aurantiacées et canaux sécréteurs pour les Ombellifères et les Conifères 

(Haddouchi & Benmansour, 2008).  

c. Caractères physico-chimiques des HE 

Les huiles essentielles sont liquides à température ambiante mais aussi volatiles, ce qui les 

différencie des huiles dites fixes. Elles sont liposolubles et solubles dans les solvants 

organiques usuels ainsi que dans l’alcool, entraînables à la vapeur d’eau mais très peu 

solubles dans l’eau (AFSSAPS, 2008). Il faut donc impérativement un tensioactif pour 

permettre leur mise en suspension dans l’eau. Elles présentent une densité en général 

inférieure à celle de l’eau et un indice de réfraction élevé. Elles sont pour la plupart colorées 

(rougeâtre pour les huiles de cannelle et une variété de thym, jaune pâle pour les huiles de 

sauge sclarée et de romarin officinal). Elles sont altérables et sensibles à l’oxydation. Par 

conséquent, leur conservation nécessite de l’obscurité et de l’humidité. De ce fait, l’utilisation 
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de flacons en verre opaque est conseillée (Lonic-Marinier & Lobstein, 2013). Elles sont 

constituées de molécules à squelette carboné, le nombre d’atomes de carbone étant compris 

entre 5 et 22 (le plus souvent 10 ou 15) (AFSSAPS, 2008). 

d. Facteurs influençant la composition chimique des HE 

La composition des huiles essentielles varie en fonction de différents facteurs, incluant le 

stade de développement des plantes, les organes prélevés, la période et la zone géographique 

de récolte. Elle peut aussi être modifiée au cours de l’extraction ou durant la conservation 

(Merghache et al., 2009 ; Boukhatem et al.,2010 ; Sui et al., 2012; Karamanos & 

Sotiropoulou, 2013; Zaouali et al., 2013 ; Wu et al., 2013). L’étude de la composition 

chimique est généralement effectuée par chromatographie en phase gazeuse (CPG) et par la 

spectrométrie de masse (SM). La résonance magnétique nucléaire (RMN) peut également être 

utilisée pour identifier les constituants des huiles essentielles (Boukhebti et al., 2011 ; Darriet-

Giudicelli, 2011).  

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes qui peuvent contenir environ 20 à 60 

composants aux concentrations différentes. Elles sont cependant caractérisées par 2 à 3 

composés majoritaires présents relativement en forte concentration, de 20 à 70% par rapport 

aux autres constituants présents parfois sous forme de traces et qui confèrent aux HE leurs 

propriétés thérapeutiques (Bakkali et al., 2008). La plupart des composants des HE sont inclus 

dans deux groupes selon la voie métabolique empruntée: les composés terpéniques 

(hydrocarbures) et les composés aromatiques dérivés du phénylpropane (composés oxygénés). 

Les deux sont synthétisés à travers deux voies métaboliques séparées: la voie métabolique 

secondaire de l’acide mévalonique pour les terpènes et la voie de l’acide shikimique pour les 

dérivés du phénylpropane (Amlan, 2011 ; Djilani & Dicko, 2012). Les terpénoïdes 

représentent le groupe le plus diversifié des métabolites secondaires, végétaux, plus de 15 000 

composés différents sont décrits dans la littérature. Ils dérivent d’une structure de base à cinq 

carbones (C5H8), communément appelée isoprène. Selon le nombre répétitif de cette unité, 

les terpénoïdes sont classés en: monoterpénoïdes (C10), sesquiterpénoïdes (C15) et 

diterpénoïdes (C20). Dans la composition de la plupart des huiles essentielles les 

monoterpénoïdes C10 et les sesquiterpénoïdes C15 forment la majeure partie ui peut être 

extraite par distillation. Les autres terpènes (diterpènes C20 et triterpènes  C30) n’étant pas 

entraînés par la vapeur d’eau (Calsamiglia et al., 2007 ; Amlan, 2011 ; Couic-Marinier & 

Lobstein, 2013b).  

Les composantes des huiles essentiels sont classés selon :  
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 Leurs fonctions : alcools (géraniol, linalol), esters (acétate de linalyle), aldéhydes 

(citral, citronellal), cétones (menthone, camphre, thuyone), éthers-oxydes (cinéole) 

 Leurs structures : linéaire (farnésène, farnésol), monocyclique (humulène, 

zingiberène), bicyclique (cadinène, caryophyllène, chamazulène) ou tricyclique 

(cubébol, patchoulol, viridiflorol).  

Les phénylpropanoïdes sont moins fréquents par rapport aux terpénoïdes. Néanmoins, 

certaines plantes possèdent ces composés avec des proportions significatives. Les 

phénylpropanoïdes dérivent majoritairement de la phénylalanine. Ils sont constitués d’une 

chaîne carbonée liée à un noyau aromatique à six carbones (Calsamiglia et al., 2007 ; Bakkali 

et al., 2008). 

e. Contrôle de la qualité des HE 

Les huiles essentielles doivent répondre à des normes analytiques, établies par des 

commissions nationales et internationales d’experts et imposées par les pays importateurs ou 

exportateurs. Les points de contrôle à effectuer pour se prémunir de la falsification des huiles 

essentielles et éviter les confusions entre les différentes espèces concernent l’origine 

géographique, l’espèce botanique, l’organe producteur (feuilles, fleurs, fruits, écorces, etc.) et 

les caractéristiques physico-chimiques (couleur, odeur, densité et indice de réfraction). Tout 

ceci permettra d’utiliser une appellation présente dans la nomenclature botanique 

internationale (Bego, 2003). 

L’Institut de Normalisation Scientifique d’Aromatologie INSA a retenu trois critères pour 

conférer aux huiles essentielles le label «HEBBD» : Huile Essentielle Botaniquement et 

Biochimiquement Définie (Lamendin, 2004). Il s’agit de : 

 L’espèce botanique 

 L’organe producteur 

 Le chémotype ou chimiotype de la plante retrouvé grâce à une analyse 

chromatographique et spectrométrique identifiant les molécules contenues dans l’huile 

essentielle. 

f. Procédés d’extraction des HE  

La quantité d'huile essentielle contenue dans les plantes est toujours faible, parfois très faible, 

voire infime. Il faut parfois plusieurs tonnes de plantes pour obtenir un litre d'huile essentielle.  

L’extraction des HE est certainement la phase la plus délicate. Elle a pour but de capter les 

produits les plus subtils et les plus fragiles élaborés par le végétal. Il existe différents procédés 
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d'extraction, mais le choix de la méthode utilisée définit obligatoirement la nature de l’essence 

ainsi que son éventuelle utilisation.  

L'entraînement par la vapeur ou l'hydro-distillation de la plante fraîche ou sèche reste la 

technique la plus utilisée. On distingue les procédés suivants : 

 Extraction par expression à froid 

 Extraction par distillation et entraînement à la vapeur d’eau 

 Hydro-distillation ou distillation à l’eau 

 Enfleurage 

 Extraction par les solvants organiques 

 Extraction par le CO2. 

g. Méthodes d’analyse des HE 

Quel que soit le domaine d’utilisation des huiles essentielles (parfumerie, cosmétique, 

industrie pharmaceutique et agroalimentaire), une parfaite connaissance de leur composition 

chimique est nécessaire pour en contrôler la qualité et y déceler une éventuelle spécificité en 

vue de leur valorisation. Ainsi l’analyse des huiles essentielles, qui consiste en des méthodes 

de séparation et d’identification des composants, reste une étape importante. Cependant, elle 

demeure une opération délicate nécessitant la mise en œuvre de diverses techniques (Joulain, 

1994). 

La chromatographie est le procédé fréquemment utilisé pour séparer les constituants des 

huiles essentielles. Elle se base sur les différences d'affinités des substances à analyser à 

l'égard de deux phases, l'une stationnaire ou fixe, l'autre mobile. La séparation des 

composants entraînés par la phase mobile, résulte soit de leurs adsorptions et désorptions 

successives sur la phase fixe, soit de leurs solubilités différentes dans chaque phase (Schwedt, 

1993). Plusieurs méthodes existent : 

 Chromatographie sur couche mince (CCM) 

 Chromatographie en phase gazeuse (CPG) 

 Chromatographie en phase gazeuse couplée à la spectrométrie de masse (GPC/SM) 

 Chromatographie liquide à haute performance (CLHP) 

 Résonnance Magnétique Nucléaire (RMN). 

h. Toxicité des HE 

Bien que d’origine naturelle, les huiles essentielles peuvent se révéler dangereuses pour la 

santé. Il est ainsi important de connaître le produit, le choisir selon des critères qualificatifs 

rigoureux (produit de qualité non falsifié, non contaminé par des pesticides), de respecter 
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scrupuleusement les doses et de choisir le mode d’administration adéquat, et ce afin d’éviter 

la survenue d’effets indésirables, voire même des interactions avec d’autres médicaments. 

Ainsi, les huiles essentielles peuvent s’avérer allergisantes, photosensibilisantes, cytotoxiques, 

irritantes, néphrotoxiques, hépatotoxiques, neurotoxiques, etc. On distingue : 

- la Toxicité par voie orale,  

- la toxicité dermique 

- la Cytotoxicité 

- la Neurotoxicité. 

i. Activité antimicrobienne des HE 

Les propriétés médicinales des huiles essentielles sont nombreuses : antispasmodique, 

expectorant, rafraîchissant, diurétique, antiseptique. Cependant, dans ce travail, nous allons 

nous limiter à leurs propriétés antimicrobiennes qui constitueront l’essentiel de notre étude de 

recherche. 

Les vertus antimicrobiennes des huiles essentielles sont bien connues et bien documentées. En 

effet, de nombreux travaux de recherche ont mis en évidence leur puissante activité 

antiseptique agissant aussi bien sur les bactéries, les champignons pathogènes que sur les 

virus (Safaei-Ghomi & Ahd, 2010 ; Belletti et al., 2008) leur conférant ainsi diverses 

indications thérapeutiques. 

j. Activité bactéricide et bactériostatique des HE 

L’activité antibactérienne des huiles essentielles a été la plus étudiée. On distingue deux 

sortes d’effets des huiles essentielles sur ces microorganismes : 

- Effet bactéricide (bactéricidie) : exerçant une activité létale 

- Effet bactériostatique (bactériostase) : entraînant une inhibition de la croissance. 

Cependant, il a été démontré que certains constituants chimiques des huiles essentielles ont 

des propriétés bactéricides (Kunle et al., 2003). En effet, des dommages au niveau des cellules 

de différents microorganismes ont été rapportés et illustrés par microscopie électronique. 

Citons l’effet bactéricide des huiles essentielles riches en monoterpénols et en phénols sur 

Staphylococcus aureus (Desjobert et al., 1997), ou encore celui de l’Origanum compactum sur 

Escherichia coli (Burt & Reinders, 2003). 

Toutefois, cette action bactéricide des huiles essentielles sur la cellule bactérienne demeure 

encore insuffisamment élucidée (Lakhdar et al., 2012).  
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Plusieurs mécanismes seraient mis en jeu : 

- Précipitation des protéines et des acides nucléiques (Rafi et al., 1994). 

- Inhibition de la synthèse des macromolécules (AND, ARN, protéines et peptido-glycanes 

(Combe et al., 1988). 

- Inhibition de la perméabilité membranaire sélective (Bouchikhi, 1994) et détérioration 

membranaire. 

- Inhibition de la glycolyse et déplétion potassique (Cox et al., 1998). 

- Modification de la morphologie de la cellule bactérienne (Pattnaik, 1995). 

- Absorption et formation d’un film autour de la cellule bactérienne avec inhibition des 

processus de respiration, d’absorption et d’excrétion (Rafi et al., 1994). 

k. Facteurs influençant l’activité antimicrobienne des HE 

L’efficacité antimicrobienne des HE dépend de deux principaux paramètres : l’huile 

essentielle et sa composition chimique d’une part, et le microorganisme (type, structure, etc.) 

d’autre part (Kalemba & Kunicka, 2003). 

l. Activité liée à la composition chimique 

L’activité des huiles essentielles est souvent réduite à l’activité de ses composés majoritaires, 

ou ceux susceptibles d’être actifs. Toutefois, les composés minoritaires pourraient agir de 

manière synergique (Lahlou, 2004). 

De nombreuses études ont mis en évidence une activité antimicrobienne qualitativement 

similaire entre les huiles essentielles et leurs composés chimiques testés isolément. 

Cependant, il existe des différences quantitatives. En effet, il a été prouvé que l’effet 

antimicrobien des HE est supérieur à celui des composés majoritaires de l’huile testés 

séparément (Didry et al., 1993 ; Lahlou, 2004). Selon l’étude de Lambert et al. (2001), les 

composés chimiques des HEs, connus pour leur efficacité antimicrobienne et leur large 

spectre, sont les phénols (thymol, carvacrol et eugénol), les alcools, (α-terpineol, terpinen-4-

ol, linalol), les aldéhydes, les cétones et plus rarement les carbures (Cosentino et al., 1999 ; 

Dorman & Deans, 2000). 

Les phénols, dont le thymol et l’eugénol, sont responsables de l’activité bactéricide des HE 

Cox et al., 2000 ; Lambert et al., 2001 ; Burt & Reinders, 2003). Ils produisent des dégâts 

irréversibles au niveau de la membrane (Pibiri, 2006). Cependant, il est à signaler que les 

phénols seuls ne sont pas responsables de l’intégralité de l’activité des HE; les autres 

composés chimiques doivent également être pris en compte (Cosentino et al., 1999). De leur 

part, les alcools sont généralement plus connus pour leur activité létale que bactériostatique 
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sur les cellules végétatives, en dénaturant les protéines (Dorman & Deans, 2000). Quant aux 

aldéhydes, fortement électronégatif à double liaison, deviennent de puissants agents 

antimicrobiens en réagissant avec les composés nitrés vitaux (protéines et acides nucléiques) 

des bactéries (Desjobert et al., 1997 ; Dorman & Deans, 2000). 

m. Activité liée aux microorganismes 

Une HE peut être biocide vis-à-vis de certaines souches, biostatique vis-à-vis d’autres ou 

encore n’avoir aucun effet. Ceci peut être lié au type de microorganismes (à Gram positif ou à 

Gram négatif), à sa forme planctonique ou en biofilm, à son métabolisme et à sa résistance. 

En effet, les bactéries à Gram positif seraient plus résistantes aux HE que les bactéries à Gram 

négatif (Zaika 1988 ; Santos & Novales, 2012). 

Par ailleurs, l’activité antimicrobienne des HE diffère selon que la bactérie croît en forme 

planctonique ou au sein d’un biofilm bactérien. La résistance bactérienne aux HE, comme 

pour tout agent antimicrobien, semble être liée à la formation du biofilm (Alviano & Alviano, 

2009).  

n. Méthodes de détermination de l’activité antimicrobienne des HE in vitro  

La détermination du pouvoir antimicrobien des HE fait appel à plusieurs techniques 

expérimentales. Cependant, des difficultés pratiques liées à l'insolubilité des constituants des 

HE dans l'eau, de leur volatilité, de la nécessité de les tester à de faibles concentrations et des 

problèmes de standardisation des méthodes, peuvent avoir une influence sur les résultats. Les 

différents protocoles peuvent ainsi être classés selon : 

1. Le milieu dans lequel se fait la diffusion de l’HE, soit liquide, solide ou gazeux, 

2. La nature du contact de l’HE avec le germe : diffusion sur disque, en puits, en solution 

alcoolique ou dispersion dans un émulsifiant. Une première étape consiste à faire un 

«screening» ou une sélection des huiles ayant un effet antimicrobien potentiel. Il s’agit d’une 

étude préliminaire qualitative. 

Une seconde étape consiste à calculer quantitativement le degré d’activité antimicrobienne 

des HE sélectionnées, et ce en déterminant la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) et la 

Concentration Minimale Bactéricide (CMB) de ces huiles. La CMI est définie comme étant la 

concentration la plus faible d'un agent antimicrobien qui inhibe la croissance visible d'un 

micro-organisme après incubation, et la CMB comme la plus faible concentration 

d'antimicrobien qui tue 99,9% des microorganismes après sous-culture sur milieu sans 

antibiotique (Andrews, 2001 ; Cosentino et al., 1999). 
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3  Techniques de screening des HE 

a. Aromatogramme 

C’est une méthode de mesure in vitro du pouvoir antibactérien des HE (Girault et Bougeon, 

1971). Cet examen est équivalent à un antibiogramme où les antibiotiques sont remplacés par 

des essences préalablement sélectionnées et reconnues. Il s'agit d'une méthode en milieu 

gélosé à l'agar réalisée dans une boîte de Pétri. Le contact se fait par l'intermédiaire d'un 

disque de papier (de cellulose) de 6 mm sur lequel on dépose une quantité donnée d'HE (10 

μl) (Bound et al., 1993). Après ensemencement et incubation, on mesure le diamètre des 

zones d’inhibition. 

b. Technique de diffusion en puits  

Un puits d’environ 6mm est creusé au centre de la gélose dans lequel sera coulée une quantité 

d’HE pure ou diluée. Après incubation, des zones d’inhibition de croissance bactérienne sont 

obtenues (pour les huiles actives) et mesurées (Dorman et Deans, 2000).  

Pour ces 2 techniques, la sensibilité du germe testé peut être évaluée selon le diamètre 

d’inhibition obtenu. En effet, la sensibilité d’un germe est nulle pour un diamètre inférieur ou 

égal à 8mm. Elle est limitée pour un diamètre compris entre 8 et 14 mm, et moyenne pour un 

diamètre entre 14 et 20 mm. Pour un diamètre supérieur ou égale à 20 mm le germe est très 

sensible (Durafourd et al., 1990).  

4 Techniques de détermination de la CMI des HE 

a. Techniques de diffusion en milieu solide  

L’HE est mélangée aux concentrations désirées avec le milieu gélosé liquéfié par simple 

agitation manuelle. Après refroidissement, on ensemence et on incube (Taudou, 1990). 

L’adjonction d’un émulsifiant (Tween 80), inerte, stable et dépourvu d’action synergique 

antibiotique, peut être réalisée pour améliorer la solubilité de l’HE et sa diffusion dans la 

gélose (Perruci et al., 1994). Ainsi, l’HE est préparée dans une solution de Tween 80 à la 

concentration désirée. Le mélange est agité manuellement pendant 10 minutes, puis ajouté au 

milieu gélosé liquéfié. L’ensemble est coulé en boîte de pétri. L’ensemencement est effectué 

après refroidissement de la gélose.
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b. Techniques de diffusion en milieu liquide 

 Test de microdilution (Carson et al., 1995).  

L’incorporation de l’HE dans le milieu de culture liquide se fait en utilisant un émulsifiant 

(Tween 80) pour préparer les solutions de l’huile essentielle à la concentration désirée. La 

détermination de l’activité antimicrobienne de l’HE se fait au moyen d’une microplaque de 96 

puits. La détermination de la CMI est réalisée en faisant appel à un indicateur de croissance en 

solution (Triphényl Tétrazolium Chloride) (TTC). La croissance bactérienne est indiquée par 

l’apparition d’une couleur rouge de la solution témoignant de la réduction ou la précipitation 

du TTC. La CMI est ainsi déterminée par le dernier puits de la microplaque, par ordre 

décroissant de concentration, qui ne montre aucun changement de couleur. La CMB est 

calculée en transportant 10 μl des puits ne montrant pas de croissance bactérienne sur un 

milieu solide.  

 Test de macrodilution (Onawunmi, 1989).  

Le principe est le même que celui du test de microdilution, sauf qu’il est effectué dans des 

tubes contenant l’HE, à différentes concentrations, incorporée dans un bouillon de culture 

liquide. La CMI est déterminée au niveau du dernier tube ne montrant aucune croissance 

microbienne visible. 

c. Techniques de diffusion en phase vapeur 

 Méthode des micro-atmosphères (Kellner et Kobert 1954). 

Le disque imprégné d’essence est disposé au centre géométrique du couvercle de la boîte de 

pétri et non plus au contact avec la gélose. La boîte est hermétiquement fermée. Il se produit 

une évaporation des substances volatiles dans l'enceinte de la boîte. La lecture des résultats de 

ce test porte sur la croissance ou non de l’inoculum, se traduisant par un halo qui sera mesuré 

par un pied à coulisse. Cette méthode ne quantifie pas l'activité antimicrobienne réelle des 

HE, elle met en évidence seulement la sensibilité du microorganisme testé aux constituants 

volatils à la température d'incubation. 
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I. Contexte  

- Les Domaines Agricoles importent des œufs de chez Aqualande de France et réalisent 

la mi- incubation des œufs ouillées.   

- Depuis 1998, des mortalités saisonnières massives ont été enregistrées chaque année 

dans la station de pisciculture Ain Aghbal.  

Les examens effectués n’ont pas été suffisants pour confirmer et identifier la présence d'agent 

pathogène spécifique pour expliquer ces mortalités et lutter contre. Pour cela, le diagnostic 

réalisé par des experts en pisciculture et leur conclusion a rapporté que les alevins de la truite 

arc en ciel sont très sensibles aux manipulations d’élevage et sont porteurs d’un agent 

pathogène d'origine bactérienne.  

- La bactérie du genre Flavobacterium a été isolée et identifiée en 2001 en grande partie 

sur les alevins du Domaine probablement introduite dans les œufs importés de France. Cette 

bactérie a actuellement touché toutes les stations piscicoles du monde. Plusieurs travaux ont 

été entrepris pour éradiquer cet agent pathogène ou diminuer son impact sur la production 

aquacole. 

En raison du taux de mortalité élevé et les pertes économiques importantes touchant ce 

secteur par effet des flavobactériens, un protocole expérimental a été élaboré et suivi. Il s’est 

basé sur une inspection saisonnière pour :  

- Déterminer leur origine ; 

- Déterminer les conditions environnementales impliquées dans leur développement et 

leur pathogénicité ; 

- Déterminer le degré de température où ces bactéries perdent leur pouvoir pathogène. 

II. Introduction 

Au Maroc, comme en Europe, la production de poisson a doublé en dix ans, atteignant dans 

certains cas le stade industriel. L’aquaculture marocaine en eau froide produit principalement 

de la truite arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss). L'intensification de l'aquaculture s'est 

accompagnée du développement de diverses maladies non infectieuses liées aux conditions 

environnementales, nutritionnelles et génétiques du poisson, mais également des agents 

pathogènes infectieux. Différents bio-agresseurs, seuls ou combinés, peuvent infecter les 

poissons en élevage. 

L’objectif de cette étude est d’isoler et caractériser la bactérie responsable des mortalités chez 

les alevins de truite  arc en ciel élevée au sein de la station de pisciculture Ain Aghbal à Azrou 

(Maroc). 
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A l’échelle internationale, l’élevage des salmonidés souffrent des pathologies liées au genre 

flavobacterium, dont Flavobacterium psychrophilum et Flavobacterium columnare. F. 

psychrophilum est l’agent causal de deux maladies nommées : "Rainbow Trout Fry Syndrom" 

(RTFS) et "Bacterial Cold Water Disease" (BCWD). Cette bactérie affecte un large éventail 

d'espèces hôtes de poissons qui peuplent les eaux douces froides. Cette maladie se produit de 

façon prédominante en eau à une température inférieure à 16°C, et elle  est plus répandue et 

sévère à une température inférieure ou égale à 10°C. Elle se produit dans des populations des 

espèces particulièrement vulnérables aux infections, telles que les jeunes truitelles et saumons 

élevés en écloserie ou en milieu naturel. La deuxième espèce Flavobacterium columnare est 

l’agent causal de la maladie dite Colmonaris ou maladie des branchies, ce pathogène 

opportuniste affecte de nombreuses espèces de poissons. Sa virulence est exprimée à un 

intervalle de température allant de 15 à 35°C, dans lequel il peut se développer activement.  

F. psychrophilum et F. columnare sont les agents étiologiques de ces maladies, responsables 

de mortalités et de pertes économiques importantes dans l'industrie d’élevage des salmonidés 

dans le monde entier. 

Actuellement, aucun vaccin commercial efficace n’est disponible contre ces maladies. Le 

traitement se fait par l'administration orale d'une gamme de composés antimicrobiens dont 

certains se sont avérés inactifs, or les possibilités de développement de la résistance aux 

antibiotiques sont élevées. 

Le besoin de détecter rapidement les bactéries du genre Flavobacterium s’avère primordial 

pour réduire le taux de mortalité de la truite dans l'industrie piscicole tout en améliorant les 

mesures de contrôle.  

Le but de cette étude est de déterminer l’origine de cette bactérie et confirmer la présence de 

Flavobacterium au niveau des œufs, des poissons, de l’eau et du biofilm au sein de la station 

de pisciculture Ain Aghbal. Les données recueillies seront la base de l’élaboration d’une 

stratégie d’atténuation des mortalités et des importantes pertes économiques connues.  

III. Matériel et méthodes  

 Site d’étude 1.

Aujourd’hui, Les Domaines Agricoles amorcent un processus de développement très 

ambitieux, basé sur l’extension des activités et la consolidation de l’intégration verticale.  

L’entreprise est née en 1960 pour objectif, dixit son management, «de mettre en valeur les 

potentiels agricoles des régions défendant la notion de produits du terroir et d'être un modèle 
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pour l'agriculture nationale en prenant une part active dans la recherche et la diffusion de 

techniques agricoles respectueuses de la santé des consommateurs et de l'environnement». 

Le Domaine de Ain Aghbal qui relève des DOMAINES AGRICOLES, a été créé en 1989. 

Son principale activité est l’élevage des truites et leur transformation. Il est à 3 km à l’ouest 

de la ville d’Azrou, implanté sur les eaux pures et naturelles de la source Ain Aghbal.  

Ce domaine comporte deux stations piscicoles, une à Azrou dédiée à la reproduction (de 

l’écloserie au pré-grossissement) et la transformation des truites et une station de 

grossissement à 70km de la ville d’Azrou près des sources Oum Er-Rbia, profitant de la 

bonne qualité des eaux et du débit important toute l’année. 

2 Espèce de poisson étudiée  

Les truites sont des poisons téléostéens. Elles sont représentées par un genre, en particulier 

salmo (du latin salire, sauter) et par un grand nombre d’espèces, de sous-espèces et de 

variétés. Les espèces concernées par l’élevage sont : la truite fario (Salmo trutta fario) et la 

truite arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss) provenant de l’Amérique du Nord. 

 

Figure 10 : Apparence générale de la truite arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss,Walbaum, 1792). 

L’apparence générale de la truite arc-en-ciel est présentée dans la Figure 10. Les salmonidés 

ont un corps fusiforme, adapté à la nage en eau rapide. Cette famille se distingue également 

par la présence d’une nageoire adipeuse sans rayonnement osseux entre la nageoire dorsale et 

la nageoire caudale (Stewart et al., 2014) (Figure 11). Comme pour la plupart des autres 

salmonidés, la mâchoire inférieure de la truite mâle se courbe à la maturité sexuelle. Cette 

caractéristique permet au mâle de saisir la femelle lors de la fraie. 

La taille maximale de la truite arc-en-ciel est entre 1,20 m et 1,50 m selon le sexe, pour un 

poids d’approximativement 23 kg (Rioux, 2000). 
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Figure 11 : Anatomie interne et externe d’un salmonidé. 

La truite arc-en-ciel est sédentaire, elle vit dans les eaux froides et claires des fleuves et des 

lacs dans des zones à fort courant d’eau avec des rochers submergés et de la végétation 

aquatique (Courtemanche,  2003). On trouve également une variété dite «Truite à tête d’acier» 

vivant dans les estuaires, c’est la forme migratrice. 

La truite, a été introduite dans toute l’Europe au XIX siècle, aujourd’hui elle est d’un intérêt 

économique très important puisqu’elle est présente dans de nombreuses fermes piscicoles où 

son élevage est bien maitrisé.  

a. Méthodologie et relation avec la phase d’élevage 

La période de reproduction de la truite arc-en-ciel s’étale en hiver-printemps (Figure  12), 

Afin de réussir l’élevage des truites, des étapes préliminaires sont à suivre avec minutie : 

réception des œufs, incubation et éclosion, alevinage I et  alevinage II. Elles constituent les 

étapes clefs qui garantissent le bien-être de l’animal tout au long du cycle d’élevage et assure 

le gain économique.  
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Figure 12 : Cycle d’élevage de la truite arc-en-ciel. 

La truite arc en ciel ne peut pas vivre au-delà d’une certaine limite de tolérance physiologique 

conditionnée par les facteurs environnementaux tels que la température de l’eau, la salinité et 

l’apport en nourriture. Une température de l’eau supérieure à 20°C est reconnue pour être 

stressante chez la truite arc en ciel. 

Les truites peuvent également être victimes de certaines maladies ainsi que des prédateurs et 

des parasites. 

Les poissons sont des animaux poïkilothermes et sont donc dépendant de la température de 

l’eau. La truite arc-en-ciel peut vivre dans des eaux entre 0 et 25°C, avec une température 

optimale entre 10 et 20°C (Javaid et Anderson, 1967; Bidgood et Berst, 1969).  

La taille des croquettes évolue au fils du développement (du stade alevin à l’abattage), et donc 

en fonction de la taille de la bouche des poissons. La nourriture se compose d’huile végétale 

mais aussi et encore d’huile et de farine de poisson. 

La température la salinité de l’eau également vont notamment influer la quantité d’oxygène 

dissous dans l’eau. Ainsi, plus l’eau est chaude, plus le taux d’oxygène dissous est bas. 
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b. Evénements et facteurs inducteurs de maladies en élevage 

Les maladies sont certainement les facteurs de stress les plus importants. Certains micro-

organismes jouent un rôle considérable dans la pathologie des poissons, constituant parfois 

des fléaux majeurs. Elles peuvent être inféodées à une ou plusieurs espèces de poissons ; elles 

sont alors considérées comme de vrais pathogènes, capables d'infecter des animaux sains. La 

plupart ne sont cependant que des pathogènes opportunistes dont le pouvoir infectieux ne 

s'expriment qu'à la faveur d'un affaiblissement de ses défenses naturelles, liés aux 

perturbations de l'environnement ou aux pratiques d'élevage. Les élevages intensifs 

représentent ainsi le contexte le plus favorable au développement des pathologies bactériennes 

(Bernardet et al., 2006). 

b.1. Transports et manipulations 

Le transport des poissons entre unités d’élevage et de manière générale les manipulations des 

animaux sont des événements stressants. Ces manipulations peuvent être douloureuses pour 

l’animal et entrainer une perte de mucus et d’écailles (Ashley, 2007), et sont souvent 

associées à une mise hors de l’eau plus ou moins longue du poisson. Ces mises hors de l’eau 

entrainent une hypoxie plus ou moins importante en fonction de leur durée. Ainsi, l’étude de 

Vijayan et al. (1994) montre, par exemple, une augmentation du taux de cortisol chez la truite 

arc-en-ciel enfermée dans une épuisette pendant 3 minutes. 

b.2. Densité et interactions  

La densité d’élevage a également une influence sur le niveau de stress des salmonidés. La 

proximité entre les individus peut, en effet, augmenter les contacts entre les animaux et créer 

ainsi des lésions aux parties les plus proéminentes du corps, comme les nageoires. Turnbull et 

al. (2005) montrent que le bien-être des saumons Atlantique en cages marines, basé sur le taux 

de cortisol et les lésions des nageoires, et réduit à partir d’une densité d’élevage de 22 kg.m
-3

.  

L'environnement aquatique est une source de contamination importante, les pathogènes 

peuvent y survivre et parfois s'y multiplier. Les poissons eux-mêmes sont évidemment une 

importante source de contamination, qu'ils soient malades ou demeurés porteurs à la suite 

d'une infection clinique ou inapparente. 

Ce phénomène de portage, très répandu et parfois presque systématique, peut aussi être assuré 

par des espèces sauvages, sensibles ou non à la maladie. La transmission directe est le plus 

souvent horizontale mais il existe des cas de transmission verticale ; elle résulte généralement 

de la contamination superficielle des œufs mais la bactérie est parfois présente in ovo 

(Renibacterium salmoninarum, F. psychrophilum) (Bernardet et al., 2006). 
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b.3. Facteurs environnementaux 

Les facteurs environnementaux (température, matières en suspension, pH, gaz toxiques 

dissous, parasites externes, etc.), connus pour favoriser la plupart des processus 

pathologiques, peuvent être déterminants dans le déclenchement de la maladie quand on a 

affaire à des agents de type opportuniste.  

L’influence des facteurs abiotiques sur le niveau de stress des poissons est à noter par 

exemple, la teneur en oxygène dissous dans l’eau peut parfois être inférieure au besoin des 

salmonidés et engendrer ainsi un stress. La teneur en métaux lourds de l’eau d’élevage peut 

également engendrer un stress oxydatif chez les poissons. C’est le cas, par exemple, pour le 

mercure chez le saumon Atlantique (Berntssen et al., 2003). 

b.4. Maladies et parasites 

De nombreux virus, parasites et espèces bactériennes sont pathogènes pour les poissons, les 

infections les plus graves mettent en cause des agents microbiens spécifiques à des stades de 

croissance bien précis (Tableau 3). 

Tableau 3 : Principales pathologies infectieuses rencontrées chez la truite arc-en-ciel en fonction du 

stade de l’élevage et des saisons (Ferra, 2008). 

 

MRC : maladies réputées contagieuses soumises à déclaration obligatoire (Décret n° 2008-1155 du 7 novembre 2008). En 

rouge, les approches mises en œuvre pour limiter l’impact des pathologies sur l’élevage 
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c. Intérêt  

Cette étude a pour objectif spécifique de confirmer que les pathogènes du genre 

Flavobacterium sont effectivement  les  responsables des pertes hivernales au niveau de la 

production de la station aquacole Ain Aghbal au stade alevin. Cela doit être effectué à travers 

un diagnostic complet tout au long des étapes d’élevage: 

La première étape : consiste à étudier les symptômes macroscopiques et faire un 

échantillonnage pour inspecter la présence et/ou l’absence de l’agent causal.  Pour cela  des  

prises d’échantillons ont été faites en tenant compte : 

- Des stades d’élevage depuis l’œuf à la taille adulte, 

- De la présence ou non des symptômes d’infection, 

- De la saison. En effet, l’augmentation de la température de l’eau affecte le pouvoir 

pathogène de la bactérie. 

L’isolement et les cultures bactériologiques spécifiques de Flavobactérium spp. ont été 

effectués au Laboratoire de Biologie et de Biotechnologie des Microorganismes à la Faculté 

de Sciences Semlalia Marrakech.   

3 Evaluation et suivi saisonnier  
 

a. Échantillonnage 

Au niveau de la station Ain Aghbal, les échantillons ont été prélevés deux jours après 

l’arrivée du lot mensuel des œufs importés de la France en mois de Février, Avril, Aout et 

Novembre. Les alevins, les truitelles,  l’eau et le biofilm sont prélevés des bassins d’élevage, 

en raison d’un échantillon par saison. Les échantillons ont été prélevés, transportés et 

manipulés dans les conditions d’asepsie.  

Les paramètres physico-chimiques de l’eau ont été mesurés in situ à l’aide d’un oxymètre de 

l’eau. 

Durant notre étude, l’identification des bactéries a respecté l’enchainement classique : 

observation macroscopique et identification microscopique par la coloration de Gram. 

Les analyses bactériologiques (isolement et identification) ; sont réalisées afin d’inspecter la 

présence des bactéries du genre Flavobacterium.  

7 souches de Flavobacterium psychrophilum importées de France et de Suisse ont été utilisées 

comme référence.  
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4 Observation macroscopique  

Nous avons utilisé deux milieux de culture spécifiques pour les espèces du genre 

Flavobacterium de type TYES et cytophaga, après incubation à 15°C pendant 7 à 10 jours, 

l’utilisation de ces milieux de culture est une sorte de pré-sélection phénotypique. 

L’observation microscopique des isolats s’est fait en utilisant un microscope électronique à 

fort grossissement (x1000). 

Les compositions des milieux de culture utilisés sont :  

1- la gélose Cytophaga modifiée. Sa composition est la suivante : 

 Trypton                                             5g 

 Extrait de levure                               5g 

 Extrait de viande                              2g 

 Sodium acétate                              0,4g 

 Agar                                              15g 

 H2O                                                  1L 

 Le pH est ajusté à 7,1+/- 0,2. 

 

2- La gélose TYES : 

 Tryptone                                          5g 

 Extrait de levure                            0,4g 

 MgSO4 7H2O                                 0,5g 

 CaCl2 2H2O                                   0,2g 

 Agar                                               15g 

 H2O                                                  1L 

 Le pH est ajusté à 7,1+/- 0,2. 

Après refroidissement à 45°C, on ajoute 20 ml du lait écrémé stérile. 

a. Observation macroscopique : Coloration de Gram 

Avec les mêmes souches que nous avons purifies et à partir d’une culture jeune une colonie 

s’est utilisée pour la réalisation de l’observation microscopique à l’aide de la technique de 

coloration de Gram. 

 

a.1. Principe 

 La coloration de Gram a été mise au point par Hans Christian Gram en 1884. Cette coloration 

différentielle permet de classer les bactéries en deux groupes selon la structure de leur paroi 
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en : Bactéries à Gram positif et à Gram négatif (Dennis, 2007). En effet, quand les bactéries 

sont mises au contact du violet de gentiane puis soumises à l’action du Lugol, il se forme un 

complexe colorant qui colore en violet toute la couche en peptidoglycane de la membrane des 

bactéries. Cependant, lorsque ces bactéries colorées sont lavées à l’alcool, seules celles à 

Gram négatif perdent leur coloration et prennent la couleur rose après la coloration par la 

Fushine. Les bactéries à Gram positif possèdent une couche épaisse de peptidoglycane qui 

empêche la pénétration de l’alcool et donc restent en couleur violet. 

Les étapes de réalisation de la coloration de Gram sont les suivantes : 

 Réaliser un frottis ou un étalement : A l’aide d’une pipette Pasteur stérile, on dépose 

une goutte d’eau physiologique stérile sur une lame bien propre. 

 Prélever une colonie bien isolée avec la pipette Pasteur boutonnée et dissociée dans la 

goutte. 

 Fixer la préparation à la flamme, sécher soigneusement puis laisser refroidir la lame. 

 Recouvrir totalement la lame de violet de gentiane pendant 1 min. 

 Rincer à l’eau en transvasant les lames. 

 Recouvrir le frottis par le Lugol pendant 2 min. 

 Laver à nouveau à l’eau. 

 Ajouter l’alcool jusqu'à la disparition de la couleur violette pendant une dizaine de 

secondes et laver rapidement à l’eau. 

 Colorer à nouveau avec la solution de fuchsine diluée pendant 1 min. 

 Laver à l’eau et sécher à l’air. 

 Observer au microscope ordinaire à l'objectif x100 à l’huile d’immersion. 

Pendant les quatre saisons de suivi, nous avons pu isoler des souches typiques à ceux des 

bactéries du genre Flavobacterium de point de vue morphologique et phénotypique. Les 

isolats ont été purifiés et repiqués pour subir une pré-sélection avec la coloration de Gram 

suivie par une caractérisation biochimique détaillée. 

Les échantillons ont été manipulés le plus vite possible dans des conditions d’asepsie sous la 

hotte. Pour confirmer la présence de la bactérie à l’intérieur du matériel biologique, les œufs 

ont été écrasés dans une boite de pétrie stérile puis le liquide obtenu est ensemencé, dans des 

boites avec un  milieu TYES, par la méthode d’écouvillon, pour investiguer la présence de la 

bactérie à la surface des coquilles des œufs.  

Une autre méthode a été suivie : les œufs entiers ont été mis dans des tubes à essais contenant 

le bouillon TYES et mis en incubation à 15°C pendant 7 jours. Le contenu des tubes 
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présentant un développement bactérien a été ensemencé par technique d’étalement sur gélose 

TYES.  

Pour les truitelles, l’isolement a été fait à partir depuis la partie extérieur, à travers des 

prélèvements de mucus,  des nageoires saines et même des nageoires avec des ulcères. La 

rate, les reins et le foie sont les organes internes concernés par des ensemencements. 

Pour les échantillons d’eau, nous avons utilisé une cellule de filtration et des filtres de 

porosité 45µm avec deux répétitions pour chaque échantillon (100ml x2), ensuite les filtres 

ont été déposés dans des boites de pétrie contenant la gélose TYES et mis en incubation. 

Pour les échantillons de biofilm, l’isolement a été fait par écouvillon après homogénéisation 

de l’échantillon. 

Suite aux conditions d’isolement et de culture bactériologique spécifique, l’isolement et la 

purification du genre Flavobactérium spp. a été effectué sur les mêmes milieux préalablement 

décrit.  

5 Caractérisation biochimique et enzymatique 

L'identification des bactéries se fait suivant une clé dichotomique qui va des caractères les 

plus vastes aux plus pointus pour aboutir à une espèce bactérienne donnée.  

Chaque famille de bactéries a des caractères propres, on peut donc les rassembler facilement 

avec des caractéristiques de base comme l'utilisation du glucose avec ou sans oxygène, la 

réduction des nitrates, etc. à l’aide des galeries d'identifications biochimiques (Api 20E et Api 

20NE). Les tests réalisés sont : 

a. Test de catalase : Il a été réalisé selon le protocole expérimental décrit par Prescott et 

al. (2003). Il consiste à mettre sur une lame de verre propre une goutte de H2O2 à 10V, 

puis la mettre en contact direct avec une colonie isolée prélevée directement du milieu 

solide à l’aide d’une anse en plastique d’usage unique afin d’éviter l’oxydation. La 

présence des bulles révèle un résultat positif. 

b. Test d’oxydase : L’activité oxydase a été déterminée par la méthode des bandelettes 

d’oxydases. A l’aide d’une pipette Pasteur boutonnée, on dépose une colonie sur la 

bandelette. La réaction positive est révélée par l’apparition d’une tache violette. 

c. Test de Caséine : nous avons utilisé le cytophaga agar supplémenté avec 20% du lait 

écrémé, le résultat positif est indiqué par un éclaircissement du milieu de culture. 
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d. Test de Gélatine : méthode Marchal et Bourdon (1973) : Dans ce cas, nous avons 

utilisé le cytophaga agar supplémenté avec 4% de gélatine. Après incubation, la 

lecture des résultats se fait après ajout du réactif de Frazier qui permet de mettre en 

évidence la dégradation de Gélatine par l’apparition d’un halo claire autour des 

colonies. 

e. Test d’amylase : nous avons rajouté 1g d’amidon par 100ml de milieu de culture 

cytophaga agar. Après incubation, l’ajout du lugol sur les stries en gélose amidonée 

change la couleur en bleu. La présence d’halo montre le résultat positif. 

f. Test chitinase : chitine-agar préconisée par Hsu et Lockwood (1975) : 4g de chitine est 

ajouté au milieu de culture puis ensemencé et incubé 10jours. L’apparition d’une zone 

claire autour des colonies révèle une activité positive. 

g. Test de croissance en milieu additionné avec 2% de NaCl : le milieu de culture TYES 

enrichi avec 2% de NaCl est ensemencé avec les isolats et mis en incubation pendant 7 

à 10 jours. La poussé des colonies indique un résultat positif. 

h. Test de croissance en milieu TSA : les isolats ont été ensemencés dans des boites de 

pétrie contenant le milieu de culture ordinaire (TSA) et mis en incubation pendant 7 à 

10 jours. La poussé des colonies indique un résultat positif. 

i. Test de croissance à une température au-delà de 30°C : des boites de pétrie, contenant 

le milieu de culture TYES, ont été ensemencées avec les souches de bactéries testées 

et mis en incubation pendant 7 à 10 jours. La poussé des colonies indique un résultat 

positif. 

j. Test de dégradation et fermentation des sucres, test d’indole, test d’urée, etc. : nous 

avons utilisé les galeries Api 20E et Api 20NE. 

k. Test de flexirubin type pigmentation : une colonie bien isolée est couverte avec du 

KOH aqueux à 20%. Le changement de couleur jaune ou orange de la colonie en 

rouge, marron ou violet révèle un résultat positif. 

l. Test de “gliding motility”- movement par glissement : La préparation des gouttes 

suspendues est un type spécial de montage humide (dans lequel une goutte de milieu 

contenant les organismes est placée sur une lame de microscope), elle est souvent 

utilisée sous un éclairage sombre pour observer la motilité des bactéries. Dans cette 

méthode, une goutte de culture est placée sur une lamelle recouverte de vaseline (ou 

de tout autre matériau collant). La lamelle et la goutte sont ensuite inversées sur le 
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puits d'une glissière de dépression. La goutte est suspendue à la lamelle et la vaseline 

forme un sceau qui empêche l’évaporation. Cette préparation donne une bonne vision 

de la motilité microbienne. 

m. Test d’absorption du Rouge Congo : ce test est réalisé selon la méthode décrite par 

Startner et George (1987). Les souches individuelles sont ensemencées en stries sur le 

milieu gélosé TYES contenant le rouge de Congo à une concentration finale de 

50µg/ml, puis incubées à 15°C pendant 7 à 10 jours. La liaison au rouge de Congo est 

marquée par l’observation (obliquement sous une lumière réfléchie et sur un fond 

noir) de colonies en rouge matte à brillant avec une filtration de la couleur à partir du 

milieu autour de l’inoculum. La réaction négative est marquée par une couleur orange 

claire avec absence de filtration. 

6 Antibiogramme  

Un antibiogramme est une technique de laboratoire visant à tester la sensibilité d'une souche 

bactérienne vis-à-vis d'un ou plusieurs antibiotiques à concentrations connues. Dans notre 

étude, on a utilisé des disques d’antibiotiques à des concentrations différentes. 

a. Principe 

Les méthodes de diffusion ou antibiogrammes standards sont les plus utilisés par les 

laboratoires de diagnostic. Des disques de papier buvard imprégnés d’antibiotiques à tester 

sont déposés à l’aide d’une pince stérile à la surface du milieu de culture, préalablement 

ensemencé avec une culture pure de la souche à étudier. 

b. Technique 

Les antibiogrammes ont été effectués selon les recommandations indiquées dans le référentiel 

EUCAST (2012). Les colonies ont été suspendues dans de le bouillon TYES pour obtenir une 

culture bactérienne avec une turbidité de 0,5 McFarland. Nous n’avons pas utilisé la gélose 

Mueller-Hinton car les conditions expérimentales de cette étude sont exceptionnelles, vu que 

les souches de Flavobacterium spp. ne croissent pas sur la gélose Mueller-Hinton (Michel et 

al., 2005), ce qui ne permettait pas l’interprétation des antibiogrammes ; alors la suspension 

était ensuite étalée sur une gélose TYES, à l’aide d’un écouvillon stérile. Les disques 

d’antibiotiques étaient ensuite déposés sur la gélose.  

Nous avons veillé à ne pas dépasser un délai de 15 minutes entre la préparation de la 

suspension, l’étape d’ensemencement, le dépôt des disques et l’incubation des boites (pour 

que la densité de la suspension bactérienne ne change pas) (SMAMM, 2016). Après 
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l’incubation à 15°C pendant 7 jours, la lecture s’effectue en mesurant le diamètre de la zone 

d’inhibition de chaque disque d’antibiotique à l’aide d’une règle, puis de comparer les valeurs 

trouvées aux valeurs critiques. 

La mesure de ces diamètres permet de classer la bactérie en 3 catégories : 

Sensible (S), Intermédiaire (I) et Résistante (R). 

IV.  Résultats  

 Qualité de l’eau et échantillonnage 1.

Les paramètres physico-chimiques de l’eau alimentant la station de pisciculture Ain Aghbal 

rapportent que l’eau a un pH légèrement alcalin de 7,2 à 8,1.  

Concernant la température,  des degrés élevés ont été marqués durant l’été (17,9 °C) avec 

une corrélation opposé par rapport au taux d’oxygène, dont les taux minimal ont été notés 

durant cette saison. Vue que l’espèce de poisson en question devient stresser parce qu’elle 

est sensible aux fluctuations des concentrations  d’oxygène, des aérateurs sont utilisés pour  

augmenter  les concentrations de l’oxygène durant les périodes estivales.  

Toutefois, une température très faible de 8.5°C et une saturation en oxygène dissous de 93 % 

ont été notés pendant l’hiver. 

 

Tableau 4 : Paramètres physiques de l’eau d’élevage. 

Saisons pH T°C %O2 

Hiver 8.1 8.5 93 

Printemps 7.6 15.5 87 

Eté 7.2 17.9 79 

Automne 7.4 12.4 99 

2 Caractérisations phénotypiques, macroscopiques  

La culture des bactéries a été réalisée sur gélose TYES (Figure 13), après incubation à 15°C 

pendant 7 à10 jours, l’observation des boites de pétrie a révélé la présence des colonies 

pigmentées de couleurs variant du jaune pâle au orange vif, convexes ou peu convexes, lisses, 

brillantes à bordure entière ou bien rugueuses et adhérentes à la gélose (Tableau 5). 
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Figure 13 : Culture de Flavobacterium spp. sur gélose TYES. 

3 Caractérisations phénotypiques, microscopiques 

Nos isolats sont tous des bactéries Gram négatif en forme de bâtonnet (Figure 14), adoptent 

un mouvement par glissement selon la méthode de la goutte suspendue, avec catalase et 

oxydase positif, se développent à des températures ne dépassant pas 20°C à une période 

d’incubation allant de 7 à 10 jours, avec un maximum de 1% de NaCl toléré et ils ne poussent 

pas dans le milieu de culture ordinaire TSA. 

 

Figure 14 : Observation microscopique en coloration de Gram de Flavobacterium spp. 
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Tableau 5 : Résultats des caractérisations macroscopique et microscopique. 

 

Code 
Caractère 

phénotypique 

Type des 

colonies 

Adhésion à 

la gélose 
Gram  M.G 

Isolats de 

l’Hiver 

201 orange Claire lisse brillante Non BG - P 

202 orange  lisse brillante Non BG - P 

203 orange vif lisse brillante Non BG - P 

204 jaune pale rugueuse  Oui BG - P 

205 jaune pale rugueuse  Oui BG - P 

Isolats du 

Printemps 

401 jaune pale rugueuse  Oui BG - P 

402 orange brique lisse brillante Non BG - P 

403 orange Claire lisse brillante Non BG - P 

404 orange vif lisse brillante Non BG - P 

405 
orange 

fluorescent  
lisse brillante Non BG - P 

406 orange vif lisse brillante Non BG - P 

407 jaune pale rugueuse  Oui BG - P 

408 orange vif lisse brillante Non BG - P 

409 jaune pale rugueuse  Oui BG - P 

Isolats de 

l’Eté 

901 orange Claire lisse brillante Non BG - P 

902 orange vif lisse brillante Non BG - P 

903 orange vif lisse brillante Non BG - P 

904 
orange 

fluorescent  
lisse brillante Non BG - P 

905 orange vif lisse brillante Non BG - P 

906 orange vif lisse brillante Non BG - P 

907 orange Claire lisse brillante Non BG - P 

908 jaune vif lisse brillante Non BG - P 

909 orange Claire lisse brillante Non BG - P 

910 orange brique lisse brillante Non BG - P 

911 
orange 

fluorescent  
lisse brillante Non BG - P 

912 orange Claire lisse brillante Non BG - P 

913 jaune vif lisse brillante Non BG - P 

914 jaune vif lisse brillante Non BG - P 

Isolats de 

l’Automne  

111 
orange vif 

fluorescent  
lisse brillante Non BG - P 

112 jaune pale rugueuse  Oui BG - P 

113 jaune vif lisse brillante Non BG - P 

114 orange vif lisse brillante Non BG - P 



60 

115 jaune vif lisse brillante Non BG - P 

116 jaune pale rugueuse  Oui BG - P 

117 orange vif lisse brillante Non BG - P 

118 orange vif lisse brillante Non BG - P 

Souches 

de 

référence  

442 jaune vif lisse brillante Non BG - P 

445 orange Claire lisse brillante Non BG - P 

817 orange Claire lisse brillante Non BG - P 

733 orange Claire lisse brillante Non BG - P 

738 jaune pale rugueuse  Oui BG - P 

607 jaune pale rugueuse  Oui BG - P 

760 jaune pale rugueuse  Oui BG - P 

BG- : Bacille à Gram négatif / M.G : Mouvement par glissement 

4 Caractérisations biochimique et enzymatique  

Quant aux caractères biochimiques, les isolats de la station Ain Aghbal, ainsi que les souches 

de référence ont montré une diversification importante Cependant, elles sont incapables de 

fermenter les glucides (Tableau 6). 

La caractérisation enzymatique des isolats a montré qu’elles sont capables de dégradé la 

caséine, la gélatine mais elles ne peuvent pas dégrader la chitine (Tableau 7).  

 

Photo 1 : Résultats d’identification de quelques isolats (a : galerie Api 20E / b : galerie Api 20NE). 

Les résultats des analyses phénotypiques et biochimiques des isolats d’hiver ont montré une 

hétérogénéité importante (Tablaux 5 et 6). Ces variations se retrouvent, d’une part, au niveau 

de la morphologie des colonies avec des formes lisses et rugueuses et de couleurs variant 

entre  jaune  pâle et orange vif, et d’autre part, des différences sont aussi trouvées au niveau 

des réactions biochimiques et dans les résultats de la production des enzymes.   

a b 
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Pour le second échantillonnage effectué au printemps, nous avons pu isoler le pathogène à 

partir de l’eau et du biofilm formé an niveau des bassins d’élevage, en plus des échantillons 

des œufs et des poissons avec ou sans signes cliniques. Les résultats viennent confirmatifs de 

ce que nous avons trouvé après analyses des souches isolées lors du premier échantillonnage  

avec la même hétérogénéité phénotypique, biochimique et enzymatique. 

Les résultats de l’analyse de l’échantillonnage de l’été montrent une similarité au niveau des 

tests biochimiques et enzymatique de l’ensemble des isolats à l’exception de deux souches, or 

la variation phénotypique est toujours là. 

Quant à la dernière saison, la totalité des isolats sont de profil enzymatique homogène, les 

différences observées sont au niveau des profils phénotypiques et biochimiques des isolats. 

En ce qui concerne les souches de référence importées de France et de Suisse, elles présentent 

aussi des profils phénotypique, biochimique et enzymatique différents. 

5  Test de sensibilité aux antibiotiques  

Les résultats des tests de sensibilité aux antibiotiques par la méthode d’antibiogramme en 

milieu gélosé sont illustrés dans le tableau (8). Les profils de résistance des souches vis-à-vis 

des antibiotiques utilisés indiquent qu’elles ne sont pas des souches sauvages ce qui signifient 

qu’elles ont déjà acquis des résistances au fil du temps. 
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Tableau 6: Caractérisation biochimique des isolats et des souches de référence. 

  
Code 

% NaCl 

toléré 

Rouge de 

congo 
ONPG ADH LDC ODC CIT H2S URE IND SUCRES F.P.T 

Isolats de 

l'Hiver 

201 1 P N N P N P N N N N N 

202 1 P P N N N P N N N N N 

203 1 P P N N N P N P N N N 

204 1 P N N N N P N N N N P 

205 0.5 P N P P P P N N N N N 

Isolats du 

Printemps 

401 0.5 P N N N N P N N N N N 

402 1 P P P P P P N N N N N 

403 1 P N P N N P N N N N N 

404 1 P N N N N P N N N N P 

405 1 P P N N N P N N N N N 

406 1 P P N P P P N N N N N 

407 1 P P P P P P N N N N P 

408 1 P N N P N P N N N N N 

409 1 P N N N N P N N N N N 

Isolats de 

l'Eté 

901 1 P N P N N P N N N N N 

902 1 P N N N N P N N N N N 

903 1 P N N N N P N N N N P 

904 1 P N N N N P N N N N N 

905 1 P N N N N P N N N N N 

906 1 P N N N N P N N N N N 

907 1 P N N N N P N N N N N 
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908 1 P N N N N P N N N N N 

909 1 P N N N N P N N N N N 

910 1 P N N N N P N N N N N 

911 1 P N P N N P N N N N N 

912 1 P N N N N P N N N N N 

913 0.5 P N P N P P N N N N N 

914 1 P N N N N P N N N N N 

Isolats de 

l'Automne 

111 1 P N N N N P N N N N N 

112 1 P N N N N P N N N N P 

113 1 P N N N N P N N N N N 

114 1 P N N P N P N N N N N 

115 0.5 P N P N N P N N N N N 

116 0.5 P N N N N P N N N N N 

117 1 P N N N N P N N N N P 

118 1 P N N N N P N N N N P 

Souches 

de 

référence  

442 1 P N N N N P N P N N N 

445 1 P P N P N P N P N N N 

817 1 P P P P P P N P N N N 

733 1 P N N N N P N N N N N 

738 1 P P P P P P N N N N N 

607 1 P N N N N P P N N N P 

760 1 P N N N N P P N N N N 

P : résultat positif / N : résultat négatif 
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Tableau 7 : Caractérisation enzymatiques des isolats et des souches de référence. 

 
Code Catalase Oxydase Caséinase Gélatinase Chitinase  

Isolats de 

l’Hiver 

201 p++ p p p N - 

202 p++ p p p N - 

203 p++ p p p N - 

204 p++ p p p N - 

205 p++ p p p N - 

Isolats du 

Printemps 

401 p++ p p p N - 

402 p++ p p p N - 

403 p++ p p p N - 

404 p++ p p p N - 

405 p++ p p p N - 

406 p++ p p p N - 

407 p++ p p p N - 

408 p++ p p p N - 

409 p++ p p p N - 

Isolats 

 d'Eté 

901 p++ p p p N - 

902 p++ p p p N - 

903 p++ p p p N - 

904 p++ p p p N - 

905 p++ p p p N - 

906 p++ p p p N - 

907 p++ p p p N - 

908 p++ p p p N - 

909 p++ p p p N - 

910 p++ p p p N - 

911 p++ p p p N - 

912 p++ p p p N - 

913 p++ p p p N - 

914 p++ p p p N - 

Isolats de 

l’Automne  

111 p++ p p p N - 

112 p++ p p p N - 

113 p++ p p p N - 

114 p++ p p p N - 

115 p++ p p p N - 

116 p++ p p p N - 

117 p++ p p p N - 

118 p++ p p p N - 

Souches de 

référence  

442 p++ p p p N - 

445 p++ p p p N - 

817 p++ p p p N - 

733 p++ p p p N - 

738 p++ p p p N - 

607 p++ p p p N - 

760 p++ p p p N - 

P++ : Catalase positif fort / P : Oxydase positif 
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Tableau 8 : Résultats des tests de sensibilité aux antibiotiques. 

 Les 

souches 

Antibiotiques Pourcentage 

(%)    

de résistance  

Chloramphénicol 

(30µg) 
Oxytétracycline Néomycine (30µg) Amoxiciline (10µg) Ampiciline (10µg) 

Isolats de 

l’Hiver  

201 S S R R R 60 

202 R R R R R 100 

203 R R R R R 100 

204 S R R R R 80 

205 S R R R R 80 

Isolats du 

Printemps 

401 S R R R R 80 

402 S R R R R 80 

403 S R R R R 80 

404 R R R R R 100 

405 S S R R R 60 

406 R R R R R 100 

407 S R R R R 80 

408 R R R R R 100 

409 R R R R R 100 

Isolats de l’Eté 

901 R R R R R 100 

902 R R R R R 100 

903 R R R R R 100 

904 S R R R R 80 

905 S R R R R 80 

906 S R R R R 80 
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907 S R R R R 80 

908 S R R R R 80 

909 R R R R R 100 

910 S R R R R 80 

911 S R R R R 80 

912 R R R R R 100 

913 S R R R R 80 

914 S S R R R 60 

Isolats de 

l’Automne 

111 S S R R R 60 

112 S R R R R 80 

113 S R R R R 80 

114 R R R R R 100 

115 S R R R R 80 

116 S R R R R 80 

117 S S R R R 60 

118 R R R R R 100 

Souches de 

référence 

442 R R R R R 100 

445 R R R R R 100 

817 S S R R R 60 

733 S S R R R 60 

738 R R R R R 100 

607 R R R R R 100 

760 R R R R R 100 

S : sensible / R : résistante 
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Les résultats des antibiogrammes ont été analysés pour définir la sensibilité des bactéries. Les 

référentiels du CLSI et l’EUCAST ont défini des critères d’interprétation pour des quantités 

données d’antibiotiques dans les disques qui sont différents entre eux. Dans les conditions 

choisies dans cette étude, certains critères d’interprétation n’ont pas été utilisés car les charges 

de disques utilisées ne sont pas disponibles dans l’un ou l’autre des référentiels et aussi à 

cause de l’utilisation d’un milieu de culture autre que Mueller Hinton. Les souches ayant 

acquis des résistances à 3 classes d’antibiotiques et plus, les bactéries sont dites multi-

résistantes (Magiorakos et al., 2012) (Figure 15).  

 

Figure 15 : Pourcentage de résistance aux antibiotiques des bactéries. 

Les diamètres d’inhibitions classent les bactéries en sensibles, intermédiaires et résistantes. Or  

CLSI (2015, 2016b) et EUCAST (2018) ont considéré que les bactéries classées 

intermédiaires ou résistantes possèdent un mécanisme de résistance ; donc, elles ont été toutes 

considérées comme résistantes.  

Lorsqu’une souche est résistante à une molécule testée in vitro, elle est alors considérée 

comme résistante à la classe d’antibiotique correspondante, CASFM (2018). 

Nous avons trouvé que 93 % de nos isolats sont résistantes à plusieurs antibiotiques.  

V. Discussion  

La recherche sur les flavobactéries est essentielle en raison de leur rôle en tant qu'agents 

étiologiques importants de la maladie et de leur importance dans l'écologie microbienne.  

Afin d’identifier la cause bactérienne de la mortalité parfois massive de la truite arc-en-ciel au 

niveau de la station de pisciculture Ain Aghbal, soupçonnée due à un ou plusieurs pathogènes 

18 souches 

100%  

7 souches 

60% 

18 souches 

80% 
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1 2 3
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du genre Flavobacterium, nous avons procédé à des prélèvements saisonniers avec des 

analyses macroscopiques et microscopiques, des tests biochimiques et enzymatiques en 

comparant les résultats obtenus à ceux des souches de référence de l’espèce Flavobacterium 

psychrophilum importées de France et de la suisse. Au fil des années de nombreux chercheurs 

ont observé des épidémies similaires chez les poissons d’élevage et ils ont pu isoler des 

bactéries pigmentées jaunes chez des poissons atteints (Rucker et al., 1949 ; Rucker et al., 

1952 ; Bullock, 1972). Wakabayashi (1980) a réussi à récupérer une bactérie à pigmentation 

jaune chez des salmonidés d'élevage en écloserie originaires du Japon et de l'Oregon qui était 

différente de celles utilisées dans les études susmentionnées de Rucker et de Bullock. La 

littérature sur la santé des poissons regorge des rapports sur les maladies des poissons 

associées à des bactéries à pigmentation jaune non identifiées ou partiellement caractérisées, 

appelées Cytophaga spp. et des bactéries apparentées à Flexibacter spp., des espèces 

apparentées à Flavobacterium et ‘‘myxobacteria’’(Austin et Austin, 2007 ; Wood, 1968 ; 

Bullock et McLaughlin, 1970 ; Lien, 1988 ; Kent et al., 1988 ; Pepin et al., 1993 ; Frelier et 

al., 1994 ; Starliper, 1992), beaucoup d’entre elles appartiennent maintenant à la famille des 

flavobactéries.   

Cependant, les chercheurs travaillant sur ces organismes sont confrontés à des défis 

importants. Nombreuses flavobactéries, en particulier celles qui sont pathogènes pour les 

poissons, sont fastidieuses et ne se développent que sur un milieu pauvre en éléments nutritifs 

(Bernardet et Bowman, 2006) qui, dans de nombreuses conditions, doit être complété par une 

variété d’antibiotiques pour empêcher la prolifération d’autres bactéries moins fastidieuses. 

Le rapport et la marque des ingrédients incorporés dans ces milieux, ainsi que les conditions 

osmotiques, peuvent affecter la capacité à cultiver certaines flavobactéries (Lorenzen 1993; 

Cipriano et Teska, 1994 ; Michel et al., 1999). Pourtant,  sous les conditions de culture, 

certaines flavobactéries trouvent des difficultés à se développer même en utilisant un milieu 

de culture idéal. Les principaux agents pathogènes des poissons du genre Flavobacterium qui 

sont connus pour affecter les alevins de la truite arc en ciel sont F. columnare et F. 

psychrophilum (Bernardet et al., 2007).  

Nos colonies contiennent des pigments de type flexirubine et/ou caroténoïdes non diffusibles. 

Ains, nos colonies présentent une coloration jaune pâle à jaune vif ou même orange. La 

croissance de nos bactéries est entre 14 à 18°C pour la plupart des isolats, bien que la 

croissance soit optimale à 15°C. 
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La température de l’eau est un facteur qui influence la viscosité, la densité, la solubilité des 

gaz dont, entre autres, l’oxygène nécessaire à l’équilibre de la vie aquatique. Elle agit 

également, sur les réactions chimiques et biochimiques ainsi que sur les activités 

métaboliques des organismes aquatiques, d’où son influence sur la diversité génétique et 

fonctionnelle de la microflore (Chaouay et al., 2016). Les températures enregistrées dans les 

bassins d’élevage de la station varient en fonction des périodes de prélèvements, elles sont de 

8.5°C, 15.5°C, 18°C et 12.4°C respectivement en Hiver, Printemps, Eté et en Automne. La 

température de l’eau de source varie en fonction de plusieurs facteurs, notamment les 

conditions météorologiques, les eaux pluviales ainsi que les éventuelles conséquences du 

changement climatique. Les valeurs de températures enregistrées au cours de cette étude 

montrent l’influence directe de l’effet saison sur la température de l’eau, et la zone étudiée est 

caractérisée par une saison très froide et une saison chaude. Cette même constatation a été 

évoquée par Ashrafi et al. (2017). Les valeurs basses de température augmentent la solubilité 

de l’oxygène dans l’eau, ce qui explique la haute virulence de nos bactéries durant les 

périodes froides. Renault et al. (2001) ont montré que ce paramètre, non seulement, affect la 

diversité génétique des agents pathogènes mais aussi augmente leur virulence.  

Selon Bernardet & Bowman (2006), les températures d'incubation optimales varient 

considérablement et dépendent des espèces, mais la plupart des espèces pathogènes pour les 

poissons ont une température comprise entre 15 et 25°C. Ces résultats sont en concordance 

avec les valeurs de température optimales de développement de nos isolats.   

Les caractéristiques morphologiques, physiologiques et biochimiques de nos isolats 

permettent de différencier Flavobacterium des autres genres de la famille des 

Flavobacteriaceae. Ces caracéristiques ont été élucidés de manière approfondie par Austin et 

Austin, (2007) et Bernardet (2011). 

Des revues approfondies ont mis en évidence l’impact que peut avoir Flavobacterium spp. sur 

les stocks de poissons (Shotts et Starliper, 1999 ; Bernardet et Bowman, 2006 ; Austin et 

Austin, 2007). De la même manière, les interactions complexes entre l'hôte, l'agent pathogène 

et l'environnement ont une influence sur la virulence des pathogènes opportunistes dont les 

Flavobacterium (Renault et al. 2001 ; Moine et al., 2003 ; Ashrafi et al., 2018).  

Généralement, les micro-organismes sont présents sur toutes les surfaces externes des truites 

et ainsi que dans les intestins du poisson vivant ou fraichement capturé (Shewan, 1961 ; 

Liston, 1980). De la même façon nous avons pu isoler des bactéries durant cette étude des 
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différentes parties de nos poissons. La grande variabilité microbienne donne une idée sur 

l’état sanitaire des bassins élevage (Huss et Eskildsen, 1974 ; Shewan, 1977 ; Liston, 1980 ; 

Adolphe, 2006 ; Nguyen, 2008). Ces mêmes auteurs ont confirmé la pathogénicité par 

immersion, par voie intrapéritonéale et par voie intramusculaire chez la truite arc-en-ciel. 

D’ailleurs, Bowman et Nowak (2004) ont détecté Flavobacterium spp. dans les branchies de 

Saumon atlantique en filet en Tasmanie, souffrant simultanément de maladies bactériennes. 

Les souches bactériennes isolées de la station Ain Aghbal sont des bactéries Gram négatif en 

forme de bâtonnet filamenteux, aérobies et ne possèdent qu’un métabolisme de type 

respiratoire (ne fermentent pas les sucres).  

Les isolats sont capables de croître à des températures se situant entre 5 et 20°C. La 

croissance sur milieu solide est typiquement pigmentée (jaune à orange). Les colonies sont 

translucides (parfois opaques), circulaires (diamètre de 1-2 mm), convexes ou peu convexes, 

lisses, brillantes à bordure entière ou bien rugueuses, Selon Bernardet et al. (2011), les 

bactéries du genre Flavobacterium sont des bâtonnets Gram négative dont le diamètre varie 

entre 0,3 et 0,5 µm et de 1 à 40 µm de longueur et les colonies contiennent des pigments de 

type flexirubine et/ou caroténoïdes non diffusibles, non fluorescents, leur donnant une 

apparence jaune pâle à jaune vif. 

 Nos isolats sont catalase, oxydase et phosphatase positives. La cellulose, l’agar et autres 

hydrates de carbone à poids moléculaire élevé ne sont pas attaqués (dégradés et utilisés 

comme sources de carbone pour leur croissance).  La majorité des souches sont 

protéolytiques, hydrolysant la caséine et la gélatine. La croissance optimale se produit entre 

20 et 30°C pour la plupart des espèces, bien que la croissance soit meilleure entre 15 et 20°C 

pour les espèces les plus psychrophiles.  

Les souches isolées de la station Ain Aghbal ne peuvent pas croitre sur (TSA) et elles 

poussent seulement sur  TYES agar et Cytophaga agar modifiée, avec une croissance meilleur 

observé dans le milieu TYES. Au niveau de la littérature, il est mentionné que la majorité des 

Flavobacterium spp. se développent sur des géloses nutritives et trypticase de soja (TSA) sans 

avoir besoin de facteurs de croissance, bien que les espèces pathogènes dominantes des 

poissons (F. psychrophilum, F. columnare et F. branchiophilum) ne soient pas capables de 

croître sur TSA. Flavobacterium spp. est fastidieuse et nécessite des milieux de culture 

spécialisés, tels que le cytophaga agar (Anacker et Ordal, 1955), le milieu de Shieh (Shieh, 

1980), le milieu Hsu-Shotts (Shotts et al., 1985), le milieu à base de sels d'extrait de levure 

tryptone (TYES) ; (Holt,  1987), et le milieu n°2 (Starliper  et al., 1992). 
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Certaines espèces sont capables d’oxyder les glucides, mais une forte activité protéolytique 

est presque universellement présente (Bernardet et al., 2011).  

Les résultats du test de la production de H2S, l’oxydation du gluconate, l’utilisation du 

malonate, la désamination de la phénylalanine, la production d’une arginine dihydrolase 

(ADH) et d’une ornithine et la lysine décarboxylase (ODC et LDC) sont variablement 

négatifs. Ces résultats corroborent avec les caractéristiques du genre Flavobacterium décrites 

par Gibson (1977), Holmes (1984, 1992) et Euzéby (2003).  

Biert (2018) a indiqué que selon les résultats aux tests de résistance aux antibiotiques, les 

bactéries du genre Flavobacterium possèdent une pigmentation jaune ou non, produisent de 

l’indole, oxydent les hydrates de carbone et possèdent une activité protéolytique et 

finalement, survivent de façon intracellulaire ou libre («free-living») peuvent survivre à 

l’extérieur de l’hôte, les espèces du genre Flavobacterium se divisent en sous-groupes.  Les 

études de Holmes (1984) ; Gibson (1977) et  Euzéby (2003) ont démontré que cette bactérie 

fait partie de la flore bactérienne de la peau du poisson et de l'environnement aquatique ce qui 

explique l’hétérogénéité des profils biochimiques et enzymatiques trouvés. 

Dans les flavobactérioses aiguës, une mortalité cumulative de 70% peut survenir parmi les 

stocks de poissons affectés, tandis que les survivants peuvent connaître une croissance 

médiocre et des anomalies de la colonne vertébrale (Austin et Austin, 2007). Dans les 

infections subaiguës et chroniques, la flavobactériose provoque des mortalités persistantes 

pouvant conduire à des pertes économiques continues (Center for Epidemiology and Animal 

Health, 2003).  

La résistance de nos souches aux antibiotiques testés : Oxytétracycline (OTC), Néomycine 

(NEO), Amoxiciline (AMX) et Ampiciline (AMP) indique que ces antibiotiques ont une 

activité réduite contre nos isolats. Ce qui confirme les résultats trouvés par Brunn et al. 

(1999), vis-à-vis l’efficacité de l’utilisation de l’AMX, OXA et l'OTC contre des souches de 

F. psychrophilum. Cela signifie qu’elles avaient acquis un mécanisme de résistance aux 

antibiotiques, à l’exception du chloramphénicol, vis-à-vis duquel certaines souches se révèlent 

être sensibles. Ce résultat s'accorde fortement avec les résultats de sensibilité vis-à-vis de 

chloramphénicol enregistrés chez Aéromonas salmonicida. 

L’utilisation excessive d’antibiotiques dans le contrôle des infections bactériennes au cours 

des années précédentes a entraîné le développement des résistances des souches d’Aeromonas 

salmonicida vis-à-vis ces antibiotiques, ce qui peut expliquer la résistance notée chez nos 
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isolats contre l’AMX, l’AMP et l'OTC. Plusieurs études ont démontré que les plasmides 

contenant des déterminants de la résistance sont souvent transférables des pathogènes des 

poissons. Ce transfert peut avoir lieu vers les bactéries aquatiques, et d’autres bactéries de 

genres différents, telle que E. coli (Sørum, 2006). 

Furushita et al. (2003) ont noté que les gènes codant pour la résistance à la tétracycline chez 

les bactéries et les isolats cliniques des poissons d’une ferme Au Japon, ont montré une 

grande similarité suggérant qu'ils pourraient être dérivés de la même source. Ce constat peut 

être projeté sur nos résultats concernant la résistance des isolats aux autres antibiotiques 

testés. 

VI.  Conclusion   

Les résultats trouvés confirment que Flavobacterium est bien le genre bactérien dominant 

présent dans les différents échantillons prélevés de la station Ain Aghbal (eau, organites de la 

truite, biofilm).  

Ces bactéries du genre Flavobacterium sont isolées pour la première fois dans un pays semi-

aride, en Afrique du Nord, le Maroc. Nous supposons qu'elles sont importées dans les œufs, à  

cause de leurs profils multi-résistants vis-à-vis des agents antimicrobiens ; nous les avons 

isolées, identifiées d’une manière biochimique et enzymatique et nous allons poursuivre avec 

des analyses plus profondes pour déterminer s’il s’agit du même génomovar dans le but de 

mieux comprendre leurs mécanismes de virulence ainsi que les paramètres et facteurs 

influençant leur pouvoir adhésif. 

En outre, il est essentiel de détecter les poissons porteurs sans signes de maladie à cause des 

pratiques aquacoles qui incluent de nombreux mouvements de stocks de poissons de la 

reproduction d’œufs fécondés (nurserie) et des alevins (écloserie) à l’adulte. Ces 

mouvements favorisent la propagation des maladies dites flavobactériennes provenant de 

poissons phénotypiquement en bonne santé (porteurs sains). 
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PARTIE II 

ETUDE DU POUVOIR ANTIBACTERIEN DES HUILES 

ESSENTIELLES DES PLANTES  

ET DETERMINATION DES CMI ET CMB IN-VITRO. 
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I. Contexte 

Les huiles essentielles sont des substances naturelles complexes, possédant des 

caractéristiques physico-chimiques bien définies, et répondant à des critères de qualité qu’il 

faut connaitre pour éviter tout risque de toxicité qui peut se révéler dangereux pour la santé 

animale. Par ailleurs, ces produits présentent une grande variabilité de leurs constituants 

chimiques, leur attribuant de nombreuses propriétés médicinales et biologiques qu’il convient 

de connaître et valoriser.  

 

II. Introduction 

Dans les pays développés et les pays en voie de développement, les applications médicales de 

produits à base de plantes sont fréquentes utilisées dans les communautés pauvres depuis 

l'Antiquité (Yadaiah et al., 2011). En Afrique, Environ 60 à 80 % de la population a eu 

recours aux remèdes traditionnels pour se soigner contre diverses maladies (Gericke et al., 

1999 ; OMS, 2002). Une revue publiée en 2018 a estimé que 58,2% de la population en 

Afrique subsaharienne utilisait des médicaments traditionnels et complémentaires (James, 

2018), alors qu’en Afrique du Sud, le pourcentage de la population qui utilise ces remèdes 

pour traiter leurs animaux contre diverses maladies est plus important (McGaw et Eloff, 

2008). Ce recours à la médecine par les plantes peut s’expliquer par la disponibilité des 

plantes et par le fait qu’elle est abordable dans les pays en voie de développement (OMS, 

2002). Dans l’Europe et l’Amérique du Nord, plus de 50% de la population a eu recours au 

moins une fois à la médecine complémentaire (OMS, 2002). De plus, les effets secondaires 

causés par les plantes sont minimes voire absents par rapport aux médicaments chimiques 

synthétiques  (Cowan, 1999). 

Le marché mondial des Plantes Aromatiques et Médicinales (PAM) est estimé à 19,4 

milliards de dollars (Hmammouchi, 2005). Au Maroc, la flore est riche avec environ 4200 

plantes dont 800 sont exploitées dans des conditions souvent artisanales ignorant les 

modalités modernes de production, de commercialisation et de valorisation (Neffati et 

Sghaier, 2014). Pourtant, ce secteur pourrait contribuer de façon appréciable au 

développement socio-économique du pays. Les valeurs des exportations des aromates et 

produits d’herboristerie ont varié entre 40 et 60 millions de DH/an de 1995 à 2003. Les 

plantes produisent une énorme variété de métabolites secondaires, et il est communément 

admis qu'une partie importante de cette diversité chimique sert à protéger les plantes contre 
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les microbes pathogènes (Dixon, 2001; Gibbons, 2008). Ces substances végétales sont 

classées comme phytoanticipines, des composés qui sont présents de manière constitutive, ou 

phytoalexines, dont les niveaux augmentent fortement en réponse à l'invasion microbienne. 

On distingue plusieurs groupes chimiques qui entrent dans la composition des huiles 

essentielles, les phénols (simples phénols, acides phénoliques, quinones, flavonoïdes, 

flavones, flavonols, tannins et les coumarines), les alcaloïdes, les terpénoïdes, les lectines et 

polypepdides. Cowan (1999) a mis en exergue leur activité biologique surtout l’activité 

antimicrobienne. Leur mécanisme d’action passe par la désorganisation de la membrane 

plasmique, la formation des complexes avec la paroi, l’inhibition des enzymes et l’interaction 

avec l’ADN.  

Ainsi les propriétés antimicrobiennes des PAM sont connues depuis l’antiquité. Toutefois, il 

aura fallu attendre le début du 20ème siècle pour que les scientifiques commencent à s’y 

intéresser (Yano et al., 2006). Depuis, une attention particulière s’est portée sur les composés 

phytochimiques naturels et potentiels qui ont montré une appréciable activité antimicrobienne 

(Helander et al., 1998 ; Bozin et al., 2006 ; Matasyoh et al., 2009). Ces produits naturels sont 

disponibles et peu coûteux. Leur utilisation doit être rationnelle pour atténuer la toxicité. Au 

cours des deux dernières décennies, plus de 25% des médicaments sont utilisés en médecine 

traditionnelle directement dérivés des plantes, tandis que 25% ont été modifiés chimiquement 

à partir de produits naturels (Vuorelaa et al., 2004). 

 

III. Matériel et méthodes 

  Choix des plantes 1.

Le choix des plantes a été fait sur la base d’une étude bibliographique concentrée sur des 

plantes connues pour leur activité antibactérienne, leurs innombrables vertus thérapeutiques et 

dont l’usage traditionnel n’a jamais cessé d’augmenter et dont certaines sont endémiques au 

Maroc. L’étape préliminaire dans ce travail consistait à choisir et à collecter les plantes 

(Tableau 9).  
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Tableau 9 : Plantes aromatiques médicinales choisies pour notre étude. 

Nom d’espèce Nom commun 

Rosmarinus officinalis Romarin 

Thymus maroccanus Thym 

Thymus broussonetii Thym 

Cedrus atlantica Cèdre 

Lavandula officinalis Lavande 

Salvia officinalis Sauge 

Cladanthus mixtus Camomille 

Syzygium aromaticum Clou de Girofle 

Pelargonium graveolens Géranium 

Eucalyptus globulus Eucalyptus 

Origanum compactum Origan 

2 Caractérisation phylogéniques des plantes étudiées 

a. Romarin 

 Embranchement : Magnoliophyta ou 

Spermaphytes Angiospermes 

Classe : Magnoliopsida ou Dicotylédones 

Ordre : Lamiales (Labiales) 

Famille : Lamiaceae ou Labiaceae (Labieae) 

Genre : Rosmarinus 

Espèce : officinalis  

 

Nom commun : Romarin 

Habitat : Moyen Atlas Oriental, Rif 

Description : Le romarin peut atteindre jusqu'à 1,50 m de hauteur, voire jusqu'à 2 m 

en culture. Il est reconnaissable en toute saison à ses feuilles persistantes sans pétiole, 

coriaces, beaucoup plus longues que larges, aux bords légèrement enroulés, vert 

sombre luisant sur le dessus, blanchâtres en dessous. Leur odeur, très camphrée, 

évoque aussi l'encens d'où il doit son nom provençal «encensier». 

La floraison commence dès le mois de février, parfois en janvier, et se poursuit 

jusqu'en avril-mai. Certaines variétés peuvent fleurir une deuxième fois en début 

d’automne (McVicar, 2006). La couleur des fleurs, qui se présentent en grappes assez 

semblables à des épis, varie du bleu pâle au violet. On trouve également, mais plus 

rarement, la variété à fleurs blanches R. officinalis albiflorus. Leur calice est velu, à 
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dents bordées de blanc. Elles portent deux étamines ayant une petite dent vers leur 

base. La lèvre inférieure de la corolle est profondément divisée, faisant penser au 

labelle de certaines orchidées. Comme pour la plupart des Lamiacées, le fruit est un 

tétrakène de couleur brune. 

Dans cette présente étude, l’échantillon de R. officinalis a été collecté en été dans la 

région d’Al Hoceima. 

Rendement et composition chimique: Le rendement de R. officinalis en huile 

essentielle (HE) varie de 2,45% à 2,53%. Cette huile présente un chémotype à 1,8 

cinéol à 41,25% avant la floraison et un autre à 38% après floraison (Casanova,  2018). 

b. Thym  

Embranchement :  Magnoliophyta 

Classe :  Magnoliopsida  

Ordre :  lamiales (labiales) 

Famille :  lamiaceae 

Genre :  Thymus 

Espèces : maroccanus & broussountii 

Nom commun : Le thym 

Habitat : Thymus maroccanus et Thymus 

broussonetii sont deux espèces endémiques au Maroc. Elles poussent dans des sols 

caillouteux, pierreux plutôt secs de manière sauvage dans diverses zones du sud et du 

sud-ouest marocain notamment dans les zones d'Essaouira et de Marrakech, T. 

maroccanus et T. broussonetti sont très demandées (Milhau et al., 1997).  

Description : Ces deux espèces sont caractérisées par leurs Feuilles opposées, 

linéaires, enroulées sur les bords, grisâtres sur le dessus, tomenteuses sur le dessous, 

fleurs groupées en glomérules ovoïdes et à corolle bilabiée rosée. 

Ces deux espèces ont été récoltées pendant leur floraison dans la région de Marrakech 

et Essaouira respectivement. 

Rendement et composition chimique : Le rendement en HE varie de 2,94% à 3,86%. 

Les composantes majoritaires sont le carvacrol (39,05% et 50,44%) et le thymol 

(20,57% et 45,7%) (Jaafari et al., 2007). 
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c. Cèdre  

 Embranchement : Equisetophyta  

Classe : Equisetopsida 

Ordre : Pinales 

Famille : Pinaceae  

Genre : Cedrus 

Espèce : atlantica 

Nom commun : Cèdre 

Habitat : Le moyen Atlas et du Haut Atlas Oriental. 

Description : Aussi appelé cèdre bleu ou cèdre argenté, le cèdre de l'Atlas (Cedrus 

atlantica) est un arbre d'allure majestueuse et imposante pouvant atteindre une hauteur 

de 30 à 40 mètres ; son port, bien que présentant souvent une cime tabulaire à l'âge 

adulte, est plus longiligne que celui de Cedrus libani ; sa longévité est importante. Il se 

distingue des autres espèces de cèdres par ses rameaux dressés, ses aiguilles courtes 

(de 2 ou 2,5 cm de longueur en général 2), peu pointues et persistantes (Aafi et al., 

2011). 

Rendement et composition chimique: Le cèdre de Wiwane et de Sidi Youssef (région 

de Tounfit) présente un rendement en HE qui diminue avec la durée de stockage. La 

distillation fractionnée de la sciure donne quatre fractions (F1, F2, F3 et F4). La 

première et la deuxième sont riches en terpènols respectivement 26,40% et 27,67% 

et en cétones 32,74 et 34,10% et possèdent la plus grande activité contre les 

germes. La troisième et la quatrième fraction sont dominées par les cétones 

respectivement 42,16 et 44,38 et elles peuvent être exploitées comme agent 

insecticide grâce à leur richesse en -atlantone. Le cèdre d’Ajdir, de Ras El Ma, de 

Wiwane, de Sidi Mguild, d’Adrej, de Tamjilt et de Sidi Youssef présente un 

rendement en HE qui varie entre 1,7 et 6,1%. Le cèdre de Wiwane présente un 

rendement en HE qui varie de 0,7 % à la première heure d’extraction à 2,4 % après 8 

heures dans le cas de l’entraînement à la vapeur d’eau et de 0,45 % à 2,68 % 

respectivement dans le cas de l’hydrodistillation. Les huiles essentielles des sciures du 

cèdre d’Ajdir ont des compositions chimiques sensiblement identiques et ne possèdent 

aucun pouvoir bactériostatique ou fongistatique. Les huiles essentielles de la sciure de 

cèdre infectée par Ungulina officinalis, possèdent une activité bactéricide à partir 

d’une concentration de 2l/ml et ont un faible pouvoir antifongique (Aafi et al., 2011). 
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Notre échantillon de cèdre est issu de la région d’Azrou. 

d. Lavande vraie 

 Embranchement :  Magnoliophyta  

Classe :  Magnoliopsida 

Ordre :  Lamiales  

Famille : Lamiaceae 

Genre :  Lavandula 

Espèce :  officinalis 

Nom commun : la lavande vraie 

Habitat : La lavande vraie (Lavandula officinalis) croît en Europe méditerranéenne sur 

des terrains calcaires, de 700 m jusqu’à 1 800 m d’altitude, au Maroc, dans la région 

de «Tidass». L’aire de répartition et de distribution des lavandes comprend les zones 

montagneuses du Rif, le moyen Atlas et le haut Atlas.  

La lavande étudiée dans notre expérience est cultivée dans la région d’Oulmes et 

récoltée en période de floraison. 

Description : Ses feuilles sont longues, étroites et blanchâtres, toute la plante a une 

odeur aromatique très agréable.  

Rendement et composition chimique : Le rendement en HE est de 0.5%. Les 

Principaux composants biochimiques sont : acétate de linalyle (38%), linalol (25%), 

lavandulol (0.80%). 

Les principales propriétés en aromathérapie sont : anti-bactérien, anti-spasme, anti-

fongique, anti-inflammatoire et anti-viral. (Chahboun et al., 2005). 

e. Sauge 

 Embranchement : Plantae – Tracheobionta- 

Magnoliophyta 

Classe :  Magnoliopsida- Asteridae 

Ordre :  Lamiales 

Famille :  Lamiaceae 

Genre :  Salvia  

Espèce :  officinalis  

Nom commun : La sauge  
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Habitat : la sauge est originaire de la région méditerranéenne. Elle pousse dans les 

clairières des forêts, broussailles, pâturages, steppes des plaines, des hauts plateaux et 

des montagnes jusque vers 2 500 m. Au Maroc, elle pousse dans plusieurs régions y 

inclut le Rif occidental et elle est cultivée à Marrakech et Agadir (Zidane et al., 2016). 

Cette espèce a été récoltée pendant la période de la floraison dans la région de 

Taounate. 

Description : C'est une plante très ramifiée, aux tiges de section carrée, à la base 

lignifiée. Les feuilles pétiolées sont vert pâles, veloutées, oblongues. Les fleurs, sur 

des hampes florales érigées, sont regroupées en petits glomérules. 

Rendement et composition chimique : la sauge officinale était considérée chez tous 

les peuples de l’Antiquité, comme la plante salvatrice par excellence, tellement 

merveilleuse qu’ils la jugeaient tous capable de guérir toutes les maladies. Le 

rendement en HE est de 1 à 2%. La sauge officinale, à la différence de la sauge 

sclarée, fournit une huile essentielle composée à 50 % de thuyone, laquelle est 

neurotoxique (Lamendin et al., 2004). 

f. Camomille sauvage  

 Embranchement :  Tracheophytes 

Classe :  Asterides  

Ordre :  Astérales 

Famille :  Astéracée 

Genre :  Cladanthus 

Espèce :  Mixtus 

Nom commun : Chamomille sauvage  

Habitat : Cette espèce abonde dans les vides des bioclimats semi-aride et subhumide 

sur les sols sableux de l'étage thermoméditerranéen. Au Maroc, elle se rencontre dans 

deux zones disjointes, la première entre Tanger, Ouezzane, Souk Larbaa, Moulay 

Bousselham et Azilah, et la seconde entre Kénitra, Sidi Slimane, Khémisset et Rabat 

(Aafi et al., 2005). 

L’échantillon pris pour notre étude provient d’Ouezzane et il est récolté pendant la 

période de la floraison.  

Description : La Camomille sauvage (Cladanthus mixtus) appelée aussi 

commercialement Camomille du Maroc (Aafi et al., 2005), est une Astéracée 

chaméphyte bisannuelle à nombreuses tiges dressées, terminées par des capitules à 
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ligules blanches, ornées de jaune à leur base. Cette espèce est caractérisée par une 

odeur fraîche balsamique. Elle donne une huile essentielle d’odeur camphrée 

recherchée en cosmétique, parfumerie et médecine (Haddad et al., 2003).  

Rendement et composition chimique : Le rendement en HE varie entre 0.3% et 0.5%. 

La Camomille sauvage est conseillée comme anxiolytique et ré-équilibrante du 

système nerveux central, d’une grande valeur dans les dépressions nerveuses, et pour 

les insuffisances hépatiques et gastriques légères et les colites colibacillaires (Haddad 

et al., 2003).  

Satrani et al. (2007) ont identifié 36 composés par CPG représentant 91,9% de 

l’essence totale. L’alcool de santoline (37,7 %), l’α-pinène (4,8 %), la camphénilone 

(4,8 %), l’alcool de yomogi (4,5 %), le germacrène (3,3 %), le 1,8-cinéole (3,2 %) et 

le cubénol (3,2 %) sont les principaux constituants. 

g. Clou de girofle 

 Embranchement :  Magnoliophyta 

Classe :  Magnoliopsida  

Ordre :  Myrtales 

Famille :  Myrtaceae 

Genre :  Syzygium 

Espèce :  aromaticum 

Nom Commun : Le clou de girofle 

Habitat :  Le girofle ou gérofle ou clou de girofle (Syzygium aromaticum) est un arbre 

originaire d'Indonésie, premier producteur et utilisateur mondial. Ce pays consomme 

90% et produit 75% de l’offre mondiale (Ruf, 2000). Il est le bouton floral d’un arbre 

giroflier (Eugenia caryophyllata, ou caryophyllus, Myrtacées). 

Description : L'arbre a une forme conique d’une hauteur moyenne de 12 à 15 m et 

peut atteindre 20 m de haut. Ses feuilles persistantes sont ovales et coriaces. Les fleurs 

à quatre pétales blancs rosés sont caractérisées par leurs sépales rouges persistants. 

Avant l'épanouissement, les boutons floraux sont nommés «clous de girofle». C'est à 

cette époque qu'on les récolte avant de les laisser sécher au soleil jusqu'à ce qu'ils 

prennent une teinte brun foncé. 

Rendement et composition chimique : L’huile essentielle extraite des boutons floraux 

contient 70 à 80 % d’eugénol. Son rendement en HE varie de 3.5% à 6%. Elle a des 

propriétés anesthésiantes et cautérisante pulpaire, anti-infectieuse et antibactérienne à 
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large spectre d’action, anti-virale et anti-fongique. (Kim et al., 1998 ; Ghedira et al., 

2010). 

h. Géranium rosat 

 Embranchement :  Magnoliophyta 

Classe :  Magnoliopsida 

Ordre :  Geraniales 

Famille :  Geraniaceae 

Genre :  Pelargonium 

Espèce :  graveolens 

Nom Commun :  Le geranium rosat 

Habitat : La plante est cultivée dans de nombreuses régions méditerranéennes et 

subtropicales. Au Maroc, l’industrie du géranium est relativement récente (Demarne, 

1985). 

Le géranium utilisé dans cette étude est récolté en période de floraison dans la région 

de Taza. 

Description : Le géranium rosat (Pelargonium graveolens) est une plante vivace à 

feuillage odorant. Les feuilles persistantes sont lobées et opposées, couvertes de poils 

glanduleux microscopiques qui libèrent leurs parfums au toucher ou à la chaleur 

(Demarne, 1985).  

Rendement et composition chimique : Le rendement en HE est de 0.1% et un hectare 

fournit 18 kg d’essence par an. (Soundouss, 1998). Les résultats de l’analyse par 

Chromatographie en phase gazeuse révèlent la présence de nombreux constituants. 48 

composés ont été identifiés par CPG correspondant à 95,6 % de l'ensemble des 

constituants isolés (Soundouss, 1998). Le citronellol apparaît comme le constituant 

majoritaire de l'HE (33%), suivi du formate de citronellyle (10,56%), du guai-6,9-

diene (9,25%), du géraniol (5,42%) et de l’isomenthone. Le Rhodinol, fraction 

constituée par le citronellol, géraniol et linalool, constitue un taux de 41% (Soundouss, 

1998). 
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i. Eucalyptus 

 Embranchement :  Magnoliophyta 

Classe :  Magnoliopsida 

Ordre :  Myrtales 

Famille :  Myrtaceae 

Genre :  Eucalyptus 

Espèce :  globulus 

Nom Commun :  Eucalyptus 

Habitat : L'eucalyptus  est originaire d'Australie et Tasmanie.  

Description : L'écorce du cèdre (gommier bleu) pèle en larges bandes. Les feuilles des 

arbres juvéniles apparaissent par paires sur des tiges carrées. Elles mesurent de 6 à 15 

cm de long et sont couvertes d'une pruine cireuse bleu-gris, qui est à l'origine du nom 

de «gommier bleu». Les feuilles des arbres matures sont alternes, étroites, en forme de 

faux et d'un vert foncé luisant. Elles poussent sur des tiges cylindriques et mesurent de 

15 à 35 cm de long. Les boutons floraux en forme de toupie sont côtelés et recouverts 

d'un opercule aplati portant un bouton central. Les fleurs de couleur crème sont 

solitaires à l'aisselle des feuilles et produisent un abondant nectar que les abeilles 

transforment en un miel à saveur prononcée. Les fruits ligneux de 1,5 à 2,5 cm de 

diamètre ont une capsule très dure. De nombreuses petites graines s'échappent par des 

valves qui s'ouvrent sur le dessus du fruit. 

De la région de Khemisset vient notre échantillon d’eucalyptus. 

Rendement et composition chimique : L'huile d'eucalyptus est obtenue à partir des 

feuilles. Elle contient plus de 80% de cinéol, avec d'autres constituants comme p-

cymène, alpha-pinène, limonène, géraniol et camphène. Cette Huile essentielle est 

largement utilisée pour guérir les maux de tête, les douleurs corporelles, la fièvre, 

l'intestin chronique plaintes et dysenterie (Juergens et al., 2003 ; Sefidkon et al., 2007).  

Elle est très appréciée pour ses propriétés antiseptiques et désinfectantes (Rasooli et 

al., 2006 ; Sefidkon et Jamzad, 2000). In vitro, il est montré que l'huile essentielle 

d'eucalyptus a un effet antibactérien (Osawa et al., 1996). 
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j. Origan 

 Embranchement :  Spermaphytes 

Classe :  Dicotylédones 

Ordre :  Lamiales 

Famille :  Lamiaceae 

Genre :  Origanum 

Espèce :  compactum 

Nom Commun :  L’Origan 

Habitat : L’origan à fleurs compactes (Origanum compactum) est une espèce 

endémique du Maroc et de l’Espagne méridionale (Jahandiez et Maire, 1932 ; 

Benabid, 2000). C’est une espèce largement répandue dans les forêts claires à base de 

tétraclinaies, subéraies et illiçaies, dans les matorrals et pâturages rocailleux des 

plaines et des basses montagnes et sur sols bien drainés (Atbib, 1985). Sur le plan 

biogéographique, l’Origanum compactum pousse dans le Rif, le Tangérois, le Maroc 

centro-septentrional, le nord du Maroc occidental, l’ouest du Maroc méridional, le 

Haouz, le Haut atlas et le sud de la péninsule ibérique (Jahandiez et Maire, 1932). Le 

genre Origanum a été particulièrement étudié par Ietswaart (1980).  

C’est une espèce appartenant aux étages de végétation Thermo-méditerranéen et 

Méso-méditerranéen à bioclimat semi-aride et sub-humide.  

Description : Plante vivace à tiges pubescentes couvertes de poils longs ; feuilles 

caulinaires ovales, ovoïdes, velues ; inflorescences en épis denses et courts, très 

pourprés ; bractées florales ovales- lancéolées, rigides, coriaces ; fleurs grandes ; 

calice à 5 dents et marges ciliées.  

Dans cette étude, nous avons travaillé avec 5 échantillons d’Origan de différentes 

régions : Taounate, Al hoceima, Agadir et El Haouz. 

Rendement et composition chimique : Le thymol et le cavacrol sont les acides 

phénoliques qui caractérisent la composition chimique des différentes espèces 

appartenant à ce genre (Benjilali, 1996). Quant aux caractères organoleptiques, l’huile 

essentielle d’Origanum compactum passe par un large spectre de couleurs passant du 

jaune pâle au brun voir même noir. L’odeur reste, toutefois, très piquante, épicée et 

plus agressive que les autres huiles (Belkamel et al., 2013). Le rendement en huile 

essentielle peut atteindre 3%.  
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3  Extraction des huiles essentielles et rendement   

Les huiles essentielles, également appelées huiles volatiles ou éthérées sont des liquides 

aromatiques huileux obtenus à partir de différentes parties des plantes, et sont largement 

utilisés comme arômes alimentaires (Burt, 2004 ; Bakkali et al., 2008). Leur activité 

antimicrobienne est principalement attribuable à leurs composés majoritaires, bien que l'effet 

synergique ou antagoniste des composés minoritaires doit être également considéré (Ultee et 

al., 2002 ; Burt, 2004). 

L'extraction de l’huile essentielle des plantes récoltées a été effectuée par entraînement à la 

vapeur d’eau à l'aide d'un montage pilote au sein du Domaine Arome et Spécialités- 

Domaines Agricoles à Tiddas (Maroc) (Figure 16). Le principe de cette technique est basé sur 

un entraînement des constituants volatils de la matière végétale sèche par la vapeur d'eau. 

Cette dernière chargée de principes volatils est condensée dans un réfrigérant pour donner, 

après décantation, l'huile essentielle. L’extraction dure environ 4h (jusqu’à ce que la quantité 

d’huile présente dans l’extracteur demeure constante). Enfin, l’huile essentielle est séparée 

(par gravimétrie) de l’eau et récupérée dans des bouteilles spéciales qui maintiennent la 

qualité de l’HE. Le rendement en HE a été déterminé par rapport à la matière sèche 

(Chahboun et al., 2015). Les échantillons des huiles essentielles ont été stockés à 4°C à 

l’obscurité jusqu’à utilisation. 

 

Figure 16 : Schéma du montage pilote utilisé pour extraction des huiles essentielles par entrainement à 
la vapeur d’eau.  

4 Analyse de la composition chimique des HE 

La séparation des constituants de l’HE est réalisée en utilisant la CPG couplée à la SM 

(l’appareil utilisé est "Agilent Technologies, J & W Scientific Products, Palo Alto, CA, 
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USA"). L’appareil est équipé d'un Agilent Technologies capillaire DB-5ms (30 m de 

longueur, 0,25 mm de diamètre; épaisseur de film 0,25mm), et couplé à un détecteur sélectif 

de masse (MSD5975B, l'ionisation de tension 70 eV; tous Agilent, Santa Clara, CA). Le gaz 

porteur est le Helium (He), a été utilisé avec un débit de 1 ml.min
-1

. Le programme de 

température du four était 1 minute à 100°C. Le chromatographe est équipé d'un injecteur split 

/ splitless utilisé dans le mode split. Le rapport de division est 1:100.  

L'identification des composés a été réalisée par comparaison de leurs indices de rétention avec 

ceux des produits standards et confirmée en comparant leurs spectres de masse avec les 

données de la bibliothèque Wiley et NIST.  
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IV. Résultats  

  Caractéristiques physiques des HE 1.

Les huiles essentielles ont été extraites par entraînement à la vapeur d’eau. La couleur, ainsi 

que la masse volumique à température ambiante de l’huile essentielle de chaque espèce ont 

été enregistrées (Tableau 10). 

Tableau 10 : Caractéristiques physiques des huiles essentielles étudiées. 

Espèce Couleur Densité 

Rosmarinus officinalis Incolore 0.804 

Thymus. Maroccanus Jaune-orange 0.919 

Thymus broussonetii Jaune 0.900 

Cedrus atlantica Jaune pâle-incolore 0.968 

Lavandula angustifolia Jaune claire 0.933 

Salvia officinalis Jaune-orange 0.779 

Cladanthus mixtus Jaune claire 0.952 

Syzygium aromaticum Jaune claire 1.040 

Pelargonium graveolens Jaune claire 0.873 

Eucalyptus globulus Incolore 0.781 

Origanum compactum 1 Jaune claire 0.900 

Origanum compactum 2 Jaune claire 0. 905 

Origanum compactum 3 Jaune-orange 0.910 

Origanum compactum 4 Jaune 0. 880 

Origanum compactum 5 Vert -brune 0.893 

La densité nous renseigne sur la composition chimique, ainsi une densité inférieure à 0,9 

indique la présence de composés terpéniques et aliphatiques à des taux élevés, alors qu’une 

densité supérieure à 1 indique une composition très variée en composés terpéniques 

polycycliques (Garnero, 1996). 
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2  Résultats de la séparation des constituants de l’HE par CPG/SM 

a. Romarin  

Le chromatogramme de l’huile essentielle de Rosmarinus officinalis révèle la présence de 19 

éléments avec un pourcentage total de 94,77% ; dont cinéol 1-8 est le composé majoritaire 

(46,12%) suivi par alpha pinène (11,95%) et le linalol (8,75%) (Tableau 11). 

Tableau 91 : Composition chimique de l’huile essentielle de Rosmarinus officinalis. 

Composés  Temps de rétention (min)  Pourcentage 

pinène (alpha) 2.46 11,95 

Camphene 2.96 3,25 

pinène (béta) 3.47 6,63 

Sabinène 3.56 0,09 

Myrcène 4.10 1,63 

terpinène (alpha) 4.35 0,8 

Limonene 4.94 2,15 

cinéol 1-8 4.91 46,12 

terpinène (gamma) 5.18 1,3 

Paracymène 5.49 0,89 

Terpinolène 5.98 0,41 

linalol oxyde (cis) 6.27 0,15 

Linalool 8.68 8,75 

linalyl acétate 8.75 0,87 

bornyl acétate 8.81 0,22 

térpénin-4-ol 9.03 2,18 

caryophyllène (béta) 9.35 2,34 

Bornéol 10.31 2,88 

Verbénone 10.44 2,15 

total  94,77% 

 

Le temps de rétention est le temps nécessaire pour l’apparition du pic au niveau du 

chromatographe qui signifie la détection d’un composé chimique, il est un critère 

d’identification car il est propre à chaque composé.  
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b. Thym 

L'analyse par GC/MS des deux huiles essentielles des 2 Thymus étudiées, a révélé des profils 

chromatographiques très hétérogènes (Tableau 12). Chez Thymus maroccanus, 7 composés 

ont été identifiés représentant 93,19% de l'huile essentielle. Le carvacrol (74,60%) étant le 

constituant majeur, suivi du thymol (14,38%) à côté d'autres constituants avec des 

concentrations relativement faibles, le paracymène (1,95%) et  le terpinène gamma (1,61%).   

 

L’huile essentielle de Thymus broussonetii s’est montrée plus riche avec 11 composés 

identifiés représentant 87,84% de la totalité de l’huile essentielle (Tableau 12). Les produits 

identifiés sont majoritairement représentés par le carvacrol (54,52%), le thymol (11,92%), le 

paracymène (8,10%) et  le terpinène gamma (7,80%). 

Tableau 102 : Composition chimique de l’huile essentielle de deux espèces de Thym. 

Composés  
Temps de rétention 

(min) 

Pourcentages 

T. maroccanus T. broussonetii 

pinène alpha 2.45 0.18 0.48 

thujène alpha 2.95 - 0.15 

pinène béta  3.45 - 0.03 

myrcène 4.11 0.23 0.89 

terpinène alpha 4.36 0.24 1.08 

terpinène gamma 5.24 1.61 7.80 

paracymène  5.66 1.95 8.10 

linalol 8.61 - 1.14 

terpinène-y-ol + 

caryophyllène béta 
9.30 - 1.73 

thumol 14.38 14.38 11.92 

carvacrol 14.65 74.60 54.52 

total  93.19% 87.84% 
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c. Cèdre 

L’analyse de l’huile essentielle de Cedrus atlantica a permis d’identifier 13 composés 

représentant 82,61% des constituants totaux (Tableau 13). Le himachalène béta, himachalène 

alpha, himachalène gamma sont les composés majoritaires avec respectivement 44.84%, 

15.62%, 10.33%, L’atlantone trans alpha et l’atlantone béta représentent des faibles 

pourcentages mais relativement plus importants (3.58 % et 2.29%) que les autres constituants.  

Tableau 113 : Composition chimique de l’huile essentielle de Cedrus atlantica. 

Composés  Temps de rétention (min)  Pourcentage 

cédrène alpha 9.03 0.31 

cédrène béta  9.35 0.41 

himachalène alpha 9.87 15.62 

himachalène gamma 10.34 10.33 

himachalène béta 10.59 44.84 

cadinène delta 10.76 0.26 

himachalène ar 11.83 0.87 

calacorène alpha 12.18 0.83 

atlantone béta 14.62 2.29 

atlantone cis gamma 14.75 0.86 

atlantone trans gamma 14.78 0.87 

atlantone cis alpha 14.96 1.54 

atlantone trans alpha 15.63 3.58 

total  82.61% 

 

d. Lavande 

Quant aux l'huile essentielle de Lavandula officinalis, les résultats montrent qu’elle renferme 

13 composés avec un pourcentage total de 87,84% (Tableau 14). Le cinéol 1-8 (38,22%) est le 

constituant majoritaire, en plus du linalol (15,93%), du Camphre (8,58%), de l'acétate de 

linalyle (6,53%) et du bornéol (3,59%). 
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Tableau 14: Composition chimique de l’huile essentielle de Lavandula officinalis 

Composés  Temps de rétention (min)  Pourcentage 

pinène alpha 2.46 1.00 

camphène 2.96 0.38 

pinène béta  3.47 1.70 

limonène  4.64 1.26 

cinéol 1-8 4.91 38.22 

ocimène cis béta 5.03 0.43 

ocimène trans béta 5.24 0.07 

Camphre 8.51 8.58 

linalol 8.68 15.93 

linalyl acetate 8.81 6.53 

lavandulol 9.97 0.95 

bornéol 10.32 3.59 

verbénone 10.44 0.18 

total  87.84% 

 

e. Sauge 

L’analyse chimique des composantes de l’huile essentielle Salvia officinalis a montré 

que thujone (béta) 25,5%, limonène + cinéol 1-8 (19,83%), camphre (10,66%) et pinène 

(alpha) (7,61%) constituent la totalité de l’huile essentielle (82,53%) à côté d’autres 

composantes mineurs (Tableau 15).  

Tableau 15 : Composition chimique de l’huile essentielle de Salvia  officinalis. 

Composés  Temps de rétention (min)  Pourcentage 

pinène (alpha) 2.45 7,61 

camphène 2.96 4,89 

pinène (béta) 3.47 4,06 

myrcène 4.10 2,58 

limonène + cinéol 1-8 4.95 19,83 

thujone (alpha) 6.87 2,75 

thujone (béta) 7.43 25,51 

camphre 8.51 10,66 

bornyl acétate 8.81 0,37 

humulène (alpha) 10.78 4,26 

total  82,53% 
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f. Camomille 

Le tableau 10 montre que l’huile essentielle de Cladanthus mixtus se compose essentiellement 

de 18 éléments avec un pourcentage de 64,31% (Tableau 16).  Pinène (alpha) (15,91%), 

limonène (8,1%), santolina alcool (7,56%), Gérmacrène D (7,22%) et farnésène (béta) 

(5,87%) constituent les principaux constituants. 

Tableau 126 : Composition chimique de l’huile essentielle de Cladanthus mixtus. 

Composés  Temps de rétention (min)  Pourcentage 

pinène (alpha) 2.46 15,91 

Sabinène 3.56 0,17 

pinène (béta) 3.74 3,88 

myrcène 4.10 0,53 

limonène 4.64 8,1 

cinéol 1-8 4.91 4,77 

santolina alcool 5.04 7,56 

terpinène (gamma) 5.18 0,2 

artémisia alcool 6.04 0,41 

pinocarvéol (trans) 6.89 2,31 

pinocarvone 7.39 1,75 

bornéol 10.31 0,23 

bornyl acétate 10.81 0,34 

élémène (delta) 10.98 3,05 

caryophyllène (béta) 11.35 1,07 

farnésène (béta) 11.97 5,87 

gérmacrène D 12.63 7,22 

nérolidol (trans) 13.02 0,94 

total  64,31% 

g. Clou de girofle  

Quant à l’huile essentielle de Syzygium aromaticum, seulement deux composés ont été 

identifiés représentant 95,36% de l'huile essentielle. L’eugénol (85,42%) et  le caryphyllène 

béta (9,94%) (Tableau 17). 

Tableau 137 : Composition chimique de l’huile essentielle de Syzygium aromaticum. 

Composés  Temps de rétention (min)  Pourcentage 

Caryphyllène béta 9.35 9.94% 

Eugénol 14.41 85.42% 

total  95.36% 
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h. Géranium 

 A la lumière du tableau 18, nous notons que 19 composés ont été identifiés dans l'huile 

essentielle de Pelargonium graveolens. Elle est principalement composée du citronellol 

(19,69%), du géraniol (14,45%), du 10-epi-gamma-Eudesmol (9,46%), du linalol (8,83%), du 

cytronellyl  (5,77%), d’isementhone (5,55%) et de geranyl (5,23%). 

 

Tableau 18 : Composition chimique de l’huile essentielle de Pelargonium graveolens. 

Composés  Temps de rétention (min)  Pourcentage 

pinène (alpha) 2.46       0,3 

pinène (béta) 3.74 0,11 

myrcène 4.10 0,17 

limonène 4.94 0,17 

ocimène (cis béta) 5.6 0,11 

ocimène (trans béta) 5.78 0,18 

rose oxyde cis 8.20 0,51 

rose oxyde trans 8.41 0,17 

isomenthone 8.54 5,55 

Linalool 8.68 8,83 

Citronellyl formate 9.65 5,77 

Menthol 10.04 0,62 

humulène (alpha) 10.78 0,49 

Geranyl formate 16.09 5,23 

Citronellol 17.88 19,69 

Geranyl propionate 18.83 0,75 

géraniol 19.53 14,45 

Geranyl butyrate 20.71 2,39 

10-epi-gamma-Eudesmol 25.12 9,46 

total  74.95 % 

 

i.  Eucalyptus 

Concernant l’HE extraite de l’Eucalyptus globulus, les résultats du chromatogramme 

montrent la présence de 7 constituants majoritaires avec un total de 88,85% dont le cinéol 1-8 

(51,36%), le pinène (alpha) (17,85%) et l’aromadendrène (8,74%) (Tableau 19). 
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Tableau 149 : Composition chimique de l’huile essentielle d’Eucalyptus globulus. 

Composés  Temps de rétention (min)  Pourcentage 

pinène (alpha) 2.46 17.85 

paracymène 4.24 2.19 

limonène 4.49 3.37 

cinéol 1-8 4.58 51.36 

trans pinocarviol 6.59 3.27 

aromadendrène 15.12 8.74 

globulol 18.81 2.07 

total  88.85% 

j. Origan 

L’analyse des cinq échantillons de l’huile essentielle d’Origanum compactum, révèle que le 

carvacrol, le thymol, le terpinène gamma et le paracymène sont les composantes majoritaires 

avec des concentrations différentes (Tableau 20), lorsque la concentration du carvacrol et du 

thymol augmente celle du terpinène gamma diminue et vice versa. La variation détectée dans 

la composition chimique des huiles essentielles du thym est liée à plusieurs paramètres tels 

que le facteur environnemental, les conditions climatiques et géographiques variant d’une 

région à une autre et les conditions de cueillette et séchage (Cosentino et al., 1999 ; Fellah et 

al., 2006). En effet, le carvacrol varie de 25.70% à 43.06%, le tymol de 3.61% à 15.59%, le 

terpinène gamma de 16.11% à 33.68% et le paracymène de 9.23% à 11.62%.  

 

Tableau 150 : Composition chimique de l’huile essentielle d’Origanum compactum. 

Composés  

Temps de 

rétention 

(min) 

Pourcentages 

O. 

compactum1 

O. 

compactum2 

O. 

compactum3 

O. 

compactum4 

O. 

Ccompactum5 

pinène alpha 2.45 0.73 0.71 0.74 0.53 0.56 

thujène alpha 2.49 0.41 1.00 1.07 0.97 3.57 

camphène 2.95 0.12 0.11 0.12 0.10 0.14 

pinène béta  3.45 0.11 0.14 0.15 0.15 0.32 

Myrcène 4.12 1.65 1.72 1.82 2.20 5.44 

terpinène alpha 4.37 1.94 1.85 1.94 3.15 4.29 

Limonène 4.73 0.16 0.21 0.22 0.18 0.47 

γ-terpinène 5.28 16.11 16.40 17.15 29.79 33.68 

paracymène  5.56 10.46 10.41 10.90 9.23 11.62 

Linalol 8.62 1.47 1.40 1.45 1.56 1.77 

terpinène-y-ol  9.29 0.85 0.78 0.79 1.55 1.10 

Caryophyllène- β 9.31 1.19 1.28 1.33 - 2.36 

Thymol 14.40 15.59 14.99 15.52 7.86 3.61 

Carvacrol 14.68 42.83 41.88 43.06 38.98 25.70 

total  93.62% 92.88% 96.26% 96.25% 94.63% 
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V. Discussion  

Les huiles essentielles extraites des plantes aromatiques et médicinales PAM, sont utilisées en 

thérapie pour leur pouvoir antibactérien important grâce à leur composition très diversifiée en 

métabolites secondaires (Bakkali et al., 2008). De ce fait, l’objectif de cette partie du travail 

était de choisir les huiles essentielles ayant des composants connus pour leur activité 

antibactérienne. Ces plantes ont été choisies à la lumière de la littérature et l’extraction a été 

faite par entrainement à la vapeur d’eau. 

L’extraction des huiles essentielles a montré une variabilité du rendement selon l’espèce 

végétale. Chez une même espèce, le volume d’huile essentielle récupéré dépend de plusieurs 

paramètres tels que le climat, le génotype, le lieu de croissance, et le régime de récolte de la 

plante (Salgueiro et al., 1997). A cela s’ajoute la saison (Gonny et al., 2004), le stade végétatif 

de la plante (Sefidkon et al., 2007), la méthode de séchage (Rahimmalek et Goli, 2013), la 

méthode de distillation (Sefidkon et al., 2007) et le temps de distillation (Cannon, et al., 

2013).  La composition des huiles essentielles varie aussi en fonction des organes prélevés. 

Elle peut aussi être modifiée au cours de l’extraction ou durant  la conservation de l’huile 

(Merghache et al., 2009 ; Boukhatem et al.,2010 ; Sui et al., 2012 ; Karamanos et 

Sotiropoulou, 2013; Zaouali et al., 2013 ; Wu et al., 2013). 

L’analyse de la composition chimique de nos huiles essentielles par chromatographie en 

phase gazeuse (CPG) couplée à la spectrométrie de masse (SM), a révélé une grande 

diversification ainsi que des compositions très riches. 

L’huile essentielle de Rosmarinus officinalis est principalement composée du 1,8-cinéole  

(46,12%), du camphre (3 ,25%), du pinène-alpha (11,95%), du β-pinène (6,63%), du 

caryophyllène (2,34%) et du bornéol (2,88%). Ces résultats sont en accord avec les travaux de 

Ait-Ouazzou, et al. (2011) qui ont montré que le 1,8-cinéole (43.99%) est le composé 

majoritaire de cette huile essentielle. Néanmoins, la comparaison de la composition chimique 

de l'huile essentielle de R. officinalis de différentes régions du Maroc (Rabat, Taforalt et 

Elateuf) a révélé trois chémotypes distincts : le chémotype de l'α-pinène (37-40% de l'huile), 

le chémotype du camphre (41-53% de l'huile) et le chémotype du 1,8 -cinéole (58-63% de 

l'huile) (Elamrani, et al., 2000). Selon nombreuses études antérieures, l'extrait de romarin 

contient principalement des composés aromatiques tels que le bornéol, le camphène, le 

camphre et le cinéol, des flavonoïdes comme l'apigénine et la diosmine, tanins, l'acide 

rosmarinique, diterpènes et la rosmaricine (Akbari, 2015 ; Tak, 2016 ; Mekonnen, 2016).  
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L’analyse de la composition phytochimique de Salvia officinalis à montrer que les composés 

majoritaires sont : β-thujone (25,51%), 1.8 cinéole et limonene  (19,83%), camphre (10,66%), 

α pinène  (7,61%), β pinène  (4,06%), α-thujone (2,75%),  et le borneol  (0.37%). Or, Fellah et 

al. (2006) ont trouvé, en analysant un chémotype en α-thujone, que les composantes 

majoritaires sont α-thujone (26,49%- 10,58%), β-thujone (13,09%-3,09%), 1,8-cinéole 

(31,89%-8,58%) et camphre (40,14%-2,10%). 

Quant à l’huile essentielle de Cladanthus mixtus,  pinène (alpha) (15,91%), limonène (8,10%), 

l’alcool de santoline (7,56%), Gérmacrène D (7,22%), farnésène (béta) (5,87%), cinéole 1-8 

(4,77%), pinène (béta) (3,88%), élémène (delta) (3,05%), pinocarvéol (trans) (2,31%) et 

pinocarvone (1,75%) sont les composantes majoritaires trouvées après analyse. Il a été 

également rapporté que les éléments dominants identifiés sont les monoterpènes qui 

prédominent (69,4 %) avec l’alcool de santoline (37,7 %) et constituent les composés 

majoritaires. Suivent l’α-pinène et la camphénilone (4,8%), l’alcool de yomogi (4,5 %), le 

1,8-cinéole (3,2 %) et le thymol (2,12 %).  D’autres études ont rapporté que les principaux 

sesquiterpènes sont le germacrène D (3,3 %), le cubénol (3,21 %), l’acétate de caryophyllène 

(2,4 %) et le (E)-β-farnesène (2,26 %) (Satrani et al., 2007). Ces composantes ne se sont pas 

révélées à l’issu de nos extractions. Cela peut être dû à l’influence de divers facteurs y 

compris les conditions de récolte et la région géographique.  

L’analyse de l’Huile essentielle du Syzygium aromaticum nous a permis d’identifier deux 

composants l’eugénol (85,42%) et le β-caryophyllène (9,94%). Ce qui s’accorde avec les 

résultats trouvés par Prashar et al. (2006) qui a révélé la présence d’une teneur élevée en 

eugénol et en β-caryophyllène, respectivement de 78% et de 13% dans l’huile essentielle de 

clou de girofle, alors que les huiles essentielles étudiées par Pawar et Thaker (2006) 

présentent une faible teneur en eugénol (47,64%) avec une concentration en benzyl alcool de 

34%. Par ailleurs, les huiles essentielles de clou de girofle analysées par Chaieb et al. (2007) 

et Fu et al. (2007) diffèrent énormément. Les huiles analysées par Fu et al. sont caractérisées 

par l’eugénol (68,52%), le β-caryophyllène (19%), acétate d’eugényle (10,15%) et α-

caryophyllène (1,85%) et celles de Chaieb et al. par l’eugénol (88,58 %), l’acétate d’eugényle 

(5,62 %), le β-caryophyllène (1,39%) et d’autres constituants mineurs (0,1 à 0,9%). Selon 

Leung et al. (1980), le clou de girofle contient des glucosides de chromosomes, des glucosides 

de stérol (sitostérol, stigmastérol et campestérol), de l'acide oléanolique et du camphol.  

L'huile essentielle contient, selon une étude récente de Fayemiwo et al. (2014) 28 composés, 

l’eugenol comme principal composé (80.95%), l'acétate d'eugényle (5.01%), le β-
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caryophyllène (3,14%), le myrcène (1,84%) et l'α-terpinène (1,65%) comme principaux 

constituants. Le clou de girofle contient également des molécules phénoliques telles que 

l’acide gallique, les flavonols glucosidiques, les tanins, l’eugeniin, dehydrodieugenol, O, O'-

dimethyl-dihydroeugenol. 

L’analyse de l’huile essentielle de Cedrus atlantica a montré que le β-himachalène, l'α-

himachalène, γ-himachalène, l’atlantone trans alpha et l’atlantone béta représentant  

respectivement, 44.84 %, 15.62 %, 10.33 %, 3.58 % et 2.29%, sont les composés majoritaires. 

Les mêmes résultats ont été trouvés par Ainan et al. (2019)  qui ont identifié 60 composants, 

dont le β-himachalène est le constituant majeur avec une teneur d'environ 31,24%, suivi par 

l'α-himachalène (15,63%) et le γ-himachalène (14,46%). Les autres constituants sont détectés 

en pourcentage moyen. Les résultats de Satrani et al. (2007) indiquent que l'(E)-alpha-

atlantone (28,75%) et le β-himachalène (14,62%) sont les principaux constituants de cette 

huile essentielle. Derwich et al. (2010) ont rapporté que l'(E)-alpha-atlantone est absent dans 

l'huile essentielle des feuilles de cette plante, l’ α pinène à 14,85% présente l’un de ses 

principaux constituants, suivi de l'α-himachalène à (10,14%), du β-himachalène à (9,89%) et 

de γ-himachalène à (7,62%). 

On peut donc conclure que la composition chimique ou le pourcentage des constituants des 

huiles essentielles diffère selon la partie de la plante soumise à l'extraction. Ce qui confirme 

les constatations de Kherchouche et al. (2013), Boudarene (2004) et Aberchane (2004) qui ont 

montré que la composition chimique des huiles essentielles de Cedrus atlantica varie 

considérablement selon les zones géographiques, la période de récolte et l'âge de la plante.  

L’analyse chromatographique de l’huile essentielle d’Eucalyptus globulus révèle qu’elle se 

compose majoritairement du cinéol 1-8 (51,36%), du pinène (alpha) (17,85%) et 

d’aromadendrène (8,74%). Or Ghalem (2008) et  Batish (2008) ont indiqué que le 1,8-cinéole 

(l'eucalyptol) est le constituant majeur (70-80%) alors que les autres constituants sont 

majoritairement terpéniques, quant au reste des constituants, il est souvent inférieur à 1%. Ces 

mêmes auteurs ont indiqué que la feuille contient également une douzaine d'hétérocycles 

oxygénés avec une structure acylphoroglucinol-mono- ou sesquiterpène, les euglobales, ainsi 

que des composés phénoliques, des acides phénoliques et des flavonoïdes. 

Ainsi Ainan et al. (2019) ont trouvé que la composition chimique de l’huile essentielle 

d’Eucalyptus globulus est la suivante : Estragole (28,14%), terpinolène (7,12%), 1,4-

hexadiène-méthyl-3- (1- méthyléthylidène) (7,01%), le linalol (5,54%) et le furfural (4,66%). 

Selon Tyagi (2011), la teneur en huile essentielle est comprise entre 0,5 et 3,5%.  
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Le chromatogramme de l’huile essentielle de Pelargonium graveolens a montré que 

Citronellol (19,69%), géraniol (14,45%), 10-epi-gamma-Eudesmol (9,46%), linalool (8,83%), 

isomenthone (5,55%), formate de citronellyle (5,77%) et formate de Geranyle (5,23%) sont 

ses composantes majoritaires.  D’après Boukhatem et al. (2010), le citronellol apparaît comme 

le constituant majoritaire de l'HE (33,0%) suivi du formate de citronellyle (10,56%), du guai-

6,9-diene (9,25%), du géraniol (5,42%) et de l’isomenthone.   

Les constituants majoritaires de notre échantillon de Lavandula officinalis sont le cinéol 1-8 

(38,22%) le linalol (15,93%), le Camphre (8,58%), l'acétate de linalyle (6,53%) et le bornéol 

(3,59%). Ces résultats ne s’accordent pas avec ceux de Laib et Barbat (2011) qui ont montré 

que la composition chimique de la même espèce étudiée dans la région de Constantine en 

Algérie a donné : l'acétate de linalyle (15,26%), linalol (10,68%), 1,8- cinéole (10,25 %), γ-

terpinène (11,2%) et Camphre (11,25%).  

Kulevanova et al. (2000) ont analysé la composition chimique de l’huile essentielle des fleurs 

de Lavandula officinalis collectées en Macedonie et ont trouvé 32 constituants avec une 

dominance des composants monoterpéniques, linalol (25,7%), l'acétate de linalyle (23,2%) et 

l'acétate de lavandulyle (12,4 %) et la présence des hydrocarbures sesquiterpéniques et ses 

dérivés oxygénés. Verma et al. (2009) ont étudié la composition de l’huile essentielle des 

fleurs de L. officinalis cultivées à Uttarakand (Inde) et ont identifié 37 composés 

monoterpéniques avec l'acétate de linalyle (47,56%), le linalol (28,06 %), l'acétate de 

lavandulyle (4,34%) et α- terpinéol (3,7%) comme composés majeurs. De leur part, Sun Kim 

et Sun Lee (2002) ont comparé la composition chimique des huiles essentielles de L. 

officinalis obtenues par différentes méthodes d’extraction et ont apporté que l'acétate de 

linalyle (35,44%) et le linalol (18,70%) sont prédominants dans les huiles essentielles 

obtenues par distillation à la vapeur. 

D’après ces résultats, on remarque que la composition chimique de l’huile essentielle de 

l’espèce Lavandula officinalis cultivée au Maroc est différente de celles obtenues dans de 

nombreux travaux. Cette différence de composition est due probablement à diverses 

conditions notamment l’environnement, le génotype, l’origine géographique, la période de 

récolte, le lieu de séchage, la température, la durée de séchage, les parasites et la méthode 

d’extraction (Svoboda et Hampson, 1999). 

Les résultats de l’investigation phytochimique des espèces du Thym étudiées ont montré que 

les huiles essentielles mettent en exergue des différences remarquables de la composition 

chimique, aussi bien qualitative que quantitative. Le carvacrol s’est montré le composé 
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majoritaire qui caractérise les chémotypes de l’huile essentielle de T. marrocanus (74,59%) et 

de T. broussonetii (54,52%). Les mêmes espèces récoltées dans les mêmes régions en 2008 

ont montré une composition légèrement différente, le carvacrol était également le principal 

composé dans l'huile essentielle de T. maroccanus (89,15%), tandis que le thymol (39,64%), 

le carvacrol (21,31%) et le bornéol (20,13%) étaient les plus abondants dans l’huile essentielle 

de T. broussonetii (Saad et al., 2010). Des résultats similaires ont été observés par Jaafari et 

al. (2007) qui ont rapporté que chez ces mêmes espèces, les éléments dominants identifiés 

sont le p-cymène (21,0%), le bornéol (16,5%), l’α-pinène (11,8%) et le thymol (11,3%) pour 

T. broussonetti et le carvacrol (33,0%), le p-cymène (25,3%) et l’α-pinène (11,6%) pour T. 

maroccanus (Belaqziz et al., 2010).  

Dans tous les cas, la composition chimique des huiles essentielles du Thym est connue pour 

être riche et diversifiée non seulement au Maroc (Tahiri, 1996 ; Ismaili, 2004),  mais aussi 

dans d'autres régions du monde (Stahl-Biskup et Saez, 2002).  

Le carvacrol, le thymol et le bornéol sont les composés les plus rencontrés dans différentes 

huiles essentielles de Thym marocain (Tahiri, 1996 ; Belaqziz et al., 2010 ; Saad et al., 2010 ; 

Ichrak et al., 2011 ; El Bouzidi et al., 2013).  

L’analyse des différents échantillons des huiles essentielles d’origan à fleurs compactes 

Origanum compactium nous a permis de révéler que les phénols sont les principaux 

composées puis le carvacrol suivi par le thymol. A ces derniers, s’ajoutent quelques 

monoterpènes cycliques, monoterpènes acycliques et sesquiterpènes, ainsi que d’autres 

molécules non terpéniques comme les alcools et les oxydes.   

Les différents échantillons analysés au cours de cette étude montrent bien une dominance de 4 

composés caractéristiques : le γ-terpinène, le paracymène, le thymol et le carvacrol. Les 

résultats trouvés par Belkamel et al. (2013) s’accordent avec ce constat. La variation des 

teneurs des principaux composants est fonction du cycle de développement, de la partie de la 

plante analysée, de la région de récolte ainsi que d’autres facteurs (climatiques, édaphiques, 

génétiques, etc.). En effet, les 5 échantillons étudiés prélevés à différentes régions du Maroc 

ont montré une variabilité notable dans les teneurs du carvacrol qui oscillent entre 25,7 et 

43%, du thymol qui varient entre 3,6 et 15,59%, du paracymène (9,23 à 11,62%), du γ-

terpinène (16,11 à 33,68%). Ces résultats corroborent ceux apportés par Van Den Broucke et 

Lemeli (1980) qui ont indiqué que le thymol (de 0 à 43,4%), le carvacrol (de 3,8 à 71%) et le 

paracymène (de 0 à 25,4%) sont les trois composants principaux à teneurs variables d’un 

échantillon à l’autre, après avoir analysé des huiles essentielles de cette espèce de diverses 
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provenances du Maroc. Herouart (1987) a indiqué que cette même espèce d’origan, originaire 

du Maroc, contient 28.5 % de carvacrol, contre 19% environ pour le thymol. Bellakhdar et Il 

Idrissi (1990), ont trouvé après analyse que l’huile essentielle d’O. compactum de la région de 

Rabat (obtenue avec un rendement de 1,6%), contient 53% de thymol, 5,3% de carvacrol, 

18% de paracymène, 12% γ-terpinène et 2,2% d’α-cardinol. Plus récemment, Chebli et al. 

(2003) ont trouvé dans l’huile essentielle d’O. compactum les proportions suivantes : 

carvacrol (58,1%), thymol (9%), paracymène (11,4%) et γ-terpinène (7,1%).  

D’après les résultats obtenus, on remarque que pour les deux terpènes phénoliques, le 

carvacrol et son isomère le thymol ;  le carvacrol présente le pourcentage le plus élevé avec un 

taux moyen de 31% environ, suivi du thymol avec 22.5% environ. Bellakhdar et Il Idrissi 

(1990) ont signalé plutôt un taux en thymol plus élevé que celui du carvacrol dans l’huile 

essentielle de l’Origanum compactum d’origine marocaine, ces taux sont de 53% pour le 

thymol contre 5.3% pour le carvacrol. Par contre, les résultats obtenus par Chebli et al. 

(2003), 58,1% de carvacrol et 9% de thymol concordent avec les nôtres. Ces fluctuations des 

taux de thymol et de carvacrol sont probablement liées à la période de récolte et au lieu 

géographique précis de la plante ainsi qu’à l’altitude. 

Il est important de noter que les huiles essentielles à chémotypes différents présentent non 

seulement des activités biologiques différentes mais également des toxicités très variables. La 

température, le taux d’humidité, la durée d’ensoleillement, la pluviométrie et les conditions 

édaphiques sont également des facteurs potentiels des variations de la composition chimique 

des huiles essentielles des plantes médicinales et aromatiques (Sokmen et al., 2004 ; Loziene 

et Venskutonis, 2005). 

Les études portant sur la composition chimiques des huiles essentielles en fonction du cycle 

circadien et des saisons sont nombreuses (Sivropoulou, et al., 1997 ; Hudaib, et al., 2002 ; 

Lahlou, 2004 ). L’heure de la récolte du matériel végétal ainsi que le moment de l’année sont 

des facteurs importants. Naghdi et al. (2004) ont montré que la formation des principes actifs 

se fait spécialement pendant la période de floraison et de fructification. 

Ainsi, les chromatogrammes des différentes huiles essentielles ont montré que la composition 

chimique varie d'une espèce à l'autre, mais peut varier également au sein de la même espèce 

en fonction de la localisation géographique (Jaafari, et al., 2007). D’autre facteurs peuvent 

être responsables de cette variabilité, les plus importants sont le climat, le sol, la période de 
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récolte (Sivropoulou et al., 1997), et la méthode de conservation et d'extraction (Bakkali et al., 

2008).  

Les facteurs génétiques (Echeverrigaray et al., 2001) et le cycle végétatif  (Hudaib et al., 

2002) peuvent aussi influencer cette variabilité.  

Certaines études ont démontré que plus la teneur en composés phénoliques est élevée, plus 

l'huile essentielle est efficace (McGimpsey et al., 1994, Cosentino et al., 1999). De plus 

l’activité antimicrobienne de ces huiles est principalement attribuable à ses composés 

majoritaires, sans oublier l'effet synergique ou antagoniste des composés minoritaires qui doit 

être considéré (Ultee et al., 2002 ; Burt, 2004).  

VI.  Conclusion  

L’étude des huiles essentielles extraites par entrainement à la vapeur d’eau a montré des 

variabilités au niveau du rendement en huile essentielle et de la couleur de ces huiles d’une 

même espèce récolté pendant le stade de floraison, des zones géographiques différentes.  

Les résultats de l’investigation phytochimique ont montré que les huiles essentielles des 

espèces étudiées mettent en exergue des différences remarquables de la composition 

chimique, aussi bien qualitatives que quantitatives. 

Ainsi, les chromatogrammes des différentes huiles essentielles ont montré que la composition 

Chimique varie d'une espèce à l'autre mais peut varier également au sein de la même espèce 

en fonction de la localisation géographique. C’est le cas des huiles essentielles de l’origan 

utilisées dans cette étude. D’autres facteurs peuvent être responsables de cette variabilité, les 

plus importants sont le climat, le sol, la période de récolte et la méthode de conservation et 

d'extraction. Les facteurs génétiques et le cycle végétatif peuvent aussi influencer cette 

variabilité.  

La prochaine partie du travail portera sur la détermination du pouvoir antibactérien des huiles 

essentielles extraites contre les isolats et bactéries du genre Flavobacterium in-vitro. 
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I. Contexte 

Les huiles essentielles sont des substances naturelles complexes, possédant des 

caractéristiques physico-chimiques bien définies et répondant à des critères de qualité qu’il 

faut connaitre pour éviter tout risque de toxicité qui peut se révéler dangereux pour la santé. 

Par ailleurs, ces produits présentent une grande variabilité de leurs constituants chimiques, 

leur attribuant de nombreuses propriétés médicinales et biologiques qu’il convient de 

connaître et de valoriser. Leur activité antimicrobienne, constituant une de leurs grandes 

vertus, fait l’objet aujourd’hui de nombreux travaux de recherche, en testant ces huiles sur 

différents microorganismes (bactéries, champignons, virus, etc.), faisant ainsi de ces extraits 

naturels des agents antimicrobiens potentiels.   

Dans notre présent travail, nous allons mis en évidence le pouvoir antimicrobien des huiles 

essentielles Marocaines sélectionnées sur Flavobacterium spp. Ce pathogène est complexe 

avec des particularités génétiques, culturales et pathogéniques. Ainsi, il s’avère important de 

déterminer les facteurs de virulence de ce pathogène. Ces données seront détaillées dans la 

partie qui suit. 

II. Introduction  

L'utilisation des antibiotiques est intensément compromise par le développement de la 

résistance bactérienne aux médicaments les plus couramment prescrits (Goossens, 2009), ce 

qui augmente les coûts de santé, la morbidité et la mortalité, et menace d'un retour à l'ère pré-

antibiotique (WHO, 2012). En outre, le développement de nouveaux antibiotiques représente 

actuellement un vrai défi avec beaucoup de complications et contraintes (Carlet et al., 2011 ; 

Cars et al., 2011 ; Grundmann et al., 2011 ; Wright et Poinar, 2012). La solution à ce 

problème s’avère ainsi cruciale et nécessite la recherche de nouvelles voies alternatives. 

Les plantes médicinales constituent un réservoir de molécules potentialisatrices à large spectre 

d’action (Hemaiswarya et al., 2008 ; Langeveld et al., 2013). Les plantes synthétisent, de 

manière constitutive ou induite, une multitude de molécules antimicrobiennes (Jones et Dangl, 

2006 ; Gibbons, 2008). L’originalité de ce système de défense réside dans l’exceptionnelle 

variabilité chimique des molécules produites (Cowan, 1999 ; Gibbons, 2008). Ces dernières 

constituent, de par la diversité des groupements structuraux et fonctionnels qu’elles arborent, 

un vaste réservoir de substances actives. 
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Les plantes synthétisent plus de 100 000 petites molécules dotées pour la plupart d’une 

activité antibactérienne (Gibbons, 2008).  

Dans cette optique, plusieurs travaux ont été conduits dans le but d’étudier les différentes 

propriétés des huiles essentielles, composante importante des plantes médicinales, et qui est 

reconnue par sa grande richesse en substances bioactives (Pinto et al., 2006 ; Karioti et al., 

2006 ; Basem, 2007 ; Marzouk et al., 2009 ; Imelouane et al., 2009 ; Sokovic et al., 2009 ; 

Amarti et al., 2010 ; Fadli et al., 2011 ; Kazemi et al., 2012). 

Le but escompté de cette étude est de tester l’activité antibactérienne d’une gamme d’huiles 

essentielles sur nos isolats du genre Flavobacterium ainsi que quelques souches de l’espèce 

Flavobacterium psychrophilum. Nous avons utilisé la méthode des disques et la méthode des 

dilutions pour mettre en évidence cette activité.  

III.  Matériel et Méthodes 

  Matériel biologique 1.

A partir des souches isolées au niveau du laboratoire de Biologie et Biotechnologies des 

microorganismes (LBBM) de l'Université Cadi Ayyad – Marrakech, et les souches de 

références de l’espèce Flavobacterium psychrophilum importées de la France et de la Suisse, 

nous avons établi une collection bactérienne sur lesquelles l’effet inhibiteur des huiles 

essentielles sera testé. 

2  Milieu de culture 

Le milieu de culture utilisé pour les tests antibactériens est le "TYES Agar" et le bouillon 

TYES. Les souches ont été mises en suspension dans le bouillon. La turbidité de l’inoculum 

correspondait à environ 10
6
 UFC/ml. 

3  Etude microbiologique  

a. Evaluation de l’activité antibactérienne par la méthode de diffusion par 

disque  

C’est une méthode qualitative qui permet de tester sur milieu de culture l’action d’un agent 

antibactérien et de donner des indications sur son efficacité in vitro.  

L'activité antibactérienne des huiles essentielles a été déterminée séparément, en utilisant la 

méthode de diffusion par disque. Bien qu’elle soit reconnue comme fiable et reproductible, 
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elle est surtout utilisée en étape préliminaire à des études plus approfondies, car elle permet 

d’accéder à des résultats essentiellement qualitatifs.  

La technique utilisée est une modification de la méthode de Rota et al. (2008). Cette méthode 

consiste à ensemencer par inondation des boîtes de Pétri, contenant 20 ml de la gélose, avec 

une culture bactérienne jeune. La suspension bactérienne est de densité équivalente au 

standard 0,5 de MacFarland (10
8 

Unité Formant Colonie (UFC)/ml). Ensuite des disques de 

papier filtre stérile (Whatman n° 1, à 6 mm de diamètre) sont  imbibés avec 10 μL de chaque 

huile essentielle appliquée séparément et placée à la surface du milieu ensemencé. La zone où 

les bactéries n’ont pas pu se développer présente le diamètre d’inhibition, traduisant l’activité 

antibactérienne de l’huile essentielle, est ainsi déterminé (figure 17). 

 

Figure 167 : Principe de la méthode de diffusion par disque. 

20 ml de milieu gélosé TYES sont coulés par boîte de Pétri. 2 ml d’inoculum sont inoculés 

sur chaque boîte. Après une imprégnation de 5 minutes, l’excédent d’inoculum est éliminé par 

aspiration.  

A la surface de chaque boîte, quatre disques de papier filtre stériles de 6 mm de diamètre 

(bioMérieux) sont déposés.  

 Essai réalisé 

Un disque imbibé avec 10 μL de chaque huile essentielle, en plus d’un témoin négatif 

contenant 10 μL d’eau distillée stérile avec 4% de diméthylsulfoxyde (DMSO) sont déposés 

sur l’inoculum déjà inoculés. Les boîtes sont laissées 4 heures à 4°C, pour assurer la diffusion 

des huiles essentielles sur gélose puis retournées et incubées à 15°C pendant 7 jours. Après 

incubation, le diamètre d’inhibition est mesuré en millimètres, disque inclus. Chaque test a été 

répété trois fois. 
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b. Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI)  

Cette technique consiste à inoculer, par un inoculum standardisé, une gamme de concentration 

décroissante en huile essentielle. Après incubation, l’observation de la gamme permet 

d’accéder à la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI), qui correspond à la plus faible 

concentration en huile essentielle capable d’inhiber la croissance bactérienne. 

 Méthode de dilution en milieu liquide (Figure 18) 

La CMI a été déterminée en utilisant la méthode de dilution en milieu liquide (Ahmad et Aqil, 

2007) avec quelques modifications. Brièvement, trois à quatre colonies de la culture 

bactérienne fraîchement cultivées de chaque souche d'essai ont été inoculées dans 9 ml de 

bouillon TYES et incubées à 15°C. La culture bactérienne est ajustée de façon appropriée 

dans le bouillon TYES pour obtenir une suspension bactérienne d’environ 10
8
UFC/ml. Une 

série de concentrations des huiles essentielles dans le diméthylsulfoxyde (DMSO) 10% a été 

réalisée, variant selon une progression géométrique de base de 2.  

Dans chaque tube à hémolyse contenant 4250 μL de bouillon TYES, on ajoute 500 μL de la 

dilution de l'huile et 250 μL de la suspension bactérienne. Ensuite, le mélange est 

soigneusement mélangé, et les tubes inoculés ont été incubés à 15°C pendant 7 jours. Des 

témoins négatifs et un blanc du DMSO ont été également testés. La CMI a été définie comme 

la plus faible concentration de l’huile essentielle qui inhibe la croissance visible de la souche 

testée. 

La concentration minimale bactéricide (CMB) a été déterminée en répartissant 0,1 ml des 

tubes limpides, qui n'ont montré aucune croissance visible après incubation pendant le test de 

la CMI, sur des boites de gélose TYES. La CMB a été définie comme la plus faible 

concentration bactéricide. 
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Figure 178 : Méthode de dilution en milieu liquide pour la détermination de la CMI. 

 Technique de microdilution en milieu liquide (Carson et al., 1995)  

L’huile essentielle à tester est dissoute dans des tubes à hémolyse stériles. Une série de 

concentrations des huiles essentielles dans le DMSO 10% a été réalisée, variant selon une 

progression géométrique de base de 2,  allant de 0,035 à 11,24 μg/mL de manière à générer 

une gamme de dilution de base 2. La gamme de concentration est alors reproduite dans une 

microplaque à 96 puits. 100 μL de chaque dilution sont transférés dans les puits de la 

microplaque, qui contiennent chacun 850 μL de milieu TYES inoculé avec un volume de 50µl 

de suspension bactérienne à 10
6
 UFC.ml

-1
. Le DMSO est utilisé comme contrôle négatif.  

Après 7 jours d’incubation à 15°C, la CMI de l’huile essentielle est déduite à partir du 

premier puits de la gamme dépourvu de croissance bactérienne. La lecture est effectuée après 

l’ajout de 50 μL de chlorure d’iodonitrotétrazolium (INT, Sigma-Aldrich). La présence de 

bactéries vivantes est détectée par la coloration en rose de l’INT (figure 19). Chaque test est 

réalisé en triplicata. 
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Figure 189 : Technique de microdilution en milieu liquide. 

c. Détermination de la Concentration Minimale Bactéricide (CMB)  

La Concentration Minimale Bactéricide (CMB) correspond à la plus faible concentration en 

huile essentielle capable de tuer plus de 99,9 % de l’inoculum bactérien initial (soit moins de 

0,01 % de survivants). Elle définit l’effet bactéricide d’une huile essentielle. La même gamme 

de concentration, réalisée par la technique de microdilution, est utilisée pour déterminer la 

CMI et la CMB de l’huile essentielle à tester (figure 20). Des prélèvements sont effectués 

dans le tube témoin et dans chacun des tubes dépourvus de culot bactérien puis déposés «en 

strie» sur gélose TYES. Les boîtes ensemencées sont incubées 7 jours à 15°C. 
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Figure 19 : Détermination de la CMB en milieu solide. 

La CMB de l’huile essentielle est déduite à partir de la première boîte dépourvue de bactérie. 

Chaque expérience est réalisée trois fois. 

IV.  Résultats 

 Criblage de l’activité antibactérienne des huiles essentielles sur Flavobacterium spp. 1.

L’activité anti-flavobactérique des différentes huiles essentielles étudiées (Rosmarinus 

officinalis, Salvia officinalis, Cladanthus mixtus, Lavandula officinalis, Cedrus atlantica, 

Eucalyptus globulus, Pelargonium graveolens, Thymus Maroccanus, Thymus broussonetii, 

Syzygium aromaticum et Origanum compactum) a été évaluée par la méthode de diffusion par 

disque. Les résultats du criblage sont présentés dans le tableau 21. 
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Tableau 161 : Valeurs moyennes des zones d’inhibition (cm) - Tests de confrontation par méthode de diffusion en milieu gélosé. 

 

Isolat

s 

Zones d'inhibition des huiles essentielles en (cm)  

 

R. 

officinal

is 

(10µl)* 

S. 

officinal

is (10µl) 

C. 

mixtu

s 

(10µl

) 

L. 

officinal

is (10µl) 

C. 

atlantic

a (10µl) 

E. 

globul

us 

(10µl) 

P. 

graveolen

s (10µl) 

T. 

Marocc

anus 

(10µl) 

T. 

brouss

onetii 

(10µl) 

S. 

aromati

cum 

(10µl) 

O. 

compactu

m 1,2,3 

(10µl) 

O. 

compact

um 4 

(10µl) 

O. 

compact

um 5 

(10µl) 

Isolats de 

l’Hiver 

201 - - 1.0 - 0.8 1.8 2.0 4.0 3.8 1.4 4.0 - - 

202 - - - - - 1.4 1.8 4.5 4.0 1.6 4.2 1.0 0.8 

203 - - - 3.6 2.0 3.0 4.2 4.6 4.0 1.8 4.6 - - 

204 - - - - - 2.5 2.8 5.0 4.1 2.0 4.8 1.0 0.8 

205 - - - - - 2.0 2.1 4.8 3.9 2.2 5.0 - - 

Isolats du 

Printemps 

401 - - - 3.6 - 1.5 1.0 4.0 3.2 1.5 4.0 1.0 0.8 

402 - - - 1.0 - 2.1 2.0 4.6 3.0 2.4 4.2 - - 

403 - - - 1.3 - 1.6 1.6 4.2 3.0 1.8 4.0 - - 

404 0.8 0.8 0.8 - 2.0 2.8 2.0 4.0 2.9 1.2 4.0 1.0 0.8 

405 - - - 3.0 1.7 0.8 - 3.8 3.0 1.8 3.8 - - 

406 - - 0.8 3.2 - - 1.3 5.0 3.8 - 5.0 1.0 0.8 

407 - - - 2.4 - 1.2 1.6 5.4 4.0 1.4 4.2 - - 

408 - - 1.9 2.8 1.4 0.8 1.9 4.5 4.0 2.1 4.2 1.2 1.0 

409 - - - - - 1.0 1.0 5.0 4.2 1.0 4.8 - - 

Isolats de   

L’Eté 

901 - - - 1.0 - 1.5 - 4.0 3.8 1.8 3.8 1.0 1.0 

902 - - - - - - 2.4 4.8 3.7 1.6 4.2 - - 

903 0.8 - 1.0 - 1.8 2.8 3.0 5.4 4.6 0.8 5.0 1.0 1.0 

904 - - - - - - 1.0 4.0 3.2 2.1 4.8 - - 

905 - - - 3.6 1.2 - 1.8 5.0 3.8 1.6 4.8 - - 

906 - - 0.8 3.4 2.6 0.8 1.5 5.6 4.0 1.4 4.8 0.8 0.8 
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907 - - - - - - 1.0 6.0 4.4 - 5.0 - - 

908 - - 0.8 3.1 2.4 2.0 1.5 5.4 4.6 2.2 4.0 1.1 0.8 

909 - - - 2.0 1.4 - - 4.4 3.9 - 4.0 - - 

910 - - - - - - - 4.0 3.6 - 4.2 - - 

911 - - - 1.1 - 1.4 - 4.5 3.2 - 4.5 - - 

912 - - 1.0 1.2 1.2 0.8 1.2 5.4 4.2 1.4 6.0 1.0 1.0 

913 - - 1.6 2.4 2.0 - - 5.8 4.6 1.8 5.6 0.8 1.1 

914 - - - 3.4 1.2 - - 5.6 4.8 0.8 5.0 - - 

Isolats de 

l’Automne 

111 - - - - - - - 4.2 3.8 - 4.0 1.0 0.8 

112 - - - - - - - 4.6 3.6 - 4.8 - - 

113 - - 1.7 3.2 1.9 - - 5.6 4.2 1.9 5.4 0.8 1.2 

114 - - - 2.8 1.2 - 1.2 4.6 3.4 2.0 4.0 - - 

115 - - 2.0 - - 2.4 3.4 5.6 4.2 1.0 4.8 1.0 1.2 

116 - - - - - 1.6 - 5.0 4.2 - 4.2 - - 

117 0.8 0.8 1.0 3.4 1.6 3.5 3.0 5.4 4.6 0.8 5.4 1.0 1.0 

118 0.8 0.8 1.0 3.4 1.6 3.5 3.0 5.4 4.2 1.4 5.4 1.0 1.0 

Souches de 

référence  

442 - - - 3.0 1.4 - - 5.4 4.0 1.8 5.0 - - 

445 - - 1.1 2.6 - - - 4.6 4.0 1.6 4.0 - - 

817 - - - 1.5 - - - 3.8 3.0 - 4.2 - - 

733 - - 1.0 1.6 - - - 4.0 3.2 - 4.6 - - 

738 - - - 3.2 - - - 5.0 4.2 - 4.2 - - 

607 - - 0.8 3.0 - - - 4.2 3.4 - 4.2 - - 

760 - - - 2.4 - - - 4.0 3.6 - 4.0 - - 

Le diamètre de la zone d’inhibition inclut le diamètre du disque (6mm) 

* : charge du disque 

- : pas d’inhibition 
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Mutai et al. (2009) ont proposé une échelle pour l’estimation de l’activité antimicrobienne. 

Ainsi, les diamètres d’inhibition générés sont classés en cinq catégories : 

 Très fortement inhibitrice : D ≥ 30 mm 

 Fortement inhibitrice : 21 mm ≤ D ≤ 29 mm 

 Modérément inhibitrice : 16 mm ≤ D ≤20 mm 

 Légèrement inhibitrice : 11 mm ≤ D ≤16 mm 

 Non inhibitrice : D < 10 mm. 

Les huiles essentielles testées ont démontré un large spectre antibactérien (Tableau 23). 

Respectivement, les huiles essentielles de T. maroccanus et  d’O. compactum (échatillons 1, 2 

& 3) sont très actives sur les souches testées, en produisant des diamètres d'inhibition variant 

entre 38 et 60mm. Suivi par de T. broussonetii  avec une activité aussi forte mais moins 

importante avec des diamètres d’inhibition allant de 30 à 48mm. Le  P. graveolens et la L. 

officinalis viennent en troisième position avec une activité plus faible et des diamètres 

d’inhibition variant entre 6 et 42mm et 6 et 36mm respectivement. Quant à E. globulus et S. 

aromaticum, leurs huiles essentielles présentent une activité moins importante et des 

diamètres d’inhibition variant entre 6 et 30,5mm et 6 et 20,4mm respectivement. Les huiles 

essentielles de C. atlantica et C. mixtus présentent une faible activité avec des diamètres 

d’inhibition oscillant entre 6 et 26mm et 6 et 19mm respectivement. 

Avec des diamètres d’inhibition ne dépassant pas 8mm, les huiles essentielles de R. officinalis 

et S. officinalis ne présentent pas d’activité anti-flavobactérique. 

Le choix des huiles essentielles utilisées pour la réalisation de cette étude, a été orienté à 

l’issue des résultats du test préliminaire visant à sélectionner les huiles les plus actives contre 

Flavobacterium spp. Basé sur la méthode de diffusion par disque, ce test permet d’évaluer 

l’activité antibactérienne des huiles essentielles à partir des diamètres d’inhibition qu’elles 

génèrent sur un inoculum bactérien standardisé. Parmi les huiles essentielles criblées, celles 

présentant la plus haute activité ont été sélectionnées en vue d’étudier leur mode d’action sur 

Flavobacterium spp. 

Les  huiles T. maroccanus, O. compactum, P. graveolens, L. officinalis, E. globulus et S. 

aromaticum, ont montré la plus haute activité anti-flavobactérique. Sur la base de cette 

activité, ces huiles essentielles ont été sélectionnées.  
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2 Caractérisation du mode d’action des huiles essentielles sur Flavobacterium spp. 

Des tests de détermination de CMI et de la CMB ont été réalisés afin de préciser le caractère 

bactériostatique ou bactéricide des huiles essentielles sélectionnées. 

 Détermination des CMI et de la CMB des huiles essentielles  

Une analyse quantitative de l’activité des huiles essentielles via la détermination de la CMI et 

la CMB a donné les résultats présentés dans le tableau 22. 

Avec une CMI égale à 0,140mg/ml, l’huile essentielle d’O. compactum a inhibé la totalité des 

souches bactériennes testées, sauf la souche codée « 111 », qui n'a été inhibée que par une 

concentration égale à 0,562mg/ml. 

Les huiles essentielles de T. maroccanus et T. broussonetii inhibent la croissance des bactéries 

à des concentrations minimales allant de 0,148 à 0,595 mg/ml et 0,145 à 0,583 mg/ml 

respectivement.   

L’activité de l’huile essentielle d’E. globulus s’est montrée moyenne, comme l’ont démontré 

les résultats de l’activité antibactérienne, avec des CMI variant entre 0,506 et plus de 4,053 

mg/ml. Les CMI de P. graveolens vis-à-vis des bactéries testées varient de 0,565 à 4,52 

mg/ml selon les souches. Pour l’huile essentielle de L. officinalis, elle inhibe les bactéries à 

des concentrations minimales allant de 0,605 à plus de 4,836 mg/ml. 

Quant à l’huile essentielle de S. aromaticum dont l’activité s’est avérée faible 

comparativement aux autres huiles essentielles, elle est active contre les souches testées à des 

CMI variant entre 1,347 et  plus de 5,390 mg/ml.   

Il est également important de mentionner que la CMI est souvent équivalente à la CMB chez 

O. compactum, T. maroccanus et T. broussonetii, ce qui indique une action bactéricide de ces 

trois huiles essentielles. 

 Le caractère bactériostatique ou bactéricide d’une huile essentielle est défini par le rapport 

CMB/CMI. Lorsque ce rapport est inférieur à 4, l’huile est considérée comme bactéricide 

(Guinoiseau, 2010) (Tableau 23).  
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Tableau 172 : Tests de détermination de la CMI et de la CMB des huiles essentielles sur Flavobacterium spp. 

 
Code

s 

Souc

hes 

CMI et CMB (mg/ml) des Huiles essentielles contre les souches testées 

 
L. officinalis  E. globulus  P. graveolens  T. maroccanus  T. brousontii S. aromaticum  

O. compactum 1, 2, 

3  

 
CMI  CMB CMI  CMB CMI  CMB CMI  CMB CMI  CMB CMI  CMB CMI  CMB 

Isolats de 

l’Hiver 

201 0.605 - 0.506 - 4.52 - 0.148 0.595 0.145 0.583 1.347 - 0.140 0.140 

202 0.605 - 1.013 - 0.565 - 0.148 0.595 0.145 0.583 1.347 - 0.140 0.140 

203 0.605 - 2.026 - 1.130 - 0.148 0.148 0.145 0.145 1.347 - 0.140 0.140 

204 4.836 - 1.013 - 1.130 - 0.595 2.38 0.145 2.332 5.390 - 0.140 0.140 

205 2.418 - 1.013 - 2.260 - 0.297 1.19 0.145 1.166 5.390 - 0.140 0.140 

Isolats du 

Printemps 

401 4.836 - 4.053 - 4.52 - 0.148 4.76 0.145 4.665 5.390 - 0.140 0.140 

402 0.605 - 1.013 - 4.52 - 0.148 0.595 0.145 0.583 1.347 - 0.140 0.140 

403 4.836 - 0.506 - 4.52 - 0.595 1.19 0.145 1.166 5.390 - 0.140 0.140 

404 4.836 - 0.506 - 4.52 - 0.297 1.19 0.145 1.166 5.390 - 0.140 0.140 

405 0.605 - 2.026 - 0.565 - 0.148 0.148 0.145 0.145 1.347 - 0.140 0.281 

406 1.210 - 2.026 - 1.130 - 0.148 0.148 0.145 0.145 2.695 - 0.140 0.562 

407 0.605 - 1.013 - 0.565 - 0.297 1.19 0.145 1.166 1.347 - 0.140 0.140 

408 2.418 - 1.013 - 4.52 - 0.595 1.19 0.145 1.166 2.695 - 0.140 0.140 

409 1.210 - 1.013 - 2.260 - 0.297 1.19 0.145 1.166 2.695 - 0.140 0.140 

Isolats de 

l’Eté  

901 1.210 - 2.026 - 0.565 - 0.148 0.148 0.145 0.145 2.695 - 0.140 0.140 

902 1.210 - 1.013 - 1.130 - 0.148 0.148 0.145 0.145 1.347 - 0.140 0.562 

903 0.605 - 1.013 - 0.565 - 0.148 0.595 0.145 0.583 2.695 - 0.140 0.140 

904 4.836 - 1.013 - 4.52 - 0.297 1.19 0.145 1.166 5.390 - 0.140 0.140 

905 4.836 - 0.506 - 4.52 - 0.595 1.19 0.145 1.166 5.390 - 0.140 0.140 

906 2.418 - 1.013 - 4.52 - 0.297 1.19 0.145 1.166 5.390 - 0.140 0.140 

907 1.210 - 
> 

4.053 
- > 4.52 - 0.148 0.595 0.145 2.332 2.695 - 0.140 0.140 

908 4.836 - 1.013 - 1.130 - 0.595 1.19 0.145 1.166 5.390 - 0.140 0.140 
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909 4.836 - 0.506 - 1.130 - 0.297 1.19 0.145 1.166 5.390 - 0.140 0.140 

910 > 4.836 - 1.013 - 4.52 - 0.148 0.595 0.145 0.583 5.390 - 0.140 0.140 

911 1.210 - 2.026 - 0.565 - 0.297 1.19 0.145 1.166 2.695 - 0.140 0.140 

912 1.210 - 2.026 - 1.130 - 0.595 1.19 0.145 1.166 2.695 - 0.140 0.140 

913 4.836 - 2.026 - 0.565 - 0.595 1.19 0.145 1.166 5.390 - 0.140 0.140 

914 0.605 - 0.506 - 0.565 - 0.148 0.595 0.145 0.583 2.695 - 0.140 0.140 

Isolats de 

l’Automne  

111 > 4.836 - 
> 

4.053 
- > 4.52 - 0.595 2.38 0.583 4.665 5.390 - 0.562 1.125 

112 0.605 - 2.026 - > 4.52 - 0.297 1.19 0.145 1.166 2.695 - 0.140 0.140 

113 0.605 - 2.026 - 1.130 - 0.148 0.148 0.145 0.145 1.347 - 0.140 0.140 

114 4.836 - 0.506 - 1.130 - 0.595 1.19 0.145 1.166 5.390 - 0.140 0.140 

115 1.210 - 1.013 - 4.52 - 0.297 1.19 0.145 1.166 2.695 - 0.140 0.140 

116 2.418 - 1.013 - 4.52 - 0.595 1.19 0.145 1.166 5.390 - 0.140 0.140 

117 0.605 - 0.506 - 2.260 - 0.148 0.595 0.145 0.583 2.695 - 0.140 0.140 

118 4.836 - 1.013 - 0.565 - 0.297 1.19 0.145 1.166 5.390 - 0.140 0.140 

Souches de 

référence  

442 > 4.836 - 2.026 - > 4.52 - 0.148 0.595 0.145 0.583 5.390 - 0.140 0.140 

445 0.605 - 1.013 - 0.565 - 0.595 1.19 0.145 1.166 2.695 - 0.140 0.140 

817 0.605 - 1.013 - 1.130 - 0.148 0.148 0.145 0.145 1.347 - 0.140 0.140 

733 1.210 - 2.026 - 1.130 - 0.148 0.148 0.145 0.145 2.695 - 0.140 0.140 

738 > 4.836 - 4.053 - > 4.52 - 0.148 0.595 0.145 0.583 5.390 - 0.140 0.140 

607 > 4.836 - 4.053 - > 4.52 - 0.595 1.19 0.145 1.166 
> 

5.390 
- 0.140 0.140 

760 > 4.836 - 4.053 - 4.52 - 0.297 1.19 0.145 1.166 
> 

5.390 
- 0.140 0.140 
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Tableau 183 : Concentration minimale inhibitrice CMI et bactéricide CMB des huiles essentielles à pouvoir bactéricide et le rapport CMI/CMB. 

 
Souches 

Les huiles essentielles 

 
T. maroccanus  T. broussontii O. compactum 1,2,3  

 
CMI  CMB CMB/ CMI CMI  CMB CMB/ CMI CMI  CMB CMB/ CMI 

Isolats de 

l’Hiver 

201 0.148 0.595 4.25 0.145 0.583 4.02 0.140 0.140 1 

202 0.148 0.595 4.25 0.145 0.583 4.02 0.140 0.140 1 

203 0.148 0.148 1 0.145 0.145 1 0.140 0.140 1 

204 0.595 2.38 4 0.145 2.332 16.08 0.140 0.140 1 

205 0.297 1.19 4 0.145 1.166 8.04 0.140 0.140 1 

Isolats du 

Printemps 

401 1.19 4.76 4 0.145 4.665 32.17 0.140 0.140 1 

402 0.148 0.595 4.25 0.145 0.583 4.02 0.140 0.140 1 

403 0.595 1.19 2 0.145 1.166 8.04 0.140 0.140 1 

404 0.297 1.19 4 0.145 1.166 8.04 0.140 0.140 1 

405 0.148 0.148 1 0.145 0.145 1 0.140 0.281 2 

406 0.148 0.148 1 0.145 0.145 1 0.140 0.562 4 

407 0.297 1.19 4 0.145 1.166 8.04 0.140 0.140 1 

408 0.595 1.19 2 0.145 1.166 8.04 0.140 0.140 1 

409 0.297 1.19 4 0.145 1.166 8.04 0.140 0.140 1 

Isolats de 

l’Eté 

901 0.148 0.148 1 0.145 0.145 1 0.140 0.140 1 

902 0.148 0.148 1 0.145 0.145 1 0.140 0.562 4 

903 0.148 0.595 4.25 0.145 0.583 4.02 0.140 0.140 1 

904 0.297 1.19 4 0.145 1.166 8.04 0.140 0.140 1 

905 0.595 1.19 2 0.145 1.166 8.04 0.140 0.140 1 

906 0.297 1.19 4 0.145 1.166 8.04 0.140 0.140 1 

907 0.148 0.595 4.25 0.145 2.332 16.08 0.140 0.140 1 

908 0.595 1.19 2 0.145 1.166 8.04 0.140 0.140 1 

909 0.297 1.19 4 0.145 1.166 8.04 0.140 0.140 1 
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910 0.148 0.595 4.25 0.145 0.583 4.02 0.140 0.140 1 

911 0.297 1.19 4 0.145 1.166 8.04 0.140 0.140 1 

912 0.595 1.19 2 0.145 1.166 8.04 0.140 0.140 1 

913 0.595 1.19 2 0.145 1.166 8.04 0.140 0.140 1 

914 0.148 0.595 4.25 0.145 0.583 4.02 0.140 0.140 1 

Isolats de 

l’Automne  

111 0.595 2.38 4.75 0.583 4.665 32.17 0.562 1.125 2 

112 0.297 1.19 4 0.145 1.166 8.04 0.140 0.140 1 

113 0.148 0.148 1 0.145 0.145 1 0.140 0.140 1 

114 0.595 1.19 2 0.145 1.166 8.04 0.140 0.140 1 

115 0.297 1.19 4 0.145 1.166 8.04 0.140 0.140 1 

116 0.595 1.19 2 0.145 1.166 8.04 0.140 0.140 1 

117 0.148 0.595 4.25 0.145 0.583 4.02 0.140 0.140 1 

118 0.297 1.19 4 0.145 1.166 8.04 0.140 0.140 1 

Souches 

de 

référence  

442 0.148 0.595 4.25 0.145 0.583 4.02 0.140 0.140 1 

445 0.595 1.19 2 0.145 1.166 8.04 0.140 0.140 1 

817 0.148 0.148 1 0.145 0.145 1 0.140 0.140 1 

733 0.148 0.148 1 0.145 0.145 1 0.140 0.140 1 

738 0.148 0.595 4.25 0.145 0.583 4.02 0.140 0.140 1 

607 0.595 1.19 2 0.145 1.166 8.04 0.140 0.140 1 

760 0.297 1.19 4 0.145 1.166 8.04 0.140 0.140 1 
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Les rapports CMB/CMI de l’huile d’O. compactum sont égaux à 1 chez 97,5% des souches 

testées et inférieurs ou égal à 4 pour le reste. Cette huile essentielle exerce donc une action 

bactéricide contre les souches de Flavobacterium spp. 

Pour l’huile essentielle de T. maroccanus, les rapports CMB/CMI sont inférieurs ou égal à 4 

pour 74,41% des souches testées sur lesquelles, elle exerce un pouvoir bactéricide. Pour le 

reste des bactéries (25,59%), le pouvoir antibactérien de cette huile essentielle est 

bactériostatique, vu que les rapports CMB/CMI sont supérieurs à 4. 

Quant à  l’huile essentielle de T. broussontii, l’analyse des rapports CMB/CMI montre qu’ils 

sont supérieurs à 4 pour 81,40% des souches testées ce qui permet de déduire que son pouvoir 

est bactériostatique.  

V. Discussion 

Ces expériences in vitro ont démontré une efficacité antimicrobienne effective des huiles 

essentielles de T. maroccanus, et des trois échantillons (1,2 & 3) d’O. compactum. Elles sont 

très actives sur les souches testées. Ces huiles sont suivies par celle de T. broussonetii avec 

une activité aussi forte mais moins importante. Les huiles essentielles du P. graveolens, L. 

officinalis, E. globulus et S. aromaticum présentent une activité antibactérienne variant entre 

forte et moyenne. En effet, elles se sont montrées plus actives comparativement à celles de C. 

atlantica, C. mixtus et S. officinalis excepté pour l’huile essentielle de R. officinalis qui 

semble être inefficace sur Flavobacterium spp. Ce qui concorde avec les résultats de Pintore 

et al. (2002) qui ont rapporté que l’huile essentielle de R. officinalis de Sardaigne présente une 

activité antibactérienne modérée.  

Ces résultats nous ont poussé à éliminer les quatre huiles essentielles (C. atlantica, C. mixtus, 

S. officinalis et R. officinalis) en raison de leur faible activité inhibitrice contre les souches 

étudiées. Des données plus précises sur les propriétés antimicrobiennes ont été obtenues par la 

détermination des concentrations minimale inhibitrice (CMI) et bactéricides (CMB).  

Les plantes, appartenant aux genres Origanum et Thymus, sont très répandues sur les 

pourtours du bassin méditerranéen. L'Origan (genre Origanum) a été classé par Ietswaart 

(1980) en 74 espèces, sous-espèces, variétés ou hybrides. L’huile essentielle d’origan est 

connue par son pouvoir antimicrobien important. Sa composition très riche et diversifiée vient 

de sa composition chimique riche en phénols. 

A travers l’évaluation in-vitro par diffusion en milieu solide du pouvoir anti-bactérien des 

échantillons de l’huile essentielle d’Origanum compactum aussi bien sur des souches de 
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références de Flavobacterium psychrophilum que sur des souches Flavobacterium spp. isolées 

à la station piscicole Ain Aghbal, il paraît évident que toutes les souches bactériennes testées 

ont présenté une sensibilité vis-à-vis de cette huile essentielle avec des degrés de sensibilité 

similaire. Ces résultats ont été encore confirmés par les valeurs des CMI et CMB trouvées. 

Le genre Thymus comprend plus de 350 espèces (Dob et al., 2006). L’essence de thym est 

souvent rapportée comme étant parmi les huiles essentielles les plus actives. Ces huiles sont 

composées de nombreuses molécules présentant une grande diversité de structure. Cette 

variabilité chimique confère aux huiles essentielles des bioactivités diversifiées (Arras et 

Grella., 1992 ; Cosentino et al., 1999 ; Juliano et al., 2000). 

L’évaluation de l’activité antibactérienne de notre échantillon de l’huile essentielle de Thymus 

maroccanus a montré qu’elle est dotée d’un pouvoir antibactérien important que celui obtenu 

avec T. broussonetii. Avec des concentrations minimales bactéricides proches des 

concentrations minimales inhibitrices, l’huile essentielle de T. maroccanus inhibe la 

croissance de plus que 70% des souches de Flavobacterium spp. étudiées par une action de 

type bactéricide, contre seulement 18% pour l’huile essentielle de T. broussonetii. Nos 

résultats concordent, en partie, avec ceux rapportés par Jaafari et al. (2007) qui ont démontré 

que les huiles essentielles de T. maroccanus et T. broussonetii présentent un fort pouvoir 

antimicrobien. Ce qui montre que quelle que soit la composition chimique de ces deux 

espèces de thym, leur pouvoir antimicrobien reste le même. Plusieurs travaux ont montré que 

les huiles essentielles des thyms à thymol ou à carvacrol comme T. spathulifolius (Sokmen et 

al., 2004), T. vulgaris (Giordani et al., 2006a ; Viuda-Martos et al., 2007) et T. pulegioides 

(Pinto et al., 2006) exercent un forte activité antimicrobienne. 

La présente étude a permis de mettre en évidence une activité anti-bactérienne remarquable 

des huiles essentielles d’origan (Origanum compactum) et du thym (Thymus maroccanus) vis-

à-vis de la bactérie Flavobacterium spp.. Cette efficacité observée contre les souches de 

Flavobacterium spp. a été également citée par de nombreux travaux, notamment ceux réalisés 

avec des huiles essentielles contre Escherichia coli O157:H7, qui ont montré des propriétés 

bactéricides intéressantes de l’HE d’origan et de Thym sur cette espèce (Burt, 2004). 

L’importante bio-activité de ces HE est en relation avec leurs teneurs en carvacrol et thymol. 

En effet, Sivropoulou et al. (1996), Satrani et al. (2007) et Trombetta et al. (2005) ont montré 

que les huiles essentielles riches en dérivés phénoliques (Carvacrol et Thymol) possèdent une 

forte activité anti-microbienne. Dorman et Deans (2000), Aligiannis et al. (2001), Friedman et 

al. (2002) et Zohary et al. (2004) ont rapporté également que l’activité anti-bactérienne de ces 

huiles essentielles est en grande partie attribuée à ces deux composants.  
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Le carvacrol est considéré comme biocide, avec son précurseur le p-cymène, doué d’un 

pouvoir anti-bactérien faible, mais agissant probablement en synergie, par l’expansion de la 

membrane, ce qui entraîne sa déstabilisation (Ultee et al., 2002 ; Cristiani et al., 2007 ; Jamali 

et al., 2013). Pour son large spectre d’action anti-microbienne, le carvacrol a fait l’objet de 

plusieurs études (Baydara et al., 2004 ; Bouhdid et al., 2005 ; Chami et al., 2005 ; Ben Arfa et 

al., 2006 ; Veldhuizen et al., 2006) et il est également efficace contre des bactéries, des 

levures, des champignons, des insectes et des acariens (Dorman et Deans, 2000 ; Chami et al., 

2005 ; Ben Arfa et al., 2006 ; Jeong et al., 2008). Son activité anti-bactérienne a été attribuée à 

son caractère hydrophobe et la présence d’un groupe hydroxyle libre. Le carvacrol agit sur la 

membrane cytoplasmique, avec des effets considérables sur les propriétés structurelles et 

fonctionnelles de la membrane elle-même, qui devient de plus en plus perméable aux protons 

et aux ions et perd son intégrité (Lambert et al., 2001; Ben Arfa et al., 2006). Gill et Holley 

(2006) ont montré que le carvacrol est capable d’inhiber l’adénosine-triphosphatase (ATPase). 

Selon Pozzati et al. (2010), le principal mécanisme de l'activité antimicrobienne des huiles 

essentielles est associé à leur caractère lipophile, et par conséquent à l’interaction avec la 

membrane de la cellule microbienne. Ces interactions peuvent entraîner des changements et 

des pertes dans les composants enzymatiques et structuraux des cellules bactériennes, telles 

que l’ATPase, le 1,3-β-D-glucane synthase, la chitine, et les mannanes. L’inhibition de la 

chaine respiratoire est considérée également comme le résultat des interactions entre les huiles 

essentielles et la membrane mitochondriale. Tout ceci peut conduire à la réduction de la 

production de l’énergie et par conséquent une réduction de la croissance cellulaire (Khribch et 

al., 2017 ; Burt,  2004).  

Sikkema et al. (1994), Cox et al. (2000), Ultee et al. (2002) Carson et al. (2002) ont indiqué 

qu’en général, le premier site d’action des huiles essentielles sur les cellules microbiennes est 

la membrane plasmique. Ceci est directement lié à l’hydrophobicité des molécules qui entrent 

dans la composition des huiles essentielles. Cette propriété facilite leur insertion entre les 

phospholipides membranaires et assure leur solubilisation dans la bicouche lipidique. Il 

s’ensuit une déstabilisation de la structure de la membrane plasmique et une modification de 

sa perméabilité aux ions, protons et autres constituants cellulaires. En plus des altérations 

membranaires provoquées, ces molécules peuvent franchir la bicouche lipidique, pénétrer à 

l’intérieur des cellules et interagir avec des cibles intra-cytoplasmiques (Cristani et al., 2007). 

Compte tenu de la diversité chimique des huiles essentielles, il semble plus probable que leurs 

activités antimicrobiennes résultent de l’association de plusieurs mécanismes, qui s’exercent 
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sur différentes cibles cellulaires (Burt, 2004). Tous les résultats rapportés par ces différents 

auteurs plaident en faveur d’une altération de la membrane plasmique des cellules 

bactériennes ou fongiques. 

Il ressort également dans nos résultats concernant la comparaison entre les valeurs de CMI et 

CMB obtenues pour chaque souche, qu’il n’existe aucune différence (dans la majorité des 

résultats, la CMI égale à la CMB) entre les souches de référence et nos isolats.  

Il importe de souligner que la résistance antimicrobienne souvent décrite pour les souches 

isolées cliniquement est principalement liée aux antibiotiques et jusqu’aujourd’hui aucune 

résistance bactérienne aux huiles essentielles n’a été rapportée ou démontrée (Bakkali et al., 

2008). Ceci serait probablement dû au mode d’action de ces huiles affectant simultanément 

différentes structures de la cellule bactérienne (Bakkali et al., 2008).  

VI.  Conclusion  

Dans ce chapitre, nous avons pu mettre en évidence l’activité antibactérienne des huiles 

essentielles de 16 espèces des plantes aromatiques et  médicinales. En effet, les huiles 

essentielles d’Origanum compactum et de Thymus maroccanus sont dotées d’un pouvoir 

antibactérien de nature bactéricide beaucoup plus important que les autres huiles essentielles 

testées. Ainsi, toutes nos souches bactériennes n’ont présentées aucune tolérence en faveur de 

ces deux huiles essentielles. 

Cette différence est liée directement à la structure chimique des molécules qui entrent dans la 

composition de l’huile essentielle elle-même et des plantes dont elle est extraite. 

Toutes ces informations témoignent du potentiel que présentent les huiles essentielles pour la 

recherche de molécules antibactériennes innovantes dans leur mode d’action. 

Au terme de cette étude, nous pouvons conclure d’un côté que les espèces de thym et d’origan 

peuvent présenter un caractère préventif et curatif intéressant du fait de leur composition 

chimique aussi variée et diversifiée. La richesse de ces espèces en différentes classes de 

métabolites secondaires justifie leur grande efficacité en usage thérapeutique traditionnel. 

D’un autre côté, les huiles essentielles des espèces caractérisées sont riches en molécules à 

haute valeur ajoutée telles que le thymol, le carvacrol qui sont des molécules très recherchées. 

Ceci traduit l’intérêt économique que peut représenter l’huile essentielle de ces espèces 

comme source potentielle de molécules à vertus multiples.   
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Dans la partie du travail qui suit, nous allons essayer ces deux principes actifs séparément in-

vivo, comme traitements alternatifs contre la maladie d’eau froide causée par Flavobaterium 

dans l’élevage. 
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I. Introduction 

L’intensification et l’industrialisation des systèmes d’élevage piscicole ont causé de 

nombreux problèmes sanitaires et environnementaux : De grandes quantités de poissons 

sauvages sont utilisées comme farine pour nourrir les poissons d'élevage, des pollutions liées 

aux traitements de certaines maladies de poissons par des antibiotiques, des risques de 

propagation de maladies des poissons d'élevage dans les circuits fermés et en élevage 

extensif. Une autre dérive de l'aquaculture réside dans les organismes génétiquement 

modifiés, l’utilisation des hormones de croissance, des hormones d’inversion sexuelle, 

l’utilisation des antiparasites et les traitements chimiques préventifs. 

Dans l’objectif de préparer une certification de production biologique (Label BIO) de la 

station de pisciculture d’Ain Aghbal, nous avons testé et évalué l’effet anti-flavobactérien des 

huiles essentielles à travers une série des tests de confrontation in-vivo afin d’éliminer tout 

recours aux antibiotiques. 

Suite au travail préliminaire effectué au laboratoire in-vitro, Les huiles essentielles retenues 

grâce à leur effet bactéricide contre la bactérie en question, sont l’Origan (Origanum 

compactum) et le Thym (Thymus maroccanus) Mais à cause de la composition chimique très 

diversifiée de ces deux huiles essentielles et la présence de plusieurs chémotypes d’une même 

huile essentielle, nous avons décidé de travailler avec leurs composants majoritaires 

phénoliques (principes actifs) : le carvacrol et le thymol. 

L’importance de pousser scientifiquement les investigations sur les huiles essentielles des 

plantes aromatiques, sources potentielles de nouveaux composés bioactifs, vient de 

l’émergence des  résistances bactériennes acquises vis-à-vis des antibiotiques. La contrainte 

majeure liée à l’utilisation des huiles essentielles ou des molécules actives issues des produits 

naturels est le problème de toxicité lié à l’utilisation non contrôlée et abusive de ces produits. 

Leur utilisation nécessite une recherche plus approfondie pour déterminer les posologies et les 

risques inhérents.  

L’étude de la toxicité des huiles essentielles in vivo, demeure une étape clé pour savoir les 

seuils néfastes pour les organes et pour bien maitriser les doses thérapeutiques administrées. 

De ce fait, nous avons procédé à la réalisation d’un test de toxicité des deux principes actifs 

(Carvacrol et Thymol), sur les alevins pour définir la réponse de leurs corps et organes ; cela 

va servir pour la précision des doses thérapeutiques curatives pour les sujets malades et les 

doses thérapeutiques préventives pour les alevins après sevrage.  
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II. Matériel et méthodes 

1 Test de toxicité 

A partir d'une concentration seuil, certains éléments contenus dans l'eau deviennent toxiques 

vis-à-vis des êtres vivants dans le milieu. La quantification de la dose est fondamentale, car la 

plupart des éléments sont toxiques à partir de certaines doses vis-à-vis de certains organismes 

(y compris le sel, l'oxygène, etc.). Au contraire, l'ensemble des éléments dits toxiques ne le 

sont pas en deçà d'une certaine quantité, et peuvent même être utiles à faible dose, comme 

l'indique la courbe de Mitscherlich (Libes, 2013).  

a. Tests létaux 

Les mesures de toxicité aiguë sont les plus courantes. En toxicologie, on utilise la  notion de 

dose toxique. On calcule en particulier la DL50 (dose létale qui tue 50 % de la population). 

Dans les milieux aquatiques, cette notion n'est pas utilisable et on préfère celle de 

concentration toxique (CL50). Il faut alors tenir compte de la relation entre la concentration et 

le temps de contact. On citera dans cette catégorie les tests poissons, portant sur la mortalité 

de jeunes poissons (3 à 6 cm) exposés pendant 24 à 96 h. On utilise en principe dix poissons 

par concentration testée et on détermine la CL50. Parmi les espèces les plus utilisées  la truite 

arc en ciel (Oncorhyncus mykiss) (norme NF T 90 305). 

b. Tests sublétaux 

Dans les tests de toxicité en milieu aquatique, on recherche parfois une inhibition de la 

mobilité et non un effet létal difficile à mesurer. Le test daphnies, très pratiqué mesure par 

exemple la concentration immobilisant 50 % de la population de ces petites truites tests en 

24h (CI 50-24h). 

b.1. Protocole Expérimental 

Notre première expérimentation a pour but de tester l’effet toxique des deux principes actifs 

«Thymol et Carvacrol» sur les alevins de la truite arc en ciel afin de déterminer la CL50 

(Concentration létale 50 : concentration qui inhibe la mobilité de 50% de la population). Cette 

CL50 nous servira de base pour la détermination des doses thérapeutiques pour la suite de nos 

expérimentations. 

Pour la réalisation de cette expérimentation, nous avons choisi quatre doses de substances 

actives calculées en fonction du poids corporel des alevins. Le choix de ces doses est basé sur 
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les travaux de Vinegar et al. (1973) et Jaafari (2007) effectués avec les mêmes principes actifs 

sur les rats.  

Cette expérimentation a eu lieu au niveau de l’écloserie de la station Ain Aghbal dans des 10 

bacs de 124,5L de volume (volume calculé à partir de la hauteur d’eau, la longueur et la 

largeur du bac). 

Chaque bac contient 2 clayettes chacune contenant 20 alevins. Les alevins sujets à cette étude 

ont un poids moyen de 0,72g et une taille moyenne de 3,9 cm. 

Deux répétitions ont été effectuées pour chaque concentration en principes actifs. Les deux 

bacs restants sont utilisés, l’un comme témoin positif et l’autre, témoin négatif.  

Dans le témoin négatif, les alevins ne reçoivent que l’aliment naturel, quant au témoin positif, 

les alevins reçoivent l’aliment enrobé avec de l’huile végétale. 

Un tri des alevins sains a eu lieu avant le début de l’expérimentation. 1ml d’eugénol concentré 

à 20% dilué dans 10 L d’eau a servi pour anesthésier les alevins (ces concentrations sont 

celles utilisées communément dans la station Ain Aghbal). A l’aide d’une réglette graduée en 

centimètres, nous avons mesuré la taille des alevins, ensuite nous avons déterminé leur poids 

moyen de chaque clayette afin d’avoir une population homogène. 

Ces alevins ont reçu un repas chaque matin pendant 6 jours. Avant sa distribution, l’aliment 

est enrobé par une concentration donnée du principe actif. 

Pour fixer la ration journalière, nous avons essayé de limiter le risque de perte d'une partie du 

produit actif (celui qui possède le pouvoir antibactérien), par dissolution au moment de la 

distribution. Pour cela, la ration doit être instantanément consommée par les poissons. C'est 

pourquoi les alevins ont été maintenus à jeun pendant 2 jours avant le début de 

l’expérimentation et l'aliment contenant le médicament est distribué à des taux de 

rationnement plus faibles qu'à l'ordinaire (de l'ordre de 1% du poids de poisson) (Michel, 

1986). 

Dans tous les cas, les doses usuellement conseillées chez les homéothermes devraient 

s'appliquer au poisson. La voie orale est un contrôle plus fiable pour s’assurer des quantités 

administrées. Avec les substances très solubles dans l'eau, une partie du principe actif ou bien 

de l’huile essentielle est dispersée, donc perdue pour le traitement. De plus, le comportement 

souvent hiérarchique (la nage aléatoire) des poissons ne permet pas d'assurer que tous les 

animaux aient également accès à l'aliment thérapeutique. Pour compenser ces incertitudes, il 
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est d'usage de fixer la dose au double de celle employée chez les mammifères (Michel, 1986). 

Les alevins ont reçu les principes actifs à une dose maximale de 200 mg/kg de poids corporel. 

Pendant les 6 jours, nous avons : 

- Mesuré les paramètres physiques de l’eau (température, oxygène dissous, conductivité 

électrique), 

- Suivi le comportement des alevins, 

- Nettoyé quotidiennement les bacs et l’écloserie avant distribution des repas. 

b.2. Suivi et observation de l’état sanitaire des alevins 

Le suivi a débuté quatre heures après la distribution de la ration journalière. Il correspond à la 

durée nécessaire pour la digestion des repas chez la truite arc en ciel. En effet, l’excrétion des 

fèces chez la truite est un phénomène continu tout au long du nycthémère (jour & nuit : 24 

heures), avec une augmentation sensible au cours de la nuit (Possempes, 1973). Par ailleurs, 

ces variations dans l’excrétion quantitative des fèces s’accompagnent aussi d’un changement 

dans leur composition (Furukawa, 1973 ; Possempes, 1973). De plus, la durée moyenne du 

transit chez la truite est de 20 à 40 h selon la température d’élevage (Possempes, 1973 ; 

Windel et al., 1976).  

D’autres études menées sur le transit bactérien chez la truite arc-en-ciel élevée à une 

température de 13°C, ont mis en évidence un premier pic d’excrétion fécale de bactéries 4 à 

6h après l’ingestion d’un repas contenant un marqueur bactérien et un deuxième pic, d’une 

concentration environ 100 fois plus importante dix heures après l’alimentation des poissons 

(Lésel et al., 1986, 1990). 

2 Tests in-vivo 

A la lumière des résultats trouvés, l’apport du carvacrol a un effet négatif sur le bien-être ainsi 

que sur la croissance des alevins quel que soit la dose (Tableau 24).  

Cette importante déduction nous a permis d’orienter notre travail en utilisant le Thymol pour 

ce test thérapeutique. Le Thymol a montré un effet stimulateur de la croissance des alevins 

sans aucun effet sur la morphologie interne des alevins même à grande dose. 

Le même protocole expérimental utilisé dans le test de toxicité a été exécuté avec quelques 

modifications. Ces dernières ont concerné la période du traitement, l’ajout d’un témoin positif 

avec l’antibiotique et l’élimination du carvacrol. Cette expérimentation a eu lieu au niveau de 

l’écloserie et des bacs d’alevinage de la station Ain Aghbal. 
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 Traitement curatif 

Le but est de tester l’effet anti-flavobactérique du Thymol in-vivo. Pour cela, 6 bacs de 

124,5L de volume ont été préparés pour cette expérimentation. Chaque bac contient 2 

clayettes avec 20 alevins d’un poids moyen de 0.72g et d’une taille moyenne égale à 3.8cm.  

Deux répétitions ont été effectuées pour la dose thérapeutique (200mg/kg poids corporel) du 

principe actif. 

Les 4 bacs restants sont utilisés comme suit : deux comme témoin positif dont les alevins 

reçoivent le traitement avec la même dose de l’antibiotique utilisée d’habitude en élevage à la 

station Ain Aghbal, et les deux autres bacs, sont des témoins négatifs (les alevins ne reçoivent 

que l’aliment seul).  

Un tri des alevins malades (présentant un noircissement du dos) a eu lieu avant 

l’expérimentation. Le protocole d’anesthésie et de mesure du poids et de la taille des alevins 

de chaque clayette a été réalisé de la même façon que celui donné dans le test de toxicité.    

Les alevins ont été maintenus également à jeun pendant 2 jours avant le commencement de 

l’expérimentation. L'aliment médicamenteux est toujours distribué à des taux plus faibles qu'à 

l'ordinaire pour éviter les pertes et s’assurer que tous les alevins ont consommé la totalité du 

médicament. Ces alevins ont reçu un repas chaque matin pendant 7 jours. Avant sa 

distribution, l’aliment est enrobé par la dose du principe actif.  

Pendant les 7 jours, nous avons : 

- Mesuré  la température, l’oxygène dissous et la conductivité électrique 

- Suivi le comportement des alevins. 

- Nettoyé quotidiennement les bacs et l’écloserie avant distribution des repas. 

Cette expérimentation a eu lieu au niveau de l’écloserie de la station Ain Aghbal, Azrou. 

 Traitement préventif  

Le but de cette expérimentation et de  mettre en place une stratégie de prévention contre 

l’attaque bactérienne du genre Flavobacterium au sein de la station en alevinage et cela à 

partir du premier repas après ouverture de la bouche des alevins. De ce fait, le tri a concerné 

cette fois des alevins après résorption des sacs vitellins, de taille moyenne égale à 1cm et 

0.11g de poids moyen. 
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4 bacs de 124,5L de volume ont été utilisés. Chaque bac contient 2 clayettes avec 50 alevins 

chacune. Deux répétitions ont été effectuées pour deux doses (50- 100mg/kg poids corporel) 

du principe actif. 

Les repas sont toujours distribués à des taux de rationnement plus faibles qu'à l'ordinaire. Ces 

alevins ont reçu dès leur premier repas une dose du traitement chaque matin pendant 7 jours.  

Pendant les 7 jours, nous avons réalisé le même suivi que pour le traitement curatif. 

Cette expérimentation a eu lieu au niveau de la station Ain Aghbal dans des bacs appelés bacs 

d’alevinage I (bacs contenant des alevins après résorption de la vésicule vitelline). Les effets 

de la température (Mughal et al., 1985) et de la photopériode (Nakanishi, 1986) sur la réponse 

du système immunitaire chez les poissons poikilotermes ont été également étudiés vue la 

différence des conditions d’élevage entre l’écloserie (local fermé dont la température est plus 

élevée et éclairé avec des lampes LED 24/24) et les bacs d’alevinage I (sous lumière naturelle 

et une variation nycthémérale de la température).   

III.  Résultats 

 Test de toxicité 1.

Les résultats du test de toxicité sont présentés au niveau des tableaux 24 et 25. 

Durant l’expérimentation avec le Carvacrol, nous n’avons observé aucune mortalité, mais des 

changements de comportement au niveau de la nage et de l’appétit. Ces comportements sont 

observés le 4
ème

 jour chez les alevins qui reçoivent les doses CD3 (Carvacrol dose 3) 

(150mg/Kg de poids corporel) et CD4 (200mg/Kg de poids corporel), et à partir du 5
ème

 jour 

chez tous les alevins y compris ceux qui ont reçu les doses CD1 (50mg/Kg de poids corporel) 

et CD2 (100mg/Kg de poids corporel). 

Quant au Thymol, nous n’avons observé aucune mortalité ni changement au niveau du 

comportement des alevins même chez ceux qui reçoivent des doses élevées. 

Après le 6
ème

 jour, nous avons arrêté l’apport des principes actifs, et nous avons réalisé à 

nouveau un échantillonnage afin de suivre les changements des paramètres zootechniques, et 

réaliser un diagnostic au  niveau des organes internes des alevins.  
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Photo 2 : Prélèvements et conditions de manipulation des alevins. 

Pour examiner l’aspect externe et la morphologie des organes internes, un diagnostic a été 

effectué sur des alevins (10 individus) par clayette (deux prélèvements par dose) prélevés de 

façon aléatoire (Tableau 26).  

Pour les alevins du bac témoin négatif (aliment tout seul) dont le poids moyen des alevins est 

de 1,05g et leur taille moyenne est de 4.8cm, les examens externe et interne n’ont pas montré 

de signes d’anomalie.  

Pour l’examen externe des alevins qui ont reçu le Carvacrol à des doses élevées CD4 a montré 

la présence de pus au niveau de l’orifice uro-génital. L’examen interne a montré que les 

alevins ayant reçu le Carvacrol à des doses plus ou moins élevées (à partir de la 2ème dose, 

CD2), présentent plusieurs anomalies : apparition de pus et hémorragie au niveau de la 

dernière partie de l’intestin, couleur pâle du foie et diminution de la taille de la rate. 

Egalement, les poids et les tailles moyens des alevins sont affectés et se révèlent tous au deçà 

des valeurs trouvées chez les alevins témoins.  

La lecture du tableau 24 permet de déduire que l’apparition des anomalies respecte la relation 

dose-réponse du fait que l’intensité des anomalies devient sérieuse quand la concentration 

augmente. 

Par contre, les alevins recevant le Thymol, aucun signe d’anomalie n’a été observé lors des 

examens interne et externe. Les tailles et poids moyens des alevins ayant subi des 

concentrations TD1 (Thymol dose 1) et TD2 dépassaient ceux du témoin (Tableau 25). 

Les résultats de 14 jours d’observation clinique après administration des principes actifs pour 

rechercher d’éventuels signes cliniques de morbidité ou de mortalité et apprécier le poids 

corporel en plus de l’examen des organes internes après sacrifice des poissons, sont présentés 

dans le tableau 27. 



132 

4 jours après l’arrêt du test, nous avons enregistré l’apparition des mortalités au niveau des 

bacs des alevins soumis à des traitements à base de carvacrol dès la concentration 150 mg/kg 

de poids corporel. 

Par contre, aucune mortalité n’est observée chez les alevins ayant subi les traitements à base 

de thymol. 
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Tableau 194 : Suivi du test de toxicité de Carvacrol. 

  
Comportement 

Mortalité 

Paramètres physico-chimiques de l'eau  

 

Doses  Nage Réponse aux risques Appétit O2 (mg/l) T°C pH 
C.E 

(μS/cm) 

Jour 1 

Carvacrol dose 1 Normale Normale Normale - 

8.67 8.7 7.2 659.3 
Carvacrol dose 2 Normale Normale Normale - 

Carvacrol dose 3 Normale Normale Normale - 

Carvacrol dose 4 Normale Normale Normale - 

Jour 2 

Carvacrol dose 1 Normale Normale Normale - 

9.87 9.9 7.4 659.0 
Carvacrol dose 2 Normale Normale Normale - 

Carvacrol dose 3 Normale Normale Normale - 

Carvacrol dose 4 Normale Normale Normale - 

Jour 3 

Carvacrol dose 1 Normale Normale Normale - 

9.58 10.9 6.8 659.2 
Carvacrol dose 2 Normale Normale Normale - 

Carvacrol dose 3 Normale Normale Normale - 

Carvacrol dose 4 Normale Normale Normale - 

Jour 4 

Carvacrol dose 1 Normale Normale Normale - 

8.67 8.9 7.0 658.9 
Carvacrol dose 2 Normale Normale Normale - 

Carvacrol dose 3 Lente Lente Anormale - 

Carvacrol dose 4 Lente Lente Anormale - 

Jour 5 

Carvacrol dose 1 Lente Lente Anormale - 

9.33 10.4 7.2 659.1 
Carvacrol dose 2 Lente Lente Anormale - 

Carvacrol dose 3 Arrêt Lente Presque absente - 

Carvacrol dose 4 Arrêt Lente Presque absente - 

Jour 6 

Carvacrol dose 1 Lente Lente Anormale - 

9.52 9.7 7.1 659.3 
Carvacrol dose 2 Lente Lente Anormale - 

Carvacrol dose 3 Arrêt Lente Presque absente - 

Carvacrol dose 4 Arrêt Lente Presque absente - 
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Tableau 205 : Suivi du test de toxicité de Thymol. 

  
Comportement 

Mortalité 

Paramètres physico-chimiques de l'eau  

 

Doses  Nage 
Réponse aux 

risques 
Appétit O2 (mg/l) T°C pH C.E (μS/cm) 

Jour 1 

Thymol dose 1 Normale Normale Normale - 

8.67 8.7 7.2 659.3 
Thymol dose 2 Normale Normale Normale - 

Thymol dose 3 Normale Normale Normale - 

Thymol dose 4 Normale Normale Normale - 

Jour 2 

Thymol dose 1 Normale Normale Normale - 

9.87 9.9 7.4 659.0 
Thymol dose 2 Normale Normale Normale - 

Thymol dose 3 Normale Normale Normale - 

Thymol dose 4 Normale Normale Normale - 

Jour 3 

Thymol dose 1 Normale Normale Normale - 

9.58 10.9 6.8 659.2 
Thymol dose 2 Normale Normale Normale - 

Thymol dose 3 Normale Normale Normale - 

Thymol dose 4 Normale Normale Normale - 

Jour 4 

Thymol dose 1 Normale Normale Normale - 

8.67 8.9 7.0 658.9 
Thymol dose 2 Normale Normale Normale - 

Thymol dose 3 Normale Normale Normale - 

Thymol dose 4 Normale Normale Normale - 

Jour 5 

Thymol dose 1 Normale Normale Normale - 

9.33 10.4 7.2 659.1 
Thymol dose 2 Normale Normale Normale - 

Thymol dose 3 Normale Normale Normale - 

Thymol dose 4 Normale Normale Normale - 

Jour 6 

Thymol dose 1 Normale Normale Normale - 

9.52 9.7 7.1 659.3 
Thymol dose 2 Normale Normale Normale - 

Thymol dose 3 Normale Normale Normale - 

Thymol dose 4 Normale Normale Normale - 

- : absence de mortalité 
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Tableau 216 : Examen interne et externe des alevins après arrêt des apports de carvacrol et thymol. 

  
Témoin 

Carvacrol 

dose 1 

Carvacrol 

dose  2 

Carvacrol 

dose 3 

Carvacrol 

dose  4 

Thymol 

dose 1 

Thymol 

dose 2 

Thymol 

dose 3 

Thymol 

dose 4 

  Taille (cm) 4.8 4.3 4.2 4.1 4.2 4.85 4.85 4.75 4.6 

Poids (g) 1.05 0.75 0.625 0.6 0.585 1.305 1.225 1.00 0.975 

Examen 

externe 

Nageoires N N N N N N N N N 

Yeux N N N N N N N N N 

Branchies N N N N N N N N N 

Bouche N N N N N N N N N 

Peau & écailles N N N N N N N N N 

Orifice uro-

génital 
N N N N 

Présence de 

pus 
N N N N 

Examen 

interne 

Rate N N N Petite taille Petite taille N N N N 

Intestins N N 
Présence 

d'hémorragie 

Présence 

d'hémorragie 

Présence 

d'hémorragie 
N N N N 

Foie N N Pâle Pâle Pâle N N N N 

Cœur N N N N N N N N N 

Reins N N N N N N N N N 

Estomac N N N N N N N N N 

N : Aspect normale 
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Tableau 227 : Diagnostic 14 jours après arrêt du test de toxicité. 

  
Témoin 

Carvacrol 

dose 1 

Carvacrol 

dose 2 

Carvacrol 

dose 3 

Carvacrol  

dose 4 

Thymol  

dose 1 

Thymol  

dose 2 

Thymol  

dose 3 

Thymol  

dose 4 

  Taille moyenne (cm) 6.45 5.00 4.97 5.01 4.93 6.81 6.81 6.7 6.56 

Poids moyen (g) 3.02 2.53 2.4 2.375 2.3 3.38 3.3 3.00 3.1 

Examen 

externe 

Nageoires N N N N N N N N N 

Yeux N N N N N N N N N 

Branchies N N N N N N N N N 

Bouche N N N N N N N N N 

Peau & écailles N N N N N N N N N 

Orifice uro-

génital 
N N N N N N N N N 

Examen 

interne 

Rate N N N Petite taille Petite taille N N N N 

Intestins N N N N N N N N N 

Foie N N Pâle Pâle + grande  Pâle + grande N N N N 

Cœur N N N N N N N N N 

Reins N N N N N N N N N 

Estomac N N N N N N N N N 

N : Aspect normale.  
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A la lumière du tableau 27, il ressort que les examens externe et interne n’ont présenté aucun 

signe d’anomalies pour : 

- les alevins du bac témoin négatif (aliment seul), ayant un poids moyen de 3,02g et une 

taille moyenne de 6.45cm. 

- les alevins recevant le Thymol avec des tailles et poids moyens dépassant ceux du 

témoin pour toutes les doses. 

14 jours après l’arrêt de l’apport en carvacrol, l’examen externe des alevins n’a montré aucun 

signe d’anomalie alors que l’examen interne a montré qu’à partir de la 2ème dose, les alevins, 

présentent une couleur pâle du foie. Quant à ceux qui reçoivent des doses plus élevées, leur 

diagnostic révèle que le foie présente une grande taille et de couleur pâle et que la taille de la 

rate est plus petite que la normale. Egalement, les poids et les tailles moyens des alevins ont 

relativement régressé par rapport à ceux trouvés chez les alevins témoins. 

2 Test in-vivo 

 Traitement curatif 

Pendant la période d’administration du traitement, aucune mortalité n’est observée chez les 

alevins à qui nous avons administré les traitements à base de thymol et antibiotique. 

Par contre, dès le 4
ème

 jour nous avons noté l’apparition des mortalités des alevins au niveau 

des bacs du témoin négatif (Tableau 28). Au niveau de ces bacs, le poids moyen des alevins 

est de 1,05g et leur taille moyenne est de 4.8 cm. L’examen externe a montré un 

noircissement du dos, alors que l’examen interne a révélé une couleur pâle et la présence des 

nodules an niveau du foie. 

Quant aux alevins qui ont reçu un traitement à base d’antibiotique, nous avons remarqué une 

perte de poids et de taille par rapport à ceux du témoin négatif. Les examens interne et externe 

ont révélé, respectivement, une pâleur du foie et la disparition du noircissement du dos des 

alevins ce qui explique leur guérison bien que le foie n’a pas encore retrouvé son teint normal.   
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Tableau 28 : Résultats du test curatif à base de thymol. 

  
Comportement 

Mortalité 

Paramètres physico-chimiques de l'eau 

 

Doses  Nage 
Réponse aux 

risques 
Appétit O2 (mg/l) T°C pH C.E (μS/cm) 

Jour 1 

Traitement Normale Normale Normale - 

8.67 8.7 7.2 659.3 Témoin + Normale Normale Normale - 

Témoin - Normale Normale Normale - 

Jour 2 

Traitement Normale Normale Normale - 

9.87 9.9 7.4 659.0 Témoin + Normale Normale Normale - 

Témoin - Normale Normale Normale - 

Jour 3 

Traitement Normale Normale Normale - 

9.58 10.9 6.8 659.2 Témoin + Normale Normale Normale - 

Témoin - Normale Normale Normale - 

Jour 4 

Traitement Normale Normale Normale - 

8.67 8.9 7.0 658.9 Témoin + Normale Normale Normale - 

Témoin - Lente Normale Normale 2 

Jour 5 

Traitement Normale Normale Normale - 

9.33 10.4 7.2 659.1 Témoin + Normale Normale Normale - 

Témoin - Lente Normale Normale 1 

Jour 6 

Traitement Normale Normale Normale - 

9.52 9.7 7.1 659.3 Témoin + Normale Normale Normale - 

Témoin - Lente Normale Normale 2 

Jour 7 

Traitement Normale Normale Normale - 

9.58 10.7 7.3 659.0 Témoin + Normale Normale Normale - 

Témoin - Lente Normale Normale 3 
- : absence de mortalité 
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Pour les alevins recevant le Thymol, nous avons noté la disparition du noircissement du dos, 

signe de la guérison des alevins au bout du 5
ème

 jour malgré la pâleur du foie détectée lors de 

la dissection réalisée un jour après l’arrêt du traitement (8
ème

 jour). Les alevins prélevés au 

hasard une semaine après l’arrêt du traitement (14
ème

 jour) n’ont montré aucun signe 

d’anomalie avec un foie à teint normal. 

Il est important de souligner que le traitement avec du Thymol est non seulement curatif mais 

il est également bénéfique à la croissance des alevins. En effet, nous avons observé des tailles 

et poids moyens dépassant ceux du témoin négatif (tableau ci-dessous). 

Tableau 29 : Résultats des examens interne et externe après le test curatif 

 

N : Aspect normale.   

  Témoin - 
Témoin + 

ATB 
Traitement 

  Taille moyenne (cm) 4.8 4.3 4.67 

Poids moyen (g) 1.05 0.85 0.99 

Examen 

externe 

Nageoires N N N 

Yeux N N N 

Branchies N N N 

Bouche N N N 

Peau & écailles Noircissement N N 

Orifice N N N 

Examen 

interne 

Rate N N N 

Intestin N N N 

Foi pâle (avec nodules) pâle pâle 

Cœur N N N 

Rein N N N 

Estomac N N N 
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Photo 3: Dissection d’un alevin sujet de traitement à base de thymol. 

 Traitement préventif 

Le poids moyen des alevins témoin négatif (aliment seul) est de 0.36g et leur taille moyenne 

est de 1.2 cm. Leurs examens externe et interne ont montré respectivement le noircissement 

du dos et des signes d’anomalie an niveau du foie avec la présence des nodules et une couleur 

pâle. 

Les alevins ayant subi un traitement ave le Thymol ne montrent pas de signes d’anomalie et 

présentent une légère augmentation de la masse corporelle et de la taille quelle que soit la 

dose préventive administrée. En effet, le poids moyen est de 0.38g et 0.41g pour les doses 

50mg/kg et 100mg/kg de poids corporel respectivement. La taille moyenne est de 1.3cm et 

1.5cm respectivement. 

A l’issue de cette expérimentation, ce traitement a été appliqué sur un lot entier d’alevins. 

Pendant 8 mois, et en comparaison avec d’autres lots non traités, le nombre de mortalité ne 

dépasse pas les normes avec une perte d’un poisson à trois par mois et l’absence de la maladie 

due au Flavobacterium spp.  

Nous n’avons remarqué aucun effet de la température ou de la photopériode sur la réponse du 

système immunitaire chez nos alevins, les deux lots, ceux en écloserie ou ceux en alevinage I 

répondent de la même manière aux traitements. 

IV. Discussion  

Plusieurs études antérieures ont été consacrées à l’utilisation potentielle des huiles essentielles 

comme agent de conservation mais aucune étude n’a évalué l’effet antibactérien des principes 

actifs carvacrol et thymol sur les poissons. Toutefois, quelques études ont déterminé l’effet 

combiné de ces deux principes actifs sur les performances de croissance (Ahmadifar et al., 

Estomac 

Intestin  

Foie  



141 

2011), et d’autres sur l’effet des huiles essentielles entières sur les animaux tels que les 

volailles (Gabriel et al., 2013).  

Nos résultats montrent des effets extrêmement variables du thymol et du carvacrol, tant par 

leur nature que par leur gravité. Pareillement, Alleman et al. (2013) ont rapporté que les 

différents effets toxiques observés peuvent aller d’une «simple perte de poids ou d’appétit» à 

la «mort de l’individu». Ceci justifie la diminution de la taille et la perte de la masse 

corporelle observées chez nos alevins sous traitement par thymol et carvacrol. Même si l’effet 

du thymol n’a eu lieu qu’à fortes doses. D’ailleurs, après une période de quatre jours, nous 

avons assisté à l’apparition des hémorragies en réponse à une toxicité chronique. 

L’administration du thymol à faible et moyenne doses a un effet positif sur la masse 

corporelle, la taille et le bien-être général des alevins. Ces effets peuvent être dus à l’action 

stimulatrice de ce principe actif sur le tube digestif et sa flore (Alleman et al., 2013). 

Cependant, Ouwehand et al. (2010) rapportent que le thymol peut aussi exercer un effet 

stimulateur de la croissance de certaines bactéries comme des bifidobactéries et des 

lactobacilles. De plus, au niveau de l’épithélium digestif, principalement au niveau de 

l’intestin grêle, les cellules entérochromaffines possèdent des récepteurs olfactifs dont la 

stimulation par des molécules odorantes comme le thymol, entraînent la libération de 

sérotonine, qui exerce différentes actions sur le tractus digestif (Kidd et al., 2008). Zheng et 

al. (2009) rapportent que la combinaison de thymol et de carvacrol a un effet positif sur la 

croissance du poisson chat (Ictalurus panctatus). Ce composé a augmenté aussi la résistance 

des poissons exposés à l’infection due à Aeromonas hydrophila. 

Il existe peu d’études concernant les effets d’antioxydants systémiques des produits d’origine 

végétale comme les HE chez les poissons, l’essentiel des études de ces effets porte sur la 

qualité de la viande et la conservation des aliments. Chez le rat, l’utilisation d’HE de thym ou 

de thymol peut entraîner un enrichissement en acides gras polyinsaturés des phospholipides 

de différents organes (foie, cerveau, rein et cœur) (Lee et al., 2003). 

Nos résultats concernant la stimulation de la croissance et l’augmentation des paramètres 

zootechniques par le thymol à faibles doses, signifient l’occurrence d’un effet antioxydant. 

D’ailleurs, un déséquilibre entre la production de radicaux libres et leur élimination par les 

systèmes antioxydants peut avoir lieu et conduire à ce stress. Ces résultats sont en accord avec 

les constatations de Gabriel et al., (2013) indiquant que ce stress a des conséquences néfastes 

sur la physiologie de l’animal, avec notamment des effets sur sa croissance, ainsi que sur son 

immunité. Le thymol, avec un plus grand encombrement stérique du groupe phénol par 



142 

rapport au carvacrol, possède une plus grande activité antioxydante. Il agirait comme un 

éboueur de radicaux libres et influencerait les systèmes de défense in vivo (Knas-müller et al., 

2008). Ceci explique la bonne santé et l’appétit normal de nos alevins.  

L’inflammation est un processus hautement complexe. Il s’accompagne, entre autre, d’une 

augmentation du stress oxydatif (John et al., 2011) qui est une des cibles des HE comme 

indiqué précédemment, d’où leur effet antioxydant. Aussi, les HE peuvent exercer des effets 

anti-inflammatoires et stimuler l’immunité spécifique. Leur action anti-inflammatoire peut 

s’avérer particulièrement intéressante chez les poissons d’élevage du fait de l’état 

d’inflammation perpétuelle de l’intestin suite à la présence du micro-biote digestif qui stimule 

l’immunité (Gabriel et al., 2013). Chez le poulet de chair recevant des rations enrichies en HE 

de thym, Najafi et Torki (2010) ont observé une baisse du nombre des hétérophiles et une 

augmentation de celui des lymphocytes sanguins.  

Le carvacrol et le thymol ont une activité inhibitrice de la cyclo-oxygénase, inhibant ainsi la 

production de prostaglandine E2 responsable de la réaction inflammatoire (Marsik et al., 

2005, Landa et al., 2009). Chez le porc, Michiels et al. (2010b) ont observé, avec du thymol, 

une baisse du nombre de lymphocytes intra-épithéliaux de la muqueuse de l’intestin grêle. En 

effet, le devenir de ces molécules chez l’animal lors de leur consommation peut être très 

variable selon la composition de l’aliment, leur mode de présentation (sous forme libre ou 

protégée) et la dose utilisée. Elles peuvent ainsi être présentes au niveau de la sphère 

olfactive, de la sphère digestive ou dans la circulation sanguine après leur absorption dans 

l’appareil digestif. Ces molécules ont donc de nombreuses cibles potentielles d’action au 

niveau de l’animal, tant au niveau digestif que systémique. Ainsi, elles peuvent exercer 

diverses actions, tant sur le microbiote digestif, que sur l’animal lui-même à différents 

niveaux (état d’oxydation des différents tissus, immunité et en particulier l’inflammation, 

fonctionnement digestif, métabolisme global, système nerveux, comportement). Ces 

molécules représentent donc un grand potentiel pour leur utilisation chez l’animal d’élevage 

(Gabriel et al., 2013 ; Alleman et al., 2013). 

V. Conclusion  

Le manque de données sur les effets de l’administration de thymol et du carvacrol sur le 

comportement et la croissance des poissons d’eau froide en élevage, n’a pas permis de 

détailler davantage cet aspect. Cependant, des connaissances solides existent pour les animaux 
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à sang chaud ainsi que pour certains poissons d’eau chaude, tels que la carpe commune, le 

tilapia et le poisson-chat. 

Les composants des HE présentent plusieurs types d’activités biologiques, anti-microbiennes, 

anti-oxydantes et anti-inflammatoires. L’action de ces molécules chez l’animal dépend à la 

fois de leur métabolisme et des conditions rencontrées in vivo.  

Pour le test de toxicité, nous avons trouvé que le carvacrol présente une forte toxicité même à 

petites doses vis-à-vis des alevins de truites arc-en-ciel à 0.72g de poids moyen, cette toxicité 

s’est traduite par une perte de poids corporel, une anomalie du comportement et une perte 

d’appétit. En revanche, le test de toxicité révèle que le thymol ne présente pas d’effet toxique 

sur les alevins. Pour cela, nous avons réalisé les tests thérapeutiques seulement par le thymol. 

Les tests thérapeutiques ont été divisé en deux sous-tests, curatif qui a concerné les alevins 

malades présentant les symptômes cliniques de la maladie due aux Flavobactériens et 

préventif pour les alevins en période de sevrage après résorption de la vésicule vitelline (avant 

l’administration de leur premier repas). 

Les résultats du test curatif ont montré que le thymol et doué d’une activité antibactérienne 

importante presque similaire de celle observée chez les sujets traités par les antibiotiques 

conventionnels et présente un pouvoir guérison durable.  

Le test préventif a permis de confirmé l’effet stimulateur du système immunitaire des alevins, 

qui est traduit par l’absence totale de la maladie et de ses symptômes chez les alevins du 

cheptel traité. En plus les alevins traités ont pris du poids et leurs tailles sont plus grandes par 

rapport aux alevins des témoins traités par l’antibiotique. 

De tout ce qui a précédé, on peut déduire que le thymol pourra présenter une alternative Bio 

chez les alevins de la truite arc en ciel. Il présente un grand potentiel antibactérien sans risque 

de toxicité ou d’effets secondaires néfastes sur le bon fonctionnement des organes internes. 

Sans négliger ses effets positifs sur les paramètres zootechniques (taille et poids). 

Nos résultats sur terrain nous ont permis de considérer l’utilisation des principes actifs des 

huiles essentielles comme pratique thérapeutique avec des rendements satisfaisants. 

L’aquaculteur doit recourir à ces pratiques préventives pour maintenir de bonnes conditions 

d’élevage et d’hygiène dans l’objectif de réduire le plus possible la contamination des 

élevages d’une part, et de garantir la sécurité sanitaire et la qualité des produits aquacoles 

d’autre part.   
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Au terme de ce travail, il est important de faire le point sur les résultats obtenus de l’étude 

réalisée à la station piscicole Ain Aghbal à Azrou sur l’Utilisation des huiles essentielles pour 

la lutte contre les infections bactériennes dues au genre Flavobacterium chez les alevins de la 

truite arc-en-ciel dans le domaine Ain Aghbal.  

Les bactéries appartenant à ce genre font partie des principaux pathogènes répertoriés 

responsables des cas déclarés de pertes dans les élevages de salmonidés. L’espèce hôte 

choisie dans notre étude est la truite arc-en-ciel, en tant que principale production piscicole 

dans les eaux douces au Maroc et espèce particulièrement sensible à la flavobactériose des 

eaux froides. 

Jusqu’à aujourd’hui, les moyens de lutte disponibles contre ces infections bactériennes sont 

limités à l’utilisation des antibiotiques. Mais ces progrès sont sérieusement remis en question 

par l'apparition et la propagation de germes résistants à ces médicaments. Donc la 

problématique d’inefficacité devient de plus en plus inquiétante. 

L’étape primordiale était de confirmer la présence des bactéries pathogènes de poissons du 

genre Flavobacterium au niveau de la station Ain Aghbal et en fournir des connaissances 

scientifiques. La confirmation de cette présence ainsi qu’un diagnostic approfondi sur un hôte 

donné manquait donc, a fortiori à une échelle géographique réduite. 

Ces considérations nous ont incités et conduits à élaborer un programme d’analyses de 

manière saisonnière. De ce fait, nos recherches se sont orientées dans un premier temps sur 

l’inspection de la présence des bactéries du genre Flavobacterium à l’échelle des œufs 

fécondées importées de la France, surtout que la salmoniculture française est touchée par ces 

pathogènes. Après des prélèvements et analyses ont concernés des poissons de différentes 

tranches d’âge et état de santé (sains ou en phase clinique), en plus de l’eau des bassins 

d’élevage et les biofilms formés. Par la suite, nous nous sommes intéressés à identifier nos 

isolats et à les comparer avec des souches de référence de Flavobacterium psychrophilum 

importées selon les critères générales de la caractérisation microbiologique classique. 

Pour cela, en plus de la caractérisation phénotypique, biochimique et enzymatique de l’agent 

agresseur des alevins de la truite arc en ciel, nous nous sommes intéressés à la recherche 

d’alternatives biologiques curatives et préventives pour maintenir les bonnes conditions 

d’élevage et d’hygiène, réduire la contamination bactérienne et garantir la sécurité sanitaire et 

la qualité des produits aquacoles. 
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L’isolement et l’identification des isolats provenant des œufs, de poissons sains ou en phase 

clinique de la maladie, de l’eau et du biofilm ont été réalisés de façon saisonnière au niveau 

de la station Ain Aghbal. Les résultats ont été comparés aux caractéristiques des souches de 

référence de Flavobacterium psychrophilum importées de la France et de la Suisse. 

Ces résultats ont montré que Flavobacterium est bien le genre bactérien dominant présent 

dans les différents échantillons prélevés et analysés tout au long de l’année.  

L’analyse du profil de résistance vis-à-vis des antibiotiques de familles différentes a montré 

que la majorité des souches sont multi-résistantes, ce qui indique qu’elles sont des souches 

non-sauvages, donc la possibilité qu'elles soient importées dans les œufs et fortement adopté. 

Dans le but de surmonter la résistance des bactéries aux antibiotiques en limitant leur 

utilisation et éviter leurs effets secondaires, le pouvoir antibactérien des actinobactéries 

productrices des substances actives contre les souches de Flavobacterium psychrophilum a été 

évalué. Les interactions entre les actinomycètes actives et le pathogène en question ont été 

bien démontré avec un fort pouvoir inhibiteur sur les souches testées. Toutefois, proposer les 

actinomycètes comme traitement thérapeutique dans notre cas est pratiquement impossible du 

fait du grand risque que peut présenter le traitement à base des microorganismes vivants dans 

une ferme piscicole avec les problèmes de changement du matériel génétique entre bactéries 

via les biofilms. Pour ces raisons techniques, nous n’avons pas présenté les résultats des 

actinobactéries dans ce rapport et nous avons orienté notre recherche vers l’application de 

molécules biologiques d’origine naturelle douées du pouvoir antibactérien fort : les huiles 

essentielles et leurs groupements majoritaires.  

Notre démarche a débuté par une étude des plantes aromatiques et médicinales marocaine. 

Dans  le but de proposer des alternatives naturelles efficaces, sans risque de développement de 

résistances et sans effets secondaires. 

Le criblage a porté sur des plantes médicinales dont certaines sont endémiques au Maroc. Les 

huiles essentielles ont fait l’objet d’une étude détaillée de leurs compositions chimiques par 

chromatographie en phase gazeuse (CPG) couplée à la spectroscopie de masse (SM).  

Les résultats ont montré des différences significatives qualitatives et quantitatives dans la 

composition chimique des huiles essentielles des différentes espèces végétales étudiées. Cette 

composition semble varier au sein de la même espèce en fonction de la localisation 

géographique, des conditions édaphiques et climatiques ainsi que de la période de récolte. 
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Pourtant, ces facteurs de variabilité influencent la composition chimique de l’huile essentielle 

et déterminent donc son chémotype, et par la suite sa spécificité et ses propriétés 

thérapeutiques. 

L’ensemble des résultats de cette étude chimique nous a mené à supposer que les espèces 

choisies pourraient présenter un caractère préventif et curatif intéressant du fait de leur 

composition chimique aussi variée et diversifiée. Nos résultats ouvrent aussi, la voie vers un 

nombre de questions relatives à l’activité antibactérienne des huiles essentielles de ces 

espèces. Ceci requiert, alors, plus de confirmations et d’approfondissements. 

L’efficacité antimicrobienne effective des huiles essentielles étudiées a été détaillée. En effet, 

les HE de Thymus. maroccanus, et de trois échantillons d’Origanum compactum ont été très 

actives sur les souches de bactéries testées. L’HE de Thymus broussonetii avait une activité 

forte mais moins importante que celle de Thymus maroccanus. Les HE de P. graveolens, L. 

officinalis, E. globulus et S. aromaticum présentent une activité antibactérienne variant entre 

forte et moyenne. Celles de C. atlantica, C. mixtus et S. officinali ont une activité 

antibactérienne faible alors que celle de R. officinalis, elle semble être inefficace sur 

Flavobacterium spp. 

Les HE de T. maroccanus et O. compactum ont montré une activité antibactérienne 

bactéricide contre toutes les bactéries testées. Cette activité est attribuée à la présence de forte 

concentration en fraction phénolique, qui est généralement responsable des propriétés 

antimicrobiennes de l'HE, notamment le thymol et le carvacrol. 

Ainsi, il s’est avéré pertinent de choisir les composés majoritaires de ces deux huiles 

essentielles, le carvacrol et le thymol, pour déterminer leur capacité à inhiber les bactéries du 

genre Flavobacterium in-vivo, et leur pouvoir guérison vis-à-vis des alevins de la truite arc-

en-ciel. 

La toxicité des composés majoritaires sur les alevins a été étudiée pour caractériser de façon 

complète et profonde le potentiel de ces composés et déterminer les doses thérapeutiques à 

administrer en fonction des poids corporel des alevins. 

Nous avons pu démontrer que le carvacrol peut être toxique à petite dose, et le thymol devient 

toxique à grandes doses. Cette toxicité se traduit chez les alevins par la diminution de la taille 

et la perte de la masse corporelle. Cependant, l’administration du thymol à faible et moyenne 

doses a permis d’améliorer la masse corporelle des alevins, leurs tailles ainsi que leur bien-
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être général. Ces effets peuvent être dus à l’action de ce principe actif sur les composantes du 

tube digestif et sa flore banale. 

Parallèlement, l’étude du pouvoir guérison du thymol in-vivo contre les flavobactériens chez 

les alevins de la truite dans les bacs d’alevinage a révélé un pouvoir similaire à celui observé 

lors de l’utilisation d’antibiotiques conventionnels en élevage avec une amélioration des 

performances zootechniques (gains de poids et de la taille et amélioration du bien-être de 

l’animal). Ceci est probablement dû à la richesse du thymol en encombrements stériques du 

groupe phénol par rapport au carvacrol. En effet, le thymol agirait comme un éboueur de 

radicaux libres et influencerait les systèmes de défense in vivo.  

Il convient alors de dire que le thymol constitue un traitement à grand potentiel de guérison 

sans effets secondaire. Ce composé à connotation «naturelle» agit comme stimulateur du 

système immunitaire et de la croissance en élevage.  

En définitive, ce travail nous a permis de démonter les propriétés antibactériennes des huiles 

essentielles et de leurs principes actifs à l’égard de bactéries pathogènes du genre 

Flavobacterium. Ceci témoigne du potentiel que présentent ces huiles essentielles pour la 

recherche de molécules antibactériennes innovantes. 

Les résultats sur terrain permettent de considérer l’utilisation des principes actifs des huiles 

essentielles étudiées comme pratique thérapeutique contre cet agent agresseur de la truite arc 

en ciel avec des rendements satisfaisants. 

Perspectives  

En termes de perspectives, nous envisageons de continuer la recherche sur certains axes de 

recherche pertinents qui méritent d’être étudiés davantage à savoir : 

- Faire le séquençage partiel du gène de l’ARN 16S des isolats pour identifier les 

espèces du genre Flavobacterium impliquées aux infections mortelles au niveau de la 

station. 

- Caractériser les gènes impliqués dans la virulence et la pathogénicité des 

Flavobacterium spp. en relation avec leur pouvoir adhésif. 

- Faire une étude approfondie sur les effets des molécules naturelles sur le tractus 

digestif, le système immunitaire et la physiologie des poïkilothermes. 

- Etudier le (s) mode (s) d’action des huiles essentielles ainsi que de leurs composés 

majoritaires utilisés lors de ce modeste travail. 
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