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Résumé

Notre étude consiste a la recherche de ’activité antimicrobienne d’une plante, Calamintha nepeta
appartenant a la famille des Lamiacées. L’extrait hydro-éthanolique de Calamintha nepeta a exercé
un pouvoir antimicrobien contre les souches microbiennes testées, les diametres des zones
d’inhibition varient entre 8 et 29 mm. Les souches les plus sensibles sont C. albicans ATCC 10231,
P. mirabilis ATCC 35659 et Proteus vulgaris ATCC 6380 avec des diamétres de zones d’inhibition
de 29, 19 et 17 mm respectivement. La souche la moins sensible est E. coli ATCC 25922 avec un
diamétre de zone d’inhibition de 8 mm. L’extrait hydro-éthanolique de Calamintha nepeta a exercé
une activité contres les souches microbiennes testées, les valeurs obtenues sont d’une gamme
allant de 0.781 a 3.125 pl/mL pour la CMI et de 3.125 a 50 pl/mL pour la CMB et la CMF.

Mots clefs : Calamintha nepeta, extrait hydro-éthanolique, infections nosocomiales, activité

antimicrobienne



Abstract

Our study consists in researching the antimicrobial activity of a plant, Calamintha nepeta belonging
to the Lamiaceae family. The hydro-ethanolic extract of Calamintha nepeta exerted an
antimicrobial power against the microbial strains tested, the diameters of the zones of inhibition
vary between 8 and 29 mm. The most sensitive strains are C. albicans ATCC 10231, P. mirabilis
ATCC 35659 and P. vulgaris ATCC 6380 with inhibition zone diameters of 29, 19 and 17 mm
respectively. The least sensitive strain is E. coli ATCC 25922 with an inhibition zone diameter of 8
mm. The hydro-ethanolic extract of Calamintha nepeta exerted activity against the microbial strains
tested, the values obtained ranged from 0.781 to 3.125 pL/mL for the CMI and from 3.125 to 50
pl/mL for the CMB and the CMF.

Key words: Calamintha nepeta, hydro-ethanolic extract, nosocomial infections, antimicrobial

activity
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l. Introduction

La connaissance des remeédes traditionnels  déterminés  empiriquement ou
ethnopharmacologie, constitue actuellement une base de données tres importante pour servir a
un développement scientifique rigoureux inhérent a la phytothérapie (Bureau, 2018).
L’Organisation mondiale de la sant¢ (OMS, 2013) estime que la médecine traditionnelle
couvre les besoins en soins de santé primaires de 80 % de la population des pays en voie de
développement (Damus et Vonarx, 2019).

L'Organisation mondiale de la santé encourage les pays en voie de développement a intégrer,
dans leur systeme officiel de santé, les remedes a base de plantes dont les aspects, innocuite,
efficacité et qualité sont garantis (Bouzabata, 2017).

Les plantes constituent un réservoir énorme de nouvelles molécules potentielles pouvant étre
a I’origine de nouveaux principes actifs et aboutissant a des médicaments (Neal, 2017).

On estime a 400000-500000 especes de plantes dans le monde (WHO, 1999) dont tres peu
sont exploitées en phytothérapie.

La région méditerranéenne est un hot spot relativement riche en plantes puisqu’on dénombre
entre 15000 et 20000 especes (Sofowora, 2010).

De part sa situation géographique particuliere, 1’ Algérie bénéficie d’une gamme tres variée de
climats favorisant le développement d’une flore riche et diversifiée (Vela et Benhouhou,
2007).

Un grand nombre de plantes y poussent spontanement. La valorisation de cette flore devient
donc indispensable. A cet égard, nous nous sommes intéressés a une espéce poussant a 1’état
spontané a I’ouest du pays, Calamintha nepeta et plus particulierement, a leurs métabolites
secondaires.

Les métabolites secondaires constituent un complexe de molécules bioactives qui possedent
diverses propriétés biologiques intéressantes. Ils sont appliqués dans divers domaines :
médecine, pharmacie, cosmétologie, alimentation et agriculture. Une partie importante de
I’intérét des recherches actuelles porte sur 1’étude de la résistance microbienne aux
antibiotiques, un phénomeéne principalement responsable de 1’apparition des infections
nosocomiales d’une part, et de la multi-résistance d’autre part. Cette derniére est un
phénotype complexe dont la caractéristique prédominante est la résistance a un large éventail
d’antibiotiques (Gerlach et al., 1986).

Notre étude consiste a la recherche de I’activité antimicrobienne d’une plante, Calamintha

nepeta appartenant a la famille des Lamiaceae. Elle est parmi les familles de plantes les plus



utilisées comme source mondiale d’épices et d’extraits a qualité médicale intéressante. Cette
plante représente un sujet de recherche scientifique intéressant, elle est employée
fréguemment par nos populations dans le domaine culinaire et celui de la médecine
traditionnelle, son efficacité est reconnue traditionnellement dans le traitement des rhumes,
grippes et fievres. Egalement prescrite pour faciliter la digestion, la diarrhée. En tant que
remede, les Nepetas sont employées comme décontractant, sédatif et antispasmodique.
Le présent travail est une contribution dans la valorisation des principes actifs contenus dans
Calamintha nepeta est présenté comme suit :
e Introduction
e Une synthése bibliographique sur la plante étudiée, les infections nosocomiales, les
antibiotiques, la résistance microbienne et les activités antimicrobiennes de
Calamintha nepeta
e Une partie expérimentale, décrit le matériel et les méthodes utilisés dans notre travail.
e Une partie consacrée aux résultats expérimentaux trouvés et qui portent sur :

O Une extraction hydro-éthanolique de Calamintha nepeta ;

O Un screening phytochimique réalisé sur les métabolites secondaires de
Calamintha nepeta et un dosage des polyphénols, des flavonoides et des
tanins et

O Une étude de T’activité antimicrobienne sur des souches microbienne
référenciées et détermination de la CMI et CMB des substances naturelles

extraites.
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Il.  Synthese bibliographique
I1.1. Généralités sur les plantes médicinales
Depuis des milliers d'années, les plantes sont utilisées pour aromatiser et conserver les
aliments, pour traiter les troubles de santé et pour prévenir les maladies, y compris les
épidémies (Silva et Fernandes junior, 2010). La pratique de la médecine traditionnelle est
répandue en Chine, en Inde, au Japon, au Pakistan, en Thailande et au Sri Lanka (Silva et
Fernandes junior, 2010).
Les plantes médicinales constituent un patrimoine précieux pour [’humanité. Plus
particulierement pour la majorité des communautés démunies des pays en voie de
développement qui en dépendent pour assurer leurs soins de santé primaires. Plus de 80 % des
populations africaine ont recours a la medicine et a la pharmacopée traditionnelle pour faire
face aux problemes de santé (Sofowora, 2010). Le continent africain regroupe des plantes
médicinales trés diversifiées (Sofowora, 2010). En effet sur les 300000 espéces végétales
recensées sur la planete, plus de 200000 especes vivent dans les pays tropicaux d’Afrique et
ont des vertus médicinales (Dieye et Sarr, 2021). Les plantes médicinales demeurent encore
une source de soins médicaux dans les pays en voie de développement en ’absence d’un
systéeme médicinale moderne (Salhi et al., 2010).
On estime qu'au milieu des années 90, plus de 2,5 milliards de dollars ont résulté des ventes
de médicaments a base de plantes. Les préparations médicinales a base de plantes sont plus
demandées que les produits pharmaceutiques traditionnels au Japon (Dar et al., 2017).
Actuellement, la recherche de nouvelles molécules doit étre entreprise au sein de la
biodiversité végétale en se servant de données ethno-pharmacologiques. Les plantes
constituent un réservoir de molécules bioactives, elles synthétisent de nombreux composés
appelés metabolites primaires, qui sont indispensables a leur existence, et une grande varieté
de composés secondaires conduisant a une grande biodiversité moléculaire dont la fonction
est loin de faire 1’unanimité (Small et Catling, 2000). Ces métabolites secondaires sont
généralement responsables des caractéristiques biologiques des especes végétales utilisées
dans le monde (Dar et al., 2017).
11.2. Les éléments actifs des plantes médicinales
11.2.1. Deéfinition des métabolites secondaires
Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées et
accumulées en petites quantités par les plantes autotrophes (Abderrazak et Joél, 2007). Ils

existent en trés grand nombre et d’une variété structurale extraordinaire avec une structure



complexe. Ces composés possedent un tres large éventail d'activités en biologie humaine
(Fettah, 2019).

Les métabolites secondaires sont produits en tres faible quantité, il existe plus de 200 000
métabolites secondaires (Vermerris, 2006).

11.2.2. Les huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des mélanges liquides, volatiles, naturels, limpides et rarement
colorés, liposolubles et solubles dans les solvants organiques, complexes de composés de
faible poids moléculaire avec une densité généralement inférieure a celle de I'eau. Elles sont
caractérisées par une forte odeur, et naturellement synthétisées par les plantes en tant que
métabolites secondaires en réponse aux attaques des insectes, des herbivores et d'autres
organismes (Raut et Karuppayil, 2014).

Selon la Pharmacopée européenne I’huile essentielle est définie comme « produit odorant,
généralement de composition complexe, obtenu a partir d’une matiere premiére veégétale
botaniquement définie soit par entrailnement par la vapeur d’eau, soit par distillation seéche, ou
par un procédé mécanique approprié sans chauffage » (Parle, 1991). L’huile essentielle est le
plus souvent séparée de la phase aqueuse par un procédé physique (AFNOR, 1986). Cette
définition exclut les produits d’extraction obtenus par les solvants ou fluides supercritiques.
Parmi les 1500000 espéces végétales recensees, seulement 10% sont capables de synthétiser
une essence (Degryse et al., 2008). Les huiles essentielles sont solubles dans les alcools et
dans la plupart des solvants organiques mais peu solubles dans 1’eau. Elles sont trés altérables
et s’oxydent au contact de I’air et de la lumiére (Bruneton, 2009).

11.2.3. Les composés phénoliques

Les composés phenoliques sont des métabolites secondaires présents chez toutes les plantes
vasculaires (Lebham, 2005). IIs se caractérisent par la présence dans leur structure d’au
moins un cycle aromatique a 6 carbones (noyau benzénique), ils peuvent étre regroupés en
differentes classes selon leur configuration chimique : les acides phénoliques (acide caféique,
acide hydroxycinnamique, acide chlorogénique), les flavonoides qui représentent plus de la
moitié des polyphénols, les tanins et les lignines (Abbas et al., 2017).

11.2.3.1. Acides phénoliques

Les acides phénoliques sont des composés organiques. Ces acides sont largement présents
dans les aliments et sont divisés en deux catégories : les dérivés de I'acide benzoique et les
dérivés de Il'acide cinnamique. Les acides hydroxy-cinnamiques sont plus présents que les
acides hydroxy-benzoiques et comprennent principalement les acides coumariques, caféique,

férulique et sinapique (Pandey et Rizvi, 2009).
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11.2.3.2. Les flavonoides

Les flavonoides sont des pigments tres répondus chez les végétaux les plus répandus dans la
nature (Lugasi, 2003). En effet, plus de 36.000 structures différentes ont été identifiées. Il en
reste des milliers d'autres a découvrir puisque le squelette des flavonoides peut étre substitué
par différents groupements comme des groupements hydroxy, méthoxy, méthyl, benzyl et
isoprényl (Kholkhal, 2014). Les flavonoides peuvent étre subdivisés en plusieurs classes dont
les plus importantes sont les : flavones, isoflavandiols, flavanols, flavondiols, aurones,
chalcones, anthocyanins (Chira et al., 2008).

11.2.3.3. Les tanins

Les tannins représentent un groupe de substances phénoliques polymériques. En plus de leurs
capacités a précipiter les alcaloides, la gélatine et d’autres protéines (Benhammou, 2012).
Parmi les caractéristiques des tanins le goQt astringence qui est une sensation tactile due a la
précipitation des protéines salivaires et qui crée une sensation d’asséchement dans la bouche.
IIs sont classés en deux groupes selon leur structure chimique: les tanins condensés
constituent d’unité de flavan-3-ols ou flavan-3-diols, le plus souvent épicatéchine et catéchine
; et les tanins hydrolysables qui peuvent libérer par hydrolyse chimique ou enzymatique une
partie non phénolique (souvent de glucose ou de I’acide quinique) et une partie phénolique
qui peut étre soit de 1’acide gallique (cas des gallotannins) soit un dimére de ce méme acide,
I’acide ¢llagique (cas des ¢llagitannins) (Macheix, 1996).

11.2.3.4. Les coumarines

Les coumarines constituent une classe importante de produits naturels, ce sont les constituants
caractéristiques du regne vegeétal chlorophyllien (Kholkhal, 2014). Elles se trouvent dans la
nature soit a 1’état libre ou bien combiné avec des sucres, et constituent un moyen de défense
aux attaques biotiques et abiotiques (Bendif, 2017). Dans la cellule végétale, les coumarines
sont principalement présentes sous forme glycosylée, cette glycosylation est une forme de
stockage permettant d’éviter les effets toxiques de ces molécules. Elles sont synthétisées en
grande quantité par la plante pour lutter contre les infections causées par les champignons et
les bactéries (Hofmann, 2003).

11.2.3.5. Les anthocyanes

Ce sont des pigments présents chez les végétaux appartenant a la famille des flavonoides. Ces
molécules capables d’absorber la lumiéres visible sont responsables de la coloration rouge,
rose, violette et bleu des plantes (Bessas et al., 2008). Elles sont généralement localisées dans
les vacuoles des cellules épidermiques, on les trouve également dans les racines, tiges, feuilles

et graines, Leurs génines (Anthocyanidols) sont des dérivés du cation 2-phényl-
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benzopyrylium plus communément appelé cation flavylium (Sebih, 2020).

11.2.3.6. Les quinones

Ce sont des substances brillantes et colorées, en général rouges, jaunes ou oranges. Elles sont
responsables de la réaction de brunissement dans les fruits et végétaux coupés ou lésés, et
elles sont connues pour se complexer de maniere irréversible avec les nucléophiles des acides
aminés dans les protéines (Arif et al., 2009). La structure des quinones contient deux
groupements carbonyles issus de I’oxydation d’un systéme aromatique caractérisé par deux
structures de base ; les para-benzoquinones et les orthobenzoquinones qui peuvent aussi se
trouver au sein des systemes polycycliqgues (Naphtoquinones, anthraquinones,
phénanthrénequinones, etc...). Les quinones manifestent diverses activités biologiques :
antimicrobien, fongicides et antivirales (Besset, 2009).

11.2.3.7. Les alcaloides

Ce sont des composés organiques qui représentent un groupe fascinant de produits naturels,
azotés et amers aux propriétés physiologiques distinctes, méme a faibles doses (Fettah,
2019), leurs structures moléculaires sont complexes, plus ou moins basiques, et doués de
propriétés pharmacodynamiques marquées méme a des faibles doses (Debnath et al., 2018).
Bien que beaucoup d'entre eux soient toxiques (la strychnine ou I'aconitine), En raison de leur
puissante activité biologique, la plupart des alcaloides connus ont été exploités en tant que
médicaments, stimulants, narcotiques et comme poisons (Ziegler et Facchini, 2008). Au
niveau du systéme nerveux central ils agissent comme antidépresseurs (morphine) ou
stimulants (strychnine, caféine), ils peuvent avoir aussi des effets curarisants, anesthésiques
locaux, anti-fibrillants, anti-tumoraux, et antipaludiques (Bruneton, 1999).

I1.3. L’espeéce végétale étudiee : Calamintha nepeta

11.3.1. Généralités

La famille des Lamiacées connue également sous le nom des Labiées, Labiées dérive du nom
latin "labium" qui signifie lévre, en raison de la forme particuliere des corolles.
(Bouhaddouda, 2016). La famille des Lamiaceaes est 1’'une des premiéres familles a étre
distingués par les botanistes, les lamiacées sont des angiospermes dicotylédones appartenant a
I’ordre des Lamiales. Cette famille de plantes angiospermes dicotylédones comprend environ
258 genres et 6970 especes (Botineau, 2010). Ce sont des plantes a fleurs herbacées ou
arborescentes tres parfumées (Silvant, 2014). Quarante pourcent (40%) des espéces de la
famille des Lamiaceaes contiennent des composés qui possede des propriétés aromatiques
(Verse, 2007).



Dans la flore de 1I’Algérie, les Lamiacées sont représentées par 28 genres et 146 espéces,
Certains genres sont de détermination délicate en raison de la variabilité extréme des espéces
(Bendif, 2017).

Le genre Calamintha comprend des plantes aromatiques appartenant a la famille des
Lamiacées, qui est bien représentée et répandue dans toute la région méditerranéenne. De
nombreux membres de cette famille sont utilisés comme épices, et sont également employés
dans la médecine populaire dans diverses traditions. Les especes de Calamintha sont des
plantes herbacées vivaces érigees de taille moyenne a grande, parfois ligneuses a la base,
représentées par huit espéces (Demirci et al., 2011) réparties en Europe, dans la région
méditerranéenne orientale, en Asie centrale, en Afrique du Nord et en Amérique (Alan et al.,
2011). Calamintha nepeta L. est une espece herbacée, indigéne et vivace de la famille des
Lamiaceae, (Eggenberg et Méhl 2008). C’est une herbe buissonnante pourvue d’un rhizome
et semblable & la menthe commune par sa morphologie et son parfum caractéristique
(Pacifico et al., 2015).

11.3.2. Taxonomie

Selon Consejo, (2003) Calamintha nepeta appartient a la famille des Lamiaceae sa
classification est comme suit :

Domaine : Eucaryote

Regne : Plantae

Division : Spermatophyta

Subdivision: Magnoliophytina

Classe : Magnoliopsida

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae

Genre : Calamintha

Espece: Calamintha nepeta L. Savi

Sous-especes : Calamintha nepeta L. Savi subsp. nepeta

11.3.3. Morphologie

Calamintha nepeta est une herbe buissonnante et rhizomateuse similaire a la menthe
commune par sa morphologie et son parfum caractéristique (Pacifico et al., 2015).
Calamintha nepeta est une plante vivace, sa hauteur peut atteindre 80 cm et elle est peu ou
densément pubescente (Verma et al., 2011). Avec des feuilles largement ovales, obtuses,
subenti formes elles comportent jusqu'a neuf dents de chaque c6té et forme typiquement un

feuillage dense que I'on trouve habituellement sur les sites rocailleux, les prairies séches et les
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lieux abandonnés. De minuscules fleurs tubulaires & deux lévres, de couleur lilas a blanc,
apparaissent en épis axillaires (cymes de 5 a 20 fleurs). Le calice a un diameétre de 3-7 x 1-2
mm, il est peu ou fortement pubérulent ou pubescent.

Les dents supérieures mesurent 0,5-1,5 mm de long, sont étroitement ou largement
triangulaires ; les dents inférieures mesurent 1-2 mm, sont pubérulentes, rarement avec
quelques longs cils ; la corolle mesure de 10 a 15 mm de long (BoZovic et Ragno, 2017).

(Figure n°1)

Figure n°1: Calamintha nepeta: a, Port de la plante; b, branche ; c, feuille ; d, fleur ; e, calice
; T, corolle ; g, branches stylaires ; h, nucules (Gianluigi et Salvatore, 2005).

11.3.4. Répartition géographique

Calamintha nepeta L savi est trés fréquente dans la région méditerranéenne orientale. (Alan
et al., 2011), Leurs aires de distribution naturelle couvrent I’Europe, a 1’exception des zones
les plus septentrionales, ainsi que 1’Asie centrale et mineure et I’ Afrique du Nord. Ils sont
naturalisés en Amérique du Nord (Carron et al., 2018).

En Algérie, on la rencontre dans les sous-bois mais aussi sur les terrains incultes, le bord des
routes et dans le tell, surtout en montagne, jusqu’a 1500 meétres d’altitude (Quezel et Santa,
1963).

11.3.5. Usage

La demande de traitements de diverses maladies a base de plantes et de molécules naturelles
est en forte augmentation (Chen et al., 2016). Depuis des milliers d'années Calamintha
nepeta L. savi est utilisée en phytothérapie et réputé pour son activité antimicrobienne,
antioxydante et antiinflammatoire (Bruneton, 2009). Elle agit également contre les ulceres et
posséde des propriétés insecticides. Ses principales indications thérapeutiques concernent

I’insomnie, la dépression, les crampes, les convulsions et le traitement de maladies



respiratoires et gastroentériques (BoZovi¢ et Ragno 2017).

I1.4. Les infections nosocomiales

Les maladies infectieuses représentent une cause importante de morbidité et de mortalité dans
la population générale (Silva et Fernandes-junior, 2010). Une infection est la pénétration
dans I’organisme d’un agent étranger (bactérie, virus, champignon, parasite) capable de s’y
multiplier et d’y induire des lésions pathologiques (Delamare, 1999). Les infections
nosocomiales peuvent étre décrites comme des infections survenant chez un patient au sein
d’un hopital et chez qui cette infection n’était ni présente ni en incubation au moment de
I’admission. Cette définition inclut les infections contractées a 1’hopital mais qui se déclarent
aprés la sortie, et également les infections professionnelles parmi le personnel de
I’établissement » (OMS, 2010). Une infection est de type nosocomial lorsqu'elle se déclare
plus de 48 heures apres l'admission d'un patient dans une unité de soins. De méme, toute
infection du site opératoire qui se révéle dans les 30 jours suivant une intervention
chirurgicale est a priori nosocomiale, ce délai est porté a un an pour les infections survenant
en cas de mise en place de matériel prothétique (prothése articulaire, matériel métallique de
fixation ou de suture) ou d’un implant (Chabni et al., 2019). Les agents microbiens impliqués
dans les infections nosocomiales sont divers, dont 90% des cas sont causes par des bactéries
(Nadim et al., 2018). Parmi les bactéries les plus rencontrés, les bacilles a Gram négatif
représentent environ 60% et les cocci a Gram positif 30% . Les trois bactéries le plus souvent
en cause sont Escherichia coli (25%), Staphylococcus aureus (19%) et Pseudomonas
aeruginosa (10%) (Nadim et al., 2018). En Algérie, les bactéries les plus isolées sont :
Micrococcus spp. (27.50%), Corynebacterium spp. (27.50%), Staphylococcus spp. (25%),
Bacillus spp. (21.25%), Enterococcus spp. (20%), Enterobacter cloacae (10%), Klebsiella
pneumoniae (5%) et Pseudomonas aeruginosa (3.75%) (Baghdadi et al., 2020).

Les bactéries ne sont pas les seuls agents responsables des infections nosocomiales, les
champignons sont de plus en plus impliqués et Candida albicans fait partie des cing premiers
microorganismes impliqués dans les infections nosocomiales (Angoue, 2020). Les virus tels
que le virus de la fiévre hémorragique, virus de I’hépatite, le VIH, les virus respiratoires
syncytials (VRS) et le nouveau virus de la COVID-19 (SARS-COV-2) (Tsergouli et al.,
2020), peuvent aussi étre impliques dans la transmission des infections associées au soins.
11.4.1. Mode de transmission

11.4.1.1. Voie endogéne : Le malade s’infecte avec sa propre flore a la faveur d’un acte
invasif (porte d’entrée) et/ou a raison d’une fragilit¢ particuliere. On parle aussi

d’auto-infections (Hocquet-Berg et Py, 2006). Cette flore est constituée des microorganismes
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abrités par le corps de ce patient, et peut étre d’origine digestive, respiratoire, ou uroginitale
(Phaneuf, 2010).

11.4.1.2. Voie exogene : L’environnement et 1’entourage du patient représentent une autre
Source de germes, mais ces derniers sont moins fréquents que les précédents, il peut s’agir soit :

e De germes provenant d’un autre malade (Hétéro-infection ou infection croisée) : la
transmission étant le plus souvent manu portée par le personnel soignant intervenant
apres de plusieurs patients, disséminant ainsi les germes d’une personne malade a
I’autre (Custovic et al., 2021).

e De germes provenant de personnes venant de I’extérieur (Xéno-infection) : personnel
soignant, visiteurs ou sous-traitants, et présentant eux-mémes une pathologie
infecticuse, déclarée ou en cours d’incubation (Hygis, 1998).

e Due a une contamination de 1’environnement hospitalier (Exo-infection): liée a des
avaries techniques : eau polluée (Iégionellose), air (aspergillose), alimentation, ou bien
du matériel ou d’instrument mal décontaminé, non désinfecté ou non stérilis¢, surtout
pour ce qui est du matériel d’intubation et de ventilation manuelle ou artificielle
(ballon, valves, laryngoscope, circuits externes des respirateurs, humidificateur)
(Albrecht, 2015).

11.4.2. Patient réceptif

Certaines pathologies entrainent une légere immunodépression. Les malades a risque sont : les
bralés, les grabataires avec des escarres étendues, les polytraumatisés et les porteurs de
dispositifs invasifs (assistance respiratoire, sonde urinaire, cathéters divers), les insuffisants
respiratoires, les vieillards et surtout les nouveaux nés prématurés. lls sont donc exposés a une
infection nosocomiale (Samou, 2004).

I1.5. Les antibiotiques

11.5.1. Définition

Le mot antibiotique signifie au sens étymologique: contre (anti) les organismes vivants
(biotiques). Le radical « biotique » signifie ici plus précisément contre les bactéries. Le terme
« antibiotique » est réservé a l'action d'une molécule sur les bactéries. L antibiotique est un
médicament qui s’oppose a la multiplication des bactéries néfastes ou qui détruit ces
bactéries. Les antibiotiques peuvent étre d'origine naturelle ou synthétique, ceux-ci sont des
substances chimiques qui ont une action spécifique avec un pouvoir destructeur sur les micro-
organismes. Ces substances sont dépourvues de toxicité pour les autres cellules. Ces
molécules peuvent avoir une action bactéricide. Leur efficacité peut étre également limitée a
empécher le développement des micro-organismes (action bactériostatique). Les antibiotiques
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sont fabriqués a partir de cultures des micro-organismes ou sont des médicaments
entierement. On connait aujourd’hui plus de dix mille molécules antibiotiques dont une
centaine est utilisée en médecine (Hutchings et al., 2019).

11.5.2. Modes d’action

Les antibiotiques présentent différents mécanismes d’action contre les micro-organismes, ils
peuvent agir sur (Demor¢ et al., 2012) :

-La synthese du peptidoglycane et donc sur la paroi cellulaire, les membranes (polymyxines) ;
-La synthese des acides nucléiques (quinolones, rifamycines, nitroimidazolés) ;

-La synthese protéique (macrolides et apparentés, aminosides, phénicolés, tétracyclines) ;

-Le métabolisme intermédiaire (sulfamides, triméthoprime).

11.6. Résistance bactérienne aux antibiotiques

Les antibiotiques sont des médicaments utilisés pour le traitement et la prévention des
infections. C’est I'une des découvertes qui a révolutionnée la médecine en contribuant a la
lutte contre les maladies infectieuses et la diminution de la morbidité et la mortalité humaines.
Mais leur efficacité est menacée car les microorganismes peuvent s’adapter et deviennent
résistantes. Ce phénomene de résistance concerne plusieurs especes des microorganismes et
touche plusieurs familles d’antibiotiques (Fahed, 2016).

La résistance aux antibiotiques peut étre naturelle comme elle peut étre acquise, la résistance
naturelle est une insensibilité aux antibiotiques, existant naturellement chez tous les membres
d'un genre ou d'une espéce microbienne. Elle fait, donc, partie du patrimoine génétique
normal du germe (Yala et al., 2001).

Contrairement a la résistance naturelle, les espéces microbiennes presentent la capacité
génétique d'acquérir et de transmettre une résistance contre les antibiotiques actuellement
disponibles (Résistance acquise), car il existe de nombreux rapports sur l'isolement de
bactéries connues pour étre sensibles aux médicaments couramment utilisés et devenues
multi-résistantes a d'autres medicaments disponibles sur le marché (Silva et Fernandes-
junior, 2010). Cette résistance peut provenir par une mutation chromosomique, soit dans un
gene de régulation, de production d’enzymes, soit dans un géne de structure d’une enzyme, ou
par ’acquisition de matériel génétique étranger par le biais de plasmides, de bactériophages
ou de transposons (Davies, 1997).

11.6.1. Mécanismes de la résistance

Les microorganismes ont développé différents mécanismes afin de neutraliser 1’action des
agents antimicrobiens, les plus répandus étant 1’inactivation enzymatique de 1’antibiotique, la

modification ou le remplacement de la cible de I’antimicrobien, I’efflux actif ou encore la
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pénétration réduite de la molécule. D’autres mécanismes tels que la protection ou la sur-
production de la cible de I’antibiotique sont également décrits. Ils sont, cependant, plus rares
et surtout associés a certaines classes de composés (Guardabassi et Courvalin, 2006).

Trois mécanismes principaux sont responsables de la résistance aux antibiotiques :

I1.6.1.1. Inactivation enzymatique de I’antibiotique

L’inactivation enzymatique de 1’antibiotique représente le principal mécanisme de résistance
des béta-lactames, des aminoglycosides et des phénicolés. (Nikaido, 2009).

e Naturelle : chez Klebsiella spp qui présente une résistance aux aminopeénicillines
(Ampicilline Amoxicilline) et aux carboxypénicilline (Ticarcilline). Cette résistance
est due a une pénicillinase constitutive.

e Acquise : Chez les entérobacteries, le phénotype de résistance est di a la production
de pénicillinase plasmidique. (Yala et al., 2001).

11.6.1.2. Modification ou remplacement de la cible de I’antibiotique

La cible de I’antibiotique peut étre structurellement modifiée ou remplacée, de telle sorte que
le composé antimicrobien ne puisse plus se lier et exercer son activité au niveau de la bactérie.
La modification de la cible, mécanisme de résistance décrit pour presque tous les
antibiotiques, est particulierement importante pour les résistances aux pénicillines, aux
glycopeptides et aux molécules du groupe MLS chez les bactéries Gram positives, et pour les
résistances aux quinolones chez les bactéries Gram positives et Gram négativese. (Alekshun
et Levy, 2007).

e Naturelle : chez le lactobacille (bactérie a Gram positif) qui est naturellement résistant
a la Vancomycine et la Teicoplanine par modification de la cible.

e Acquise : chez le Stahylococcus aureus a la méticilline et touche I'ensemble des
lactamines. (Yala et al.,2001)

11.6.1.3. Permeéabilité réduite

Contrairement aux bactéries Gram positives, dont la structure enveloppante est assez simple,
composée d’une paroi externe épaisse de peptidoglycanes que les antibiotiques traversent par
simple diffusion, les bactéries Gram négatives jouissent quant a elles d’une enveloppe plus
complexe et plus difficilement franchissable (Nikaido, 2009).

e Naturelle : chez Les streptocoques et les entérocoques qui sont naturellement résistants
aux aminosides.

e Acquise : chez 10% des pseudomonas aeruginosa qui présente une résistance acquise
a I’Imipenéme (Yala et al.,2001).
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11.6.2. Les bactéries multi-résistantes (BMR) (Gagnaire et al,. 2015)

Les (BMR) sont définies comme des microorganismes ayant accumulé des résistances
acquises a plusieurs familles d’antibiotiques. La multirésistantes est une étape qui précede
I’impasse thérapeutique. Cela concerne aussi bien les infections nosocomiales que les
infections communautaires (ex: EBLSE), les BMR pouvant étre mises en évidence en
établissement de santé et dans la communauté. Le taux de BMR fait partie des indicateurs
d'activité et de qualité, et des référentiels d'accréditation des établissements de santé. Au
niveau européen, un consensus récent (Magiorakos et al,. 2012) a défini 3 niveaux de
résistance aux antibiotiques :

e multi-drug resistant bacteria (MDR) (résistance a plus de 3 familles différentes
d’antibiotiques).

e extensively-drug resistant bacteria (XDR) (sensibilité conservée uniquement pour une
ou deux classes d’antibiotiques).

e pan-drug resistant bacteria (PDR) (résistance a tous les antibiotiques).

La multi-résistance chez les bactéries peut étre générée par l'un des deux mécanismes
(Nikaido, 2009) :

e Premiérement ; ces bactéries peuvent accumuler plusieurs génes, chacun codant pour
la résistance a un seul médicament, dans une seule cellule. Cette accumulation se
produit généralement sur les plasmides de résistance (R).

e Deuxiémement : la résistance a plusieurs antibiotiques peut également se produire par
I'expression accrue de génes qui codent pour les pompes d'efflux, extrudant une large
gamme d’antibiotiques.

11.7. Propriétés antimicrobiennes des plantes médicinales

La plupart des plantes contiennent plusieurs composés aux propriétés antimicrobiennes pour
la protection contre les agents agresseurs, en particulier les micro-organismes (Silva et
Fernandes-junior, 2010). L'activité antimicrobienne des huiles et des extraits de plantes a
constitué la base de nombreuses applications, y compris la conservation des aliments crus et
transformés, les produits pharmaceutiques, la médecine alternative et les thérapies naturelles
(Hammer et al., 1999).

Les composés phénoliques, sont également connus pour leurs propriétés antimicrobiennes
(Cowan, 1999). IIs sont capables de se fixer sur certaines protéines et enzymes en modifiant
ainsi les équilibres enzymatiques, et il existe une relation étroite entre les flavonoides et les

activités antibactériennes. En effet, les flavonoides se complexe avec les protéines
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extracellulaires et solubles et a se complexe avec les parois cellulaires bactériennes, et
perturbe ainsi les membranes microbiennes (Djahra et al., 2013). Les tanins possédent un
effet inhibiteur et 1étal sur différentes souches microbiennes, leur mode d'action est lié a leur
capacité a inactiver les adhésines microbiennes, les enzymes et les protéines de transport de
I'enveloppe cellulaire, et ils ont la capacit¢ d’empécher le développement des colonies
bactériennes par la destruction de leurs parois cellulaires (Djahra et al., 2013).

I1.7.1. Mécanismes d’action antimicrobiens des composés phénoliques

Différents mécanismes sont probablement responsables de I’activité antimicrobienne des
polyphénols ; il a été observé que l'activité antimicrobienne de nombreux phénols augmente
avec I'élévation de leur caractere lipophile, ceci peut étre directement lié a leurs interactions
potentielles avec la membrane cellulaire ce qui induit des dommages irréversibles affectant a
la fois la membrane et les enzymes intracellulaires (Bouarab Chibane et al., 2019). Les
mécanismes antimicrobiens des composés phénoliques sont encore loin d’étre entiérement
compris. Il existe une disparité entre les différentes classes de composés : les phénols simples
ont des mécanismes d’action relativement bien connus, au contraire des acides phénoliques et
des flavonoides. La complexité des modes d’action de certaines molécules vient du fait
qu’elles peuvent avoir plusieurs cibles cellulaires et que celles-Ci he sont pas indépendantes :
ainsi, I’atteinte d’une cible peut avoir des conséquences sur d’autres fonctions physiologiques
(Cushnie et Lamb 2005). De plus, certaines études ont démontré que leur activité
antimicrobienne est associée a la présence et a la position d'un groupe hydroxyle libre lié
directement a un cycle aromatique en C6 comme systéeme de délocalisation des €lectrons, ce
qui favorise leur capacité a modifier I'intégrité de la membrane des cellules microbiennes. En
outre, le groupe hydroxyle joue un réle clé dans l'inactivation des enzymes microbiennes
telles que I'ATPase, I'histidine décarboxylase, I'amylase et la protéase, I'inhibition de I'ATPase
peut provoquer la perturbation de la respiration et par conséquence la lyse cellulaire (Aguilar-
Veloz et al., 2020). Une étude a montré que la quercétine, I’un des principaux polyphénols du
vin, a exercé un effet inhibiteur sur 'ADN gyrase d’E.coli. Ce flavonoide a augmenté
également la perméabilité de la membrane et a réduit son potentiel membranaire, empéchant
ainsi la synthése d'ATP dans cette bactérie (Gutiérrez-del-Rio et al., 2018). Les polyphénols
peuvent inactiver la synthese des acides aminés essentiels par interference dans les réactions
du phosphoenolpyruvate, de I'erythrose-4-phosphate et de I'acide shikimique. Cela favorise la
production de tryptophane et diminue la production de phénylalanine ou de tyrosine,
modifiant la structure de certaines protéines essentielles a la formation de la structure de

I'appressorium fongique (Pagnussatt et al., 2013). Les tanins sont capables de bloquer
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I'activité de la catalase, provoquant un effet létal sur certains pathogenes (Zhao et Drlica,
2014). De méme, ils peuvent inhiber les enzymes impliquées dans la synthése de I'ergostérol,
le principal composant de la membrane cellulaire fongique, réduisant ainsi sa teneur

intracellulaire (Campoy et Adrio, 2017).
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I11. Matériel et Méthodes

I11.1. Matériel végétal

Cette étude a été portée sur Calamintha nepeta. La collecte a été effectuée au début du mois
de Février 2023 dans la région de Béni Saf a I’Ouest de la wilaya d’Ain Témouchent (Figure
n°2). Les coordonnées géographiques sont présentés ci-dessous (Tableau n°1).

Tableau n°1: Les données géographiques de la récolte des espéces végétales étudiées.

Espéce végétale Région Coordonnées géographique
Altitude : 25m,
Béni-Saf Longitude: 1°23°1°0

Calamintha nepeta
Latitude : 35°18°8”’N

Ain Témouchent

Béni-Saf

Figure n°2 : Coordonnées géographique de la région de la collecte de plante étudiée.
L’identification botanique de Calamintha nepeta (Figure n°3) a été confirmée par le

Professeur Belhassaini Hachemi, botaniste de 1’Université de Sidi Bel-Abbas, Algérie. Le
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Voucher spécimen de 1’espéce étudiée a été déposé au niveau du laboratoire de microbiologie

et de biologie végétale de I’université de Mostaganem (Algérie).

o > 7 : 2.
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Figure n°3 : Calamintha nepeta d’Ain témouchent

Une fois ramenée au laboratoire, la plante a été lavée pour éliminer toute trace de terre et
recouverte de papier-peint pour éviter ’accumulation des moisissures, et séchée a 1’ombre
pendant 15 jours. La température de séchage est comprise entre 22 et 25°C (Ouafi et al.,
2015). Puis finement broyer a 1’aide d’un broyeur électrique (Kitchef model No: KT-500Y)
et conservé dans des piluliers a 1’obscurité.

111.2. Extraction hydro-éthanolique par Macération

Les feuilles de Calamintha nepeta en poudre (10 g) ont été mises en contact avec 100 mL du
mélange éthanol absolu (Merck : 99,9%) /eau (80/20) (Fadili et al., 2017). Le mélange a été
soumis a une agitation (Hanna HI 190M) pendant 48h a température ambiante a 1’abri de la
lumiére. Aprés une double filtration sur papier filtre (wattman N°1), les filtrats hydro-
éthanolique ont été concentrés a sec sous pression réduite a une température modérée (45°C)
dans un évaporateur rotatif Bulchi (R 100). Les extraits bruts obtenus ont été pesés pour
déterminer le rendement d’extraction, et conservés a (4°C) jusqu’a leur usage (Fadili et al.,
2017) (Figure n°4).

II1.3. Rendement d’extraction

Le rendement d’extraction a été calculé par la formule suivante : (Mahmoudi et al., 2012)

R (%) = M’/Mx100.

R : rendement d’extraction en pourcentage.

M’: masse de 1’extrait sec ou d’huile essentielle en gramme.

M : masse de la matiére végétale en gramme.
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Figure n°4 : Extraction hydro-éthanolique par Macération

I11.4. Screening phytochimique

Le screening phytochimique sur une plante représente toujours la premiére étape de son étude
chimique. En effet il consiste a réaliser des tests phytochimiques qualitatifs, basés soit sur des
réactions de coloration, ou sur la formation des complexes insolubles en utilisant des réactions
de précipitation plus ou moins spécifiques a chaque classe de principe actifs. Le principe
consiste a I’épuisement de la matiere végétale par des solvants a polarité croissante.

L’analyse phytochimique a été réalisée sur 1’extrait des feuilles séches de Calamintha nepeta
et effectue en utilisant les procédures standard décrites par plusieurs auteurs (Firdouse &
Alam, 2011; Rao et al., 2016; Shaikh & Patil, 2020).

111.4.1. Test pour les phénols (Test au chlorure ferrique)

Quelques gouttes de chlorure ferrique aqueux a 10 % ont été ajoutées a I'extrait. L'apparition
d'une couleur bleue ou verte indique la présence de phénols.

111.4.2. Test pour les flavonoides

Une a cing gouttes d'acide chlorhydrique concentré (HCI) ont été ajoutées a une petite
quantité d'extrait éthanolique du matériel végétal. L'apparition immédiate d'une couleur rouge
indique la présence de flavonoides.

111.4.3. Test des tanins

Dans un tube a essai, on a ajouté 2mL du chlorure ferrique (5%) a 5mL d'extrait, la formation
d'une couleur bleu foncé ou noir verdatre montre la présence de tanins.

111.4.4. Test pour les coumarines

Dans un tube a essai, on a ajouté 1mL dhydroxyde de sodium (NaOH) a 10% et 1mL
d'extrait. La présence de coumarines est indiquée par la formation d'une couleur jaune.

111.4.5. Test pour les saponines

On a ajouté 5mL d'eau a 1mL d'extrait, et le tube est secoué vigoureusement. La formation

d'une mousse abondante indique la présence de saponines.
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111.4.6. Test pour les alcaloides (Test de Mayer)
2ml d'extrait sont prélevés dans un tube a essai, puis 0,2mL de HCI dilué est ajoute, suivi de
1ml de réactif de Mayer. Une coloration jaunatre indigue la présence d'alcaloides.

111.4.7. Test pour les carbohydrates (Test de Fehling)

Des quantités égales de solution A et B de Fehling ont été ajoutées a I'extrait puis le mélange
a eté chauffé, la formation d'une couche de couleur rouge brique indique la présence des
carbohydrates.

111.4.8. Test de dépistage des protéines (Test de Biuret)

On a ajouté 1mL de solution d'’hydroxyde de sodium a 40% a l'extrait et deux gouttes de
solution de sulfate de cuivre a 1%. La formation d'une couleur violette indique la présence de
protéines.

111.4.9. Test pour les quinones
On a ajouté 1ml d'acide sulfurique concentré a 1mL de I'extrait. La formation d'une couleur
rouge montre la présence de quinones.

111.4.10. Détection de Terpinoides (Test de Slakowski)

Dans un tube a essai contient 5mL d'extrait végétal, on a ajouté 2mL de chloroforme, et 3mL
de H2SO4 concentré. La présence des terpénoides est mise en évidence par I’apparition d’un
anneau marron a I’interphase
111.4.11. Détection d'anthraquinones
On a ajouté 10mL de la solution d'ammoniaque 10% a quelques ml de filtrat, le mélange a été
agité vigoureusement pendant 30 sec. L'apparition d’une couleur rose, violette ou rouge
indique la présence d’anthraquinones.

I11.5. Etude quantitative
Des déterminations quantitatives des principaux groupes de métabolites secondaires: les
polyphénols totaux, les flavonoides et les tanins condensés ont été effectuées sur 1’extrait du
Calamintha nepeta. Le choix du dosage de ces substances réside dans le fait que la majorité
des propriétés biologiques de la plante lui sont attribués (Boizot et al., 2006).

111.5.1. Dosage des composés phénolique :

L’analyse quantitative des composés phénoliques : polyphénols totaux (PT), flavonoides
totaux (FT), et tanins condensés (TC) est réalisée par le dosage spectrométrie a I’aide d’un
spectrophotometre UV-visible de type Jenway (6715 UV-Vis). La raison principale du choix
de ces composes réside dans le fait que la majorité des activités biologiques des plantes leurs

sont attribués.
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111.5.1.1. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux dans ’extrait des feuilles de Calamintha nepeta a été
effectué par la méthode au réactif de Folin-Ciocalteu. En milieu alcalin, le réactif de Folin-
Ciocalteu, oxyde les phénols en ions phénolates et réduit partiellement ses hétéro-polyacides,
d’ou la formation d’un complexe bleu (Daelsrakotoarison, 1999).

Mise en ceuvre pratique

Selon le protocole décrit par Dewanto et al., (2002), Un volume de 125uL de I’extrait
(Img /mL), a été mélanger avec 500uL d’eau distillée et 125uL du réactif de Folin-Ciocalteu
10 fois dilué. Le mélange a été laissé réagir pendant 6 min. Ensuite un volume de 1250 pL
d’une solution de carbonate de sodium (Na2COs3) a 7% a été ajouté au mélange précedent et le
volume final a été ajusté a 3 mL avec de I’eau distillée. Les tubes ont été conservés a
I’obscurité, a température ambiante pendant 90 mn. L’absorbance a été mesurée a 760 nm.
L’absorption de I’extrait a ét¢ comparée avec celle de 1’acide gallique traité a différentes
concentration avec le méme réactif et dans les mémes conditions, Une courbe d’étalonnage a
été realisee. Les résultats ont été exprimés en milligrammes-équivalent d’acide
gallique/gramme d’extrait sec (mg EAG/Q).

111.5.1.2. Dosage des flavonoides totaux

Le dosage des flavonoides dans 1’extrait des feuilles de Calamintha nepeta a été effectue par
la méthode au chlorure d’aluminium Le principe de la méthode est basé sur 1’oxydation des
flavonoides par le trichlorure d’aluminium (AICI3) entrainant un complexe rose qui absorbe a
430nm.

Mise en ceuvre pratique

Selon le protocole décrite par Ullah et al. (2019). 500uL de I’extrait, préparés dans le éthanol
est mis dans des tubes a essai sur lesquels 500uL de trichlorure d’aluminium (AICI3) & 2%
(préparé dans [I’éthanol) a été ajouté. Le mélange est laissé incuber 15min a température
ambiante a 1’obscurité, avant la lecture de I’absorbance a 430nm. L’absorption de 1’extrait a
été comparée avec celle de La quercitrine (10-90ug /mL) est utilisée comme standard. Les
concentrations des flavonoides contenus dans les extraits sont calculées en se référant a la
courbe d’étalonnage de la quercétine (vitamine P). Les résultats sont exprimés en
milligrammes-équivalent de quercétine/g d’extrait sec (mg EQ/Q).

111.5.1.3 Dosage des tanins condensés

Le dosage des tanins condensés dans 1’extrait des feuilles de Calamintha nepeta a été effectué
par la méthode a la vanilline cette méthode est basée sur la capacité de la vanilline a réagir

avec les unités des tanins condensés en présence d’acide.
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Mise en ceuvre pratique

Selon le protocole décrit par (Ali-Rachedi et al., 2018), Un volume de 50 pL de chaque
extrait a été ajouté a 1500 pL de la solution vanilline (Alcoolique) a 4 %, puis mélangé
vigoureusement. Ensuite, un volume de 750 pL de I’acide Chlorhydrique concentré (HCI) a
été additionné. Le mélange obtenu est laissé réagir a température ambiante pendant 20 min.
L’absorbance est mesurée a 550 nm contre un blanc. L’absorbation de 1’extrait a été
comparée avec celle de la catéchine traité a différentes concentrations et dans les mémes
conditions, une courbe d’étalonnage a été réalisée. Les résultats sont exprimés en
milligrammes-équivalent de catéchine/gramme d’extrait sec (mg EQ/Q)

111.6. Procédés d’étude microbiologique

I11.6.1. Souches microbiennes testées

Pour notre étude, nous avons testé la sensibilit¢ de sept souches microbiennes de
référence (American Type Culture Collection "ATCC") provenant de I’Institut Pasteur
d’Alger vis-a-vis des agents antimicrobiens standards (antibiotiques et antifongiques) et
biologiques (extraits hydro-éthanolique). Il s’agit de six souches bactériennes (quatre Gram
négatives et deux Gram positives) et d’une souche fongique connue pour étre responsables
d’infections nosocomiales (tableau n°2).

Tableau n°2 : Liste des souches microbiennes testées :

Souche Code Gram
Bacillus cereus ATCC 10876 positive

Staphylococcus aureus ATCC 25923 positive Institut
Escherichia coli ATCC 25922 négative Pasteur
Proteus mirabilis ATCC 35659 négative d’Alger
Proteus vulgaris ATCC 6380 négative
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 négative
Candida albicans ATCC 10231 /

ATCC: American Type Culture Collection.
111.6.2. Milieux de culture utilisés

Les milieux de culture utilisés pour les différents tests microbiologiques sont les suivants
(annexe n°1) :

* Pour les bactéries :

- Bouillon nutritif ;

- gélose nutritive ;
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- milieu Mueller Hinton (M.H) liquide et solide.

* Pour les moisissures :

- milieu Sabouraud liguide et solide.

111.6.3.Préparation de ’inoculum

Les inoculums sont préparés a partir d’une culture jeune en milieu liquide (bouillon nutritif)
de 18H pour les bactéries et 48H pour les levures et ce, en les diluant dans de 1’eau
physiologique stérile, de maniere a obtenir des suspensions de concentration microbienne
déterminée suivant la méthode utilisée pour I’étude de I’activité antimicrobienne des
différents agents testeés.

I111.6.4. Etude de la sensibilité des souches vis-a-vis des agents antimicrobiens
standards

La sensibilité des souches testées aux antibiotiques et aux antifongiques a été évaluée par la
méthode de Vincent (NCCLS, 1997). pour les bactéries, 100 pL de suspension bactérienne
ajustée a une densité approximative de 108 UFC/mL (Brahmi et al., 2014) a été ensemencé
sur un milieu de culture gélosé Mueller Hinton. Des disques d’antibiotiques ont ensuite été
déposés a I’aide d’une pince stérile a la surface (Tableau n°3).

Pour les levures, un volume de 100 pL de suspension fongique ajustée a une densité
approximative de 108 UFC/mL (Pozzatti et al., 2010) a été ensemencé sur milieu Sabouraud,
des disques imprégnés d’une solution d’antifongique ont ensuite été déposes a 1’aide d’une
pince stérile a la surface.

En paralléle, des témoins ont été utilisés pour le contréle de la croissance des souches testées.
Les boites de Pétri ont été fermées et laissées diffuser a température ambiante pendant 30
minutes, ensuite portées a incubation a 37°C pendant 24H pour les bactéries et a 25°C
pendant 48H pour les levures. L’expérience a été répétée 3 fois pour chaque souche
microbienne. Les résultats ont été évalués par la mesure de la zone d’inhibition formant une
auréole autour de chaque disque ou aucune croissance n’est observeée.

111.6.5. Etude de I’activité antimicrobienne de I’extrait hydro-éthanolique de Calamintha
nepeta

111.6.5.1. La méthode de Vincent (technique de I’aromatogramme)

L’étude de I’activité antimicrobienne de I’extrait hydro-éthanolique de Calamintha nepeta a
éteé réalisée par la méthode de Vincent, qui repose sur le méme principe de I’antibiogramme
(NCCLS, 1997). On a déposé 30 uL de I’extrait hydro-éthanolique dans chaque disque stérile
de papier Wattman de 6 mm de diamétre. Les disques ont été déposés a 1’aide d’une pince

stérile a la surface d’un milieu gélosé ensemencé avec 100 pL de la suspension microbienne
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dont la turbidité a été ajustée a 0.5 McFarland. Les boites de Pétri ont été fermées et laissées
diffuser a température ambiante pendant 30 minutes avant d’étre incubées a 37°C pendant
24H pour les bactéries et a 25°C pendant 48H pour les levures.

En paralléle, des témoins ont été utilisés pour le controle de la croissance des souches testées.
Les essais ont été effectués en triple.

L’activité antimicrobienne de I’extrait est évaluée par la mesure du diametre de la zone
d’inhibition formée autour du disque.

Tableau n°3 : Liste des antibiotiques utilisés.

Antibiotique Sigle Charge du disque
Acide nalidixique NA 30 pug
Ampicilline AM 10 g
Céfazoline KZ30 30 ug
Chloramphénicol C 30 pug
Colistine CS 10 pug
Gentamicine GM 30 ug
Néomycine N 30 ug
Polymyxine PB 50 pg
Pristinamycine PTis 15 g
Rifampine RAs 30 ug
Rifampicine RA 5ug
Spiramicine SP 100 pg

111.6.5.2 Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) a été faite par la méthode
de dilution en milieu liquide (microplaque). C’est la plus faible concentration de I’agent
antimicrobien sans croissance microbienne visible (pas de turbidité) (Zhang et al., 2016).
Pour I’extrait hydro-éthanolique de Calamintha nepeta tous les tests ont été effectués dans le
milieu Mueller Hinton en bouillon.

L’extrait de concentration de 100mg/mL étudié a été dissous dans 1mL de diméthylsulfoxyde
(DMSO) a 10 %, puis dilués a la concentration la plus élevée.

Des dilutions en série ont été préparées dans une microplaque de microtitration de 96 puits
Figure n°1 (Annexe n°4) dans la gamme de concentrations choisie, on met 200 pL de la

solution mére dans le 1 ¢ puits et 100 uL de Muller Hinton dans le 2¢™ puits jusqu’au le
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106™ et 100 pL de la solution mére ont été disposés dans le 2°™ puits. Aprés homogénéisation
par aspiration-refoulement a I’aide d’une micropipette on obtient 200 d’une solution d’extrait
a 50mg/ml. 100 pL de cette nouvelle solution a été prélevés et mélangé au milieu Muller
Hinton contenu dans le 3°™ puits et ainsi de suite jusqu’au 10°™ puits dont on jette les 100
pL. 90 pL de MH ont été déposés dans chaque puits. Enfin 10 pL de la suspension
microbienne (10° CFU/mL de suspension bactérienne et de 10’ CFU/mL de C. albicans) ont
été ajoutés dans les puits de 1 & 10. Les 11°™ et 12°™ puits ont été respectivement le contréle
positif et le contréle négative (DMSO+ Muller Hinton).

Apres 18h d’incubation pour les bactéries et 48h pour les levures, la CMI a ét¢ déterminée a
partir du premier puits ou aucune croissance n’est visible. La lecture est effectuée apres
I’ajout de 40uL de TTC préparé extemporanément dans de I’eau physiologique stérile (0.9%
Na CI). Les microplaques ont été réincubées pendant 10 a 30 min, la viabilité des cellules
dans chaque puits a été détectée par 1’apparition d’une coloration rose (Balouiri et al., 2016;
Chebaibi et al., 2011). Les essais ont été effectués en triple.

111.6.5.3 Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB - CMF)

Pour déterminer la concentration minimale bactéricide et fongicide, une sous-culture de
chaque puits ou aucune croissance microbienne n’a été¢ observée est ensemencée sur milieu
gélosé MH pour les bactéries puis incubée a 37°C pendant 24H, et Sabouraud pour la levure
C. albicans ensuite incubée a 37°C pendant 48H, en commencant par le puits correspondant
ala CMI (Silva et al., 2010). La CMB et la CMF correspond a la plus faible concentration
d’extraits dont le repiquage ne montre aucune croissance de germe (Zhang et al., 2016).
Chaque essai a été repéteé trois fois.

En se Référant au rapport CMB/CMI ou CMF/CMI, I’effet antimicrobien peut étre jugé
comme suit (Sbayou et al., 2014) :

Rapport CMB/CMI ou CMF/CMI <4 : effet bactéricide

Rapport CMB/CMI ou CMF/CMI>4 : effet bactériostatique.
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IV. Resultats et discussion
IV.1. Rendement en extrait bruts
Le rendement moyen en extrait hydro-éthanolique des feuilles de Calamintha nepeta par
macération a été déterminé par rapport au poids total de la matiere végétale seche, et est
exprimé en pourcentage. Le résultat obtenu est exprimé dans le tableau n°4.
Tableau n°4 : Le rendement en extraits hydro-éthanolique obtenus des feuilles de

Calamintha nepeta.

Extrait Solvant utilisé Rendement (%0)

Extrait brut Hydro-éthanolique 12,33

Les résultats obtenus (Tableau n°4) montrent que les feuilles de Calamintha nepeta ont
donné un rendement de 12,33% en extrait bruts hydro-éthanolique.

De nombreux travaux effectués sur Calamintha nepeta provenant de différentes régions en
Algérie montrent des rendements variables et élevés comparés a nétres rendements.

Une étude faite sur les feuilles de C. nepeta récolter dans la région de Taza (Ziama
mansouriah, wilaya de Jijel) a donner un rendement de 20,2% (Benkhdimallah, 2014), ce
résultat est supérieur au rendement qu’on a obtenu. Bougandour a fait une autre analyse en
2011, sur C. nepeta récoltée dans la région de Chendgoura de I’ouest Algérie, a obtenu un
rendement de 8.58% inférieur a notre résultat.

En dehors de I’Algérie, une étude est faite sur C. nepeta récoltée dans le Midi-Pyrénees
(France) a montré un rendement de 7% d’extrait brut hydro-éthanolique. (El-kalamouni,
2010), un résultat qui reste plus faible comparé au nétre.

Cette variabilité des rendements est peut étre du aux variations geographiques et climatiques.
IV.2. Screening phytochimique

La détermination de la composition phytochimique des feuilles de Calamintha nepeta, par les
réactions de coloration et de précipitation, nous ont permis de constater la présence de
différents groupes chimiques. Les résultats son exprimés dans le tableau n°5.

Le tableau n°5 et la figure n°1(Annexe n°3) présente le resultat du screening phytochimique
des feuilles de Calamintha nepeta. Ces résultats montrent la présence des phénols, des
flavonoides, des tanins, des coumarines, des saponines, des alcaloides, des protéines et des
terpénoides et 1’absence totale des carbohydrates, des quinones et des anthraquinones.

Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par Hayani et al. (2020) et Bouzidi et
Kemieg (2021). En effet, ces derniers ont indique la présence des flavonoides, des tanins, des

saponines, des alcaloides et des terpénoides dans les feuilles de Calamintha nepeta tandis que
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Conforti et al. (2012) ont montré la présence que des phénols et des stérols. D’autre part les
carbohydrates et les quinones et les anthraquinones ont montré I’absence totale dans les
feuilles de notre espéce, et ce résultat est en accord avec ceux de Celik et al. (2020).

Tableau n°5 : résultats du screening phytochimique des feuilles de Calamintha nepeta.

Composeés phytochimiquesrecherchés Calamintha nepeta
Phénols +
Flavonoides +
Tanins +
Coumarines +
Saponines +
Alcaloides : Test de Mayer +

Carbohydrates : Test de Fehling

Dépistage des protéines : Test de Biuret +
Quinones —
Détection de Terpinoides +

Détection d'anthraquinones

(+) : Présents; (-) : absents.

Une autre étude faite par El karkouri et al. (2020) confirme la présence des flavonoides, des
stérols et triterpénes mais aussi des I’absence des tanins cathéchiques dans la partie aérienne
de la plante, en revanche, elle apporte 1’absence totale des tanins galliques qui se révelent trés
abondants dans notre étude.

IVV.3. Dosage des composés phénoliques

IVV.3.1. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux est réalisé par la méthode au réactif du Folin-Ciocalteu,
’acide gallique pris comme contrdle positif nous a permis de réaliser une courbe d’étalonnage
(Figure n°5), ce qui nous a permis de calculer la teneur en polyphénols pour I’extrait de
Calamintha nepeta qui est exprimée en milligramme équivalent d’acide gallique par gramme
de matiére végétale seche.

La teneur des polyphénols obtenu est de 138,66mg/mL. Notre résultat est supérieur a celle
obtenu par Bougandoura & Bendimerad, (2013) dans la région de Tlemcen (112,45
mg/mL). Par contre la teneur trouvé par Abderrezak & AIB (2018) est de 168,22 mg/mL
dans la région de Hodna, nettement supérieur a notre résultat. Cette variation est peut étre du a

la variation de la région de collecte et la nature de sol.
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Figure n°5 : courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage
des polyphénols totaux.
IVV.3.2. Dosage des flavonoides
Le dosage des flavonoides est déterminé par la méthode au chlorure d’aluminium, la
quercétine prise comme controle positif nous a permis de tracer une courbe d’étalonnage
(Figure n°6), ce qui nous a permis de calculer la teneur en flavonoides dans 1’extrait de
Calamintha nepeta, qui est exprimée en milligramme équivalent de quercétine par gramme de

matiere végétale seche (mg EQ/q).
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Figure n°6 : courbe d’étalonnage de la quercétine pour ledosage des flavonoides

La teneur des flavonoides était de 34,03mg/mL. Notre valeur est supérieure a celle obtenu par
Bougandoura et Bendimerad, (2013) dans la région de Tlemcen et a celle obtenu par
Abderrezak & AIB (2018) dans la région de Hodna (M’Sila), 24,22 mg/mL et 13,14 mg/mL
respectivement. La aussi la variation dans les teneurs est probablement du a la nature des sols
de collecte et du climat.

I1VV.3.3. Dosage des tanins

Le dosage des tanins est évalué par la méthode a la vanilline, la catéchine prise comme
contrdle positif nous a permis de tracer une courbe d’étalonnage (Figure n°7), ce qui nous a
permis de calculer la teneur en tanins dans 1’extrait de Calamintha nepeta, qui est exprimée en

milligramme équivalent de catéchine par gramme de matiere végétale seche (mg EC/g).
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Figure n°7 : courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des tanins
La valeur des tanins est de 0,017 mg/mL.
IV.4. Etude de Pactivité antimicrobienne
IV.4.1. Etude de la sensibilit¢ des souches vis-a-vis des agents antimicrobiens
standards
La sensibilité des souches microbiennes testées vis-a-vis des agents antimicrobiens standards
a été évaluée par antibiogramme. Les résultats obtenus sont exprimés dans le tableau n°6 et
la figure n°1 (annexe n°5). En se basant sur les résultats présentés dans le tableau n°6, nous
constatons que les souches microbiennes testées ont présenté différents degrés de sensibilité a
la plupart des agents antimicrobiens employés. Les diametres des zones d’inhibition
enregistrés varient entre 7 et 30 mm. Les antibiotiques qui ont donné les plus grandes zones
d’inhibition sont les suivants : pristinamycine (PTis) contre Escherichia coli ATCC 25922
(30mm) et Bacillus cereus ATCC 10876 (222mm), chloramphinicol (C) contre Escherichia
coli ATCC 25922 (28mm), Proteus vulgaris ATCC 6380 (25mm), Bacillus cereus ATCC
10876 (19mm) et Proteus mirabilis ATCC 35659 (18mm), Acide nalidixique (NA) contre
Escherichia coli ATCC 25922 (21mm), Proteus vulgaris ATCC 6380 (21mm) et Bacillus
cereus ATCC 10876 (18mm), spiramicine (SP) contre Bacillus cereus ATCC 10876 (20mm),
gentaycine (GM) contre Bacillus cereus ATCC 10876 (20mm) et néomycine (N) contre
Bacillus cereus ATCC 10876 (18mm). Les antibiotiques qui se sont montré inactifs contre
plus de deux bactéries sont : ampicilline vis-a-vis Bacillus cereus ATCC 10876, Escherichia
coli ATCC 25922 et Proteus vulgaris ATCC 6380, cefazoline vis-a-vis Bacillus cereus
ATCC 10876, Escherichia coli ATCC 25922 ; Proteus mirabilis ATCC 35659 et Proteus
vulgaris ATCC 6380, pristinamycine vis-a-vis Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 et Proteus vulgaris ATCC 6380 et rifampine (RAs)
contre Bacillus cereus ATCC 10876, Escherichia coli ATCC 25922, Proteus mirabilis ATCC
35659 et Staphylococcus aureus ATCC 25923.
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Tableau n° 6 : Résultats de I’activité antimicrobienne des antibiotiques et des antifongiques

exprimés par le diametre de la zone d’inhibition en mm.

Souche |B. cereus |E. coli P. mirabilis |S. aureus |P. aeruginosa |P. vulgaris |C. albicans
ATB |ATCC |ATCC |ATCC ATCC ATCC ATCC ATCC
10876 25922 35659 25923 27853 6380 10231

NA 18 21 16 - - 21 -
AM - - 12 8 7 - -
KZ30 - - - 7 7 - -
C 19 28 18 - 10 25 -
CS 9 16 12 12 15 14 -
GM 20 12 - 8 14 15 -
N 18 - 13 14 14 - -
PB - 10 10 10 - 12 -
PTis 22 30 11 - - - -
RAs - - - - 6 7 -
RA 12 14 15 9 - - -
SP 20 - - 7 7 - -
Deptil - - - - - - 38
BFC

Sorbate de - - - - - - -

Potassium

E202

Concernant les antifongiques contre Candida albicans ATCC 10231, Deptil BFC s’est avéré
étre le plus actif avec un diameétre d’inhibition de 38mm. Aucune croissance contre
I’antifongique : Sorbate de Potassium E202.

IV.4.2. Etude de P’activité antimicrobienne de I’extrait hydro-éthanolique de Calamintha
nepeta

Les espéces de Calamintha sont fréqguemment utilisées en médecine traditionnelle en Algérie
comme stimulant, tonique, antiseptique, mais aussi pour traiter les troubles digestifs et les
infections intestinales qui provoquent des diarrhées ainsi que des pneumonies (Aribi et al.,
2022). L’activité antimicrobienne de 1’extrait hydro-éthanolique de Calamintha nepeta a été
évaluée par la méthode de diffusion des disques sur milieu gélosé, et les résultats sont
présentés dans le tableau n°7 et figure n°2 (Annexe n°5). En raison de ’augmentation des

agents pathogenes résistants aux antibiotiques, les extraits de plantes sont estimés comme les
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meilleures sources pour inhiber la croissance d'un large éventail de nombreux micro-
organismes résistants (Al Zoubi et al., 2016).

En se basant sur les résultats de I’activité antimicrobienne de 1’extrait hydro-éthanolique de
Calamintha nepeta (Tableau n°7), nous constatons que ce dernier a exercé un pouvoir
antimicrobien contre les souches microbiennes testées, les diametres des zones d’inhibition
varient entre 8 et 29 mm. Les souches les plus sensibles sont C. albicans ATCC 10231, P.
mirabilis ATCC 35659 et Proteus vulgaris ATCC 6380 avec des diametres de zones
d’inhibition de 29, 19 et 17 mm respectivement. La souche la moins sensible est E. coli
ATCC 25922 avec un diametre de zone d’inhibition de 8 mm.

Plusieurs études se sont concentrées sur I’activité inhibitrice de 1’extrait hydro-éthanolique de
Calamintha nepeta, montrant leur efficacité contre divers micro-organismes (Aribi et al.,
2022 ; Celik et al., 2020). Bouzidi and Kemieg. (2021) confirment que 1’extrait hydro-
éthanolique de Calamintha nepeta posséde un effet antimicrobien contre un large éventail de
microorganismes, les diamétres des zones d’inhibition obtenus sur S. aureus ATCC 29273, P.
aeruginosa ATCC 27853 et C. albicans ATCC 10231 et sont respectivement 17, 9 et 25 mm.
Ces résultats sont contradictoires avec la souche de P. aeruginosa ATCC 27853 testée. Elle a
montrée une résistance envers I’effet de ’extrait hydro-éthanolique (Omm). E. coli ATCC
25922 a montré une faible sensibilité (7.82 mm). Par contre, une autre étude faite par Oyardi
et al. (2023) a montré que L’extrait hydro-éthanolique de C. nepeta a une bonne activité avec
une zone d’inhibition de 19 mm contre la méme souche d’E. coli ATCC 25922.

Tableau n°7 : Résultats de I’activité antimicrobienne de 1’extrait hydro-éthanolique de

Calamintha nepeta exprimes par le diamétre de la zone d’inhibition en mm.

Souche Extrait hydro-éthanolique

B. cereus ATCC 10876 13.85+0.21
E. coli ATCC 25922 7.82+0.34
P. mirabilis ATCC 35659 18.84 + 0.37
S. aureus ATCC 25923 10.01 + 0.50

P. aeruginosa ATCC 27853 _
Proteus vulgaris ATCC 6380 16.92 £ 0.64
C. albicans ATCC 10231 28.94+1.44

Toutes les valeurs (zone d'inhibition incluant le diamétre du disque de 6 mm) sont exprimées en moyenne de

trois essais + écart type; ATCC: American Type Culture Collection.
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IV.5. Détermination des concentrations minimales inhibitrice (CMI), bactéricide
(CMB) et fongicide (CMF)

Les résultats de la détermination des parametres antimicrobiens (CMI, CMB et CMF) de
I’extrait hydro-éthanolique de Calamintha nepeta sont exprimés dans le tableau n°8.
Tableau n°8: Valeurs des parametres antimicrobiens de 1’extrait hydro-éthanolique de

Calamintha nepeta

Souche CMI CMB-CMF CMB/CMI | Activité
CMF/CMI

B.cereus ATCC 10876 3.125 25 8 Bactériostatique
E. coli ATCC 25922 1.562 3.125 2 Bactéricide

P. mirabilis ATCC 35659 0.781 6.25 8 Bactériostatique
S.aureus ATCC 25923 1.567 125 8 Bactériostatique
P.vulgaris ATCC 6380 3.125 50 16 Bactériostatique
C. albicans ATCC10231 0.781 35 4 Fongicide

CMI : Concentration Minimale Inhibitrice ; CMB : Concentration Minimale Bactéricide ; CMF : Concentration

Minimale.

En se basant sur les résultats des paramétres antimicrobiens de 1’extrait hydro-éthanolique de
Calamintha nepeta (tableau n°8), nous remarquons que cette derniére a exercé une activité
contres les souches microbiennes testées, les valeurs obtenues sont d’une gamme allant
de 0.781 a 3.125 pl/mL pour la CMI et de 3.125 a 50 pl/mL pour la CMB et la CMF.

La susceptibilité a été particulierement importante chez E. coli ATCC 25922, la CMI et la
CMB ont été toutes deux enregistrées a la plus faible valeur qui est de ’ordre de 1.562 et
3.125ul/mL respectivement. Par contre la sensibilité est moins importante chez B.cereus
ATCC 10876 et P. vulgaris ATCC 6380, la CMI et la CMB sont a des valeurs plus élevées,
3.125 et 50 pl/mL et 0.39 et 25 pl/mL respectivement. Ces résultats sont contradictoires
avec ceux d’Aribi et al. (2022) et Celik et al. (2020) ou B.cereus et P. vulgaris étaient plus
sensibles. Les résultats de Bouzidi and Kemieg (2021) sont en accord avec les notres en ce
qui concerne la sensibilité d’E. coli par rapport aux autres bactéries testées. Effectivement,
E. coli a été plus sensibles que B.cereus ATCC 10876, P. mirabilis ATCC 35659, S. aureus
ATCC 25923, P. vulgaris ATCC 6380 et P. vulgaris ATCC 6380 a I’extrait hydro-
éthanolique de Calamintha nepeta. Concernant C. albicans ATCC 10231, nos résultats sans
en accord avec ceux obtenus par Marongiu et al. (2010).

Selon Marmonier (1990), si le rapport d’activit¢ CMB/CMI ou CMF/CMI d’une substance

antimicrobienne est inferieur ou égal a 4, cette derniere est qualifiée de substance bactéricide
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ou fongicide et si le rapport est supérieur a 4, elle est alors dite bactériostatique ou
fongistatique.

Les résultats des parametres antimicrobiens de 1’extrait hydro-éthanolique de Calamintha
nepeta (tableau n°8), confirment le faible effet de ce dernier sur les souches microbiennes
testées. En effet, I’extrait hydro-éthanolique a montré une activité bactériostatique sur la
majorité de souches microbiennes testées.

Les carbohydrates favorisent la croissance des microbes. Ce qui argumente 1’effet bactéricide
de I’extrait hydro-éthanolique, dépourvu de carbohydrates, des feuilles de Calamintha nepeta
sur la croissance d’Escherichia coli et Candida albicans.

L’extrait hydro-éthanolique de Calamintha nepeta a montré une meilleure activité contre
les souches Gram-négatives que les souches Gram-positives. Ce résultat est important
puisque les bactéries gram-négatives sont plus résistantes aux agents antimicrobiens que les
bactéries gram-négative. Les bactéries Gram-négative sont équipées d’une membrane
extérieure. La régulation de 1’expression des porines et les mécanismes qui organisent la
diffusion des solutés peuvent étre des parametres-clés de la résistance bactérienne aux
antibiotiques (Pagés, 2004).
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Conclusion



V.  Conclusion
Le rendement des feuilles de Calamintha nepeta en extrait bruts hydro-éthanolique est de
12,33%. Le screening phytochimique des feuilles de Calamintha nepeta montrent la présence
des phénols, des flavonoides, des tanins, des coumarines, des saponines, des alcaloides, des
protéines et des terpénoides et 1’absence totale des carbohydrates, des quinones et des
anthraquinones. La teneur des polyphénols, des flavonoides et des tanins est de
138,66mg/mL, 34,03mg/mL et de 0,017 mg/mL respectivement. La sensibilité des souches
microbiennes testées vis-a-vis des agents antimicrobiens standards varient entre 7 et 30 mm.
Les antibiotiques qui ont donné les plus grandes zones d’inhibition sont : pristinamycine
(PT1s), chloramphinicol (C), Acide nalidixique (NA), spiramicine (SP), gentaycine (GM) et
néomycine (N). L’extrait hydro-éthanolique de Calamintha nepeta a exercé un pouvoir
antimicrobien contre les souches microbiennes testées, les diamétres des zones d’inhibition
varient entre 8 et 29 mm. Les souches les plus sensibles sont C. albicans ATCC 10231, P.
mirabilis ATCC 35659 et Proteus vulgaris ATCC 6380 avec des diameétres de zones
d’inhibition de 29, 19 et 17 mm respectivement. La souche la moins sensible est E. coli
ATCC 25922 avec un diametre de zone d’inhibition de 8 mm. L’extrait hydro-éthanolique de
Calamintha nepeta a exercé une activité contres les souches microbiennes testées, les
valeurs obtenues sont d’une gamme allant de 0.781 & 3.125 pl/mL pour la CMI et de 3.125 a
50 pl/mL pour la CMB et la CMF. La susceptibilité a été particulierement importante chez E.
coli ATCC 25922, la CMI et la CMB ont été toutes deux enregistrées a la plus faible valeur
qui est de ’ordre de 1.562 et 3.125ul/mL respectivement. Par contre la sensibilité est moins
importante chez B.cereus ATCC 10876 et P. vulgaris ATCC 6380, la CMI et la CMB sont a
des valeurs plus élevées, 3.125 et 50 pl/mL et 0.39 et 25 pl/mL respectivement. Les résultats
des parameétres antimicrobiens de 1’extrait hydro-éthanolique de Calamintha nepeta,
confirment le faible effet de ce dernier sur les souches microbiennes testées. En effet, 1’extrait
hydro-éthanoliqgue a montré une activité bactériostatique sur la majorité de souches
microbiennes testées. L’extrait hydro-éthanolique de Calamintha nepeta a montré une
meilleure activité contre les souches Gram-négatives que les souches Gram-positives. Ce
résultat est important puisque les bactéries gram-négatives qui sont plus résistantes aux agents

antimicrobiens que les bactéries gram-positive.
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Annexe n°1
Milieux de culture
Bouillon nutritif (BN) (g/l)

Peptone. ... .o 10 g
Extraitde viande............ccooiiiiiiii 5¢
Chlorure de sodium.............cooiiiiiiiiiiiiii e, 5¢g
Bau distillée. ........ooovvviiiiiii e 1000 mL

pH=73+0,.2
Gélose nutritive (GN) (g/l)

Peptone. ... .o.ooniiiiii 10g
Extraitde viande.............ooooiiiiiiiiii 3g
Extraitde levure...........cooooiiiiiiiii 3g
Chlorure de sodium..........ccooeviiiiiiiiiii e, S5¢g
N . Pt 18 ¢
Bau distillée..........coeviiiiiii 1000 mL

pH=7,3+0,2
Mueller Hinton gélosé (M-H) (g/l)

Extraitde viande..............ooiiiiiiii 3g
Hydrolysat acide de caséine..................cceeeininnnne. 175 ¢
AMION. ...t 15¢g
N . | l6 g
Eaudistillée..........oooviiiiiii 1000 mL

pH = 7,3 167

Sabouraud additionné de chloramphénicol gelosé (g/l)

Peptone. ... .ooviiii 10g

GIUCOSE .ot 20¢g

A AT o I5¢g

Chloramphénicol............ooiiiiiiiiiiii e, 05¢g
Bau distillée........coovvviiiiiiiii e 1000 mL
pH=6
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Annexe n°2

Composition des réactifs utilisés pour le screening phytochimique des plantes
I- Caractérisation des alcaloides :

Réactif de Mayer

Chlorure mercuriquUe...........cooveveienerese e 6.79
lodure de PotasSIUM.........cccvevvriieieeriesie e 25¢
Eau disStillée.......oovvreieiiciceee 200 mL

I1- Caractérisation des carbohydrates :
Réactif de Fehling

Préparer séparément deux solutions :
Solution A :

Sulfate de cuivre..........ooooiiiiiiiii i 18 ¢
Bau.....oooi 250 mL
Solution B :

Acide tartrique. ....o.veei i 8749
Hydroxyde de sodium.................ccooiiiiiiiiin.. 359
Bau. ..o 250 mL

On les mélange pour obtenu le réactif Fehling
I11- Caractérisation des protéines
Réactif de biuret

Sulfate de cuivre.........ooovviiiiiiiiiee e 1.5¢
Tartrate de sodium et de potassium...................... 4.5¢
lodure de potassium..............cccooeiiiiiniiininn... 2.5¢
Eau diStillée.........cooiiiiiec 200 mL

51



Annexe n°3

Annexe n°4

Annexe n°5

Figure n°1 : Résultat de screening phytochimique.

10231
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) Proteus mirabilis ATC 35659

-.'

-

P. vulgaris ATCC 6380

Figure n°1 : Effet des antibiotiques sur les souches étudiées.
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S. aureus ™

E. coli ATCC 25922 B. cereus ATCC 10876

C. albicans ATCC 10231

Figure n°2 : Effet de I’extrait hydro-éthanolique de Calamintha nepeta sur les souches

étudiées.
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