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Résumé

Ce travail s'inscrit dans le cadre d’une étude phytochimique et de 1I’évaluation de certaines
activités biologiques de deux espéces végétales poussant a 1’état spontané en Algéric a savoir,
Calamintha nepeta et Phlomis herba-venti. L’analyse quantitative des extraits hydro-
éthanoliques de C. nepeta et P. herba-venti a révélé une richesse notable en polyphénols
(230.16 + 3.32 ; 206.33 + 4.19 mg EAG/g d’extrait), en flavonoides (29.44 + 0.13 ; 19.31 +
0.26 mg EQ/g d’extrait) et en tanins (0.07 = 0.004 ; 0.14 + 0.03 mg EC/g d’extrait),
respectivement.

L’analyse par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectroscopie de masse (CPG-
SM) a démontré que les principaux composés de I’huile essentielle de C. nepeta étaient le
pulégone (58.36 %) et l’isobornéol (10.40 %). Pour I’extrait, les composés majeurs
comprenaient également le pulégone (24.98%), menthofurane (11.89 %), et la menthone (8.04
%). Concernant I’extrait de P. herba-venti, les composés principaux a 98 % étaient 1’acide
oléanolique et I’acide bétulinique, ainsi que le B-sitostérol (1.21 %).

L’étude de I’activité antioxydante des extraits et I’huile essentielle de C. nepeta par la technique
du piégeage du radical libre (DPPH) et le pouvoir réducteur (FRAP) a montré que I’extrait de
C. nepeta présente les meilleures activités antiradicalaire et réductrice, avec une 1Cso de 34.43
+1.26 ng/mL et une ECso de 28.58 + 1.39 pug/mL. De plus, cet extrait a montré le plus fort effet
anti-inflammatoire in vitro, selon le test d’inhibition de la dénaturation des protéines, avec une
ICso de 1.2 + 0.01 mg/mL.

L’¢évaluation de I’effet antimicrobien par la méthode de diffusion sur disque a révélé un fort
pouvoir inhibiteur de I’HE de C. nepeta par rapport les extraits hydro-éthanoliques. La méthode
de micro dilution en milieu liquide a permis de déterminer les CMI, CMB et CMF de I’HE de
et des extraits de C. nepeta et P. herba-venti, avec des valeurs respectives allant de 0.937 a 3.75
pL/mL ,0.937 a 15 pL/ml) ; 0.39 a 6.25 mg/mL, 3.125 a 25mg/mL et 9 .76 et 78.12 mg/mL ,
19.52 a 625. Par ailleurs, les propriétés antivirales de I’huile essentielle de C. nepeta contre le
virus de I’herpés simplex (HSV) et I’adénovirus de type 5 (Ad5) ont révélé une efficacité
notable, avec une concentration de 0.5 mg/mL.

L’administration orale de I’extrait des deux plantes pour les rats Wistar, a des doses croissantes,
n’a révélé aucune toxicité, contrairement I’HE de C. nepeta été modérément toxiques, avec une
DLso de 2500 mg/kg. Le test de I’cedéme plantaire induit par la carragénine a montré une
réduction significative de I’inflammation, dont le pourcentage d’inhibition le plus élevé étant
observé avec I’HE de C. nepeta (88.96 %) a la dose de 400 mg/kg. L’étude de I’activité anti
staphylococcique in vivo de I’huile essentielle de C. nepeta, a montre la restauration de 1’état
physiologique normal du tissu vaginal des rats infectés.

Mots clés : Calamintha nepeta, Phlomis herba venti, huile essentielle, chromatographie,
antimicrobienne, antioxydante, toxicité, extrait hydro-éthanolique, anti-inflammatoire.



Abstract

This work is part of a phytochemical study and the evaluation of certain biological activities of
two plant species growing spontaneously in Algeria, namely Calamintha nepeta and Phlomis
herba-venti. Quantitative analysis of the hydro-ethanolic extracts of C. nepeta and P. herba-
venti revealed a notable richness in polyphenols (230.16 + 3.32; 206.33 + 4.19 mg EAG/g
extract), flavonoids (29.44 + 0.13; 19.31 = 0.26 mg EQ/g extract) and tannins (0.07 = 0.004;
0.14 £ 0.03 mg EC/g extract), respectively.

Analysis by gas chromatography-mass spectroscopy (GC-MS) showed that the main
compounds in C. nepeta essential oil were pulegone (58.36%) and isoborneol (10.40%). For
the extract, major compounds also included pulegone (24.98%), menthofuran (11.89%), and
menthone (8.04%). For P. herba-venti extract, the major compounds at 98% were oleanolic
acid and betulinic acid, as well as B-sitosterol (1.21%).

Investigation of the antioxidant activity of C. nepeta extracts and essential oil using the free
radical scavenging (DPPH) and reducing power (FRAP) techniques showed that C. nepeta
extract exhibited the best free radical scavenging and reducing activities, with an ICso of 34.43
+ 1.26 pg/mL and an ECso of 28.58 + 1.39 pug/mL. Furthermore, this extract showed the
strongest anti-inflammatory effect in vitro, according to the protein denaturation inhibition
assay, with an ICsg of 1.2 £ 0.01 mg/mL.

Evaluation of the antimicrobial effect by the disk diffusion method revealed a strong inhibitory
power of C. nepeta EO compared with hydro-ethanolic extracts. The liquid microdilution
method was used to determine the MIC, CMB and CMF of C. nepeta and P. herba-venti EO
and extracts, with respective values ranging from 0.937 to 3.75 pL/mL ,0.937 to 15 pL/mL);
0.39 t0 6.25 mg/mL, 3.125 to 25mg/mL and 9 .76 and 78.12 mg/mL, 19.52 to 625. In addition,
the antiviral properties of C. nepeta essential oil against herpes simplex virus (HSV) and
adenovirus type 5 (Ad5) showed notable efficacy, at a concentration of 0.5 mg/mL.

Oral administration of both plant extracts to Wistar rats, at increasing doses, revealed no
toxicity, while C. nepeta EO was moderately toxic, with an LDso of 2500 mg/kg. The
carrageenan-induced plantar oedema test showed a significant reduction in inflammation, with
the highest percentage of inhibition observed with C. nepeta EO (88.96%) at a dose of 400
mg/kg. Study of the in vivo anti-staphylococcal activity of C. nepeta essential oil showed
restoration of the normal physiological state of vaginal tissue in infected rats.

Key words: Calamintha nepeta, Phlomis herba venti, essential oil, chromatography,
antimicrobial, antioxidant, toxicity, hydroethanol extract ,anti-inflammatory.
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L'émergence de la résistance aux agents antimicrobiens est devenue, au cours des dix
derniéres années, un probléme majeur a I'échelle mondiale, tant pour la santé humaine que pour
la santé animale. Ce phénomene met en cause l'efficacité des agents thérapeutiques et peut
augmenter le pronostic de diverses maladies infectieuses, entrainant des répercussions socio-
économiques importantes (Urban-Chmiel et al., 2022). Les bactéries les plus fréqguemment
impliquées sont Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa
(Angoue, 2020) .

Par ailleurs, I'impact néfaste du stress oxydatif sur la santé humaine est devenu une
préoccupation pressante. L'utilisation de composés antioxydants synthétiques fait actuellement
I'objet d'un examen minutieux en raison des risques toxicologiques potentiels (Bammou et al.,
2020).De plus, l'usage routinier danti-inflammatoires pour atténuer la douleur liée a
Iinflammation peut entrainer des effets graves, tels que des risques de toxicité gastro-

intestinale, des accidents cardiovasculaires et des troubles rénaux (Strate et al., 2011).

Par conséquent, les recherches actuelles se concentrent sur la découverte de nouveaux
antibiotiques, des antioxydants et des anti-inflammatoires, principalement issus de sources
naturelles (Abdelli et al., 2019; Bahri et al., 2016). Parmi les solutions envisagées, les
métabolites secondaires des plantes apparaissent comme des ressources prometteuses, riches en
phytomolécules dotées de diverses activités biologique (Mammeri et al., 2022; Ouguirti et
al., 2021). Les plantes médicinales jouent un réle crucial dans la recherche pharmacologique.
Elles sont non seulement utilisées directement comme agents thérapeutiques, mais servent
également de matieres premiéres pour la synthése de médicaments (OMS, 1998). Selon I'OMS,
plus de 80 % de la population mondiale se tourne fréqguemment vers les médicaments
traditionnels, principalement les plantes, qui constituent la principale source de soins de santé
(Jamshidi-Kia et al., 2018). En Afrique, prés de 6 377 espéces de plantes sont utilisées, dont
plus de 4 000 sont des plantes médicinales, représentant ainsi 90 % de la médecine traditionnelle
sur le continent (OMS, 2002).
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L'Algérie, en raison de ses diverses conditions climatiques et de sa position
géographique stratégique, possede un large éventail d'espéces indigénes qui constituent un
patrimoine phytogénétique d'une importance considérable, notamment en ce qui concerne leur

distribution spatiale et leur contribution a la stabilité écologique (Snoussi et al., 2003).

Les huiles essentielles et les extraits végéetaux sont des sources précieuses de molécules
bioactives aux multiples propriétés biologiques. Tandis que les huiles essentielles, riches en
composés volatils, sont obtenues principalement par distillation, les extraits végétaux sont
¢laborés par différentes méthodes telles que la macération, 1’infusion ou l’extraction par
solvants, permettant d’isoler une grande diversité de métabolites secondaires. Ces produits
naturels connaissent un intérét croissant et sont largement exploités dans divers domaines,
notamment la médecine, la pharmacie, la cosmétologie, I’alimentation et 1’agriculture. La
recherche, en quéte de nouvelles solutions thérapeutiques efficaces et mieux tolérées, explore
leur potentiel pour répondre a divers enjeux de santé (Abdelli et al., 2019; Amraoui et al.,
2022; Boussena et al., 2022).

Face aux divers problémes liés a l'utilisation des agents synthétiques, l'intérét pour les
sources naturelles est aujourd'hui plus important. Cette étude vise a approfondir les
connaissances sur les especes Calamintha nepeta et Phlomis herba venti. En évaluant les
activités antimicrobiennes, antioxydante et anti-inflammatoires de leurs extraits et huiles

essentielles, tout en examinant leur toxicité pour garantir leur innocuité.

Notre travail est structuré en deux parties. La premiére partie consiste en une synthéese
bibliographique organisée en trois chapitres. Le premier chapitre présente les composés actifs
des plantes médicinales. Le deuxiéme chapitre est consacré aux activités biologiques des
plantes médicinales, en particulier les activités antimicrobienne, antioxydante et anti-
inflammatoire. Enfin, le troisieme chapitre se concentre sur la description botanique des deux
especes vegétales étudiées. La partie expérimentale se divise en deux chapitres. Le premier

détaille le matériel et les méthodes utilisées pour mener a bien ce travail, comprenant :

e Extraction et évaluation des teneurs des extraits en polyphénols, flavonoides et en
tanins.

e Extraction des huiles essentielles de la partie aérienne de Calamintha nepeta

e Evaluation de I’effet antimicrobien des extraits hydro-éthanoliques issues des deux

especes et de I’huile essentielle de Calamintha nepeta
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e Caracteérisation chimique des huiles essentielles et des extraits GC-MS

e Détermination de la toxicité des différents extraits et I’évaluation de I’activité anti-
inflammatoire in vivo et in vitro.

e Détermination de I’effet virucide de I’huile essentielle de Calamintha nepeta.

e Etude de I’effet anti-staphylococcus de 1’huile essentielle de Calamintha nepeta in-vivo

Le second chapitre est consacré a la présentation et a la discussion des résultats obtenus. Le

manuscrit se termine par une conclusion générale qui résume I'ensemble de ces résultats.
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1. Généralités sur les plantes médicinales

Les étres humains ont toujours dépendu de la nature pour satisfaire leurs besoins
fondamentaux, notamment en tant que sources de médicaments, d'abris, de denrées
alimentaires, de parfums, de vétements, de saveurs, d'engrais et de moyens de transport. La
médecine traditionnelle, principalement basée sur les plantes médicinales, continue de jouer un
role prépondérant dans le systéme de santé pour une grande partie de la population mondiale,
en particulier dans les pays en développement ou elle possede une longue histoire d'utilisation
ininterrompue (Dar et al., 2017). L'Organisation mondiale de la santé (OMS) estime que ces
pratiques répondent aux besoins de soins de santé primaires de plus de 80 % de la population
mondiale (WHO, 2009).

De plus, il existe une large gamme fabriquée a partir de plantes médicinales, depuis les
ingrédients de base jusqu'aux produits transformés et emballés, tels que les médicaments, les
traitements a base de plantes, les thés, les produits de beauté et les compléments alimentaires.
La demande pour ces plantes est en constante augmentation, tant pour des usages domestiques
qu'industriels, aux niveaux local, régional, national et international (Bariotakis et al., 2023;
Bvenura et Kambizi, 2023). Cette demande, qui devrait croitre de 10 a 20 % chaque année,
entraine une reconnaissance accrue de leurs bienfaits médicinaux et économiques dans les pays
industrialisés et en développement, avec plus de 70 % des plantes étant récoltées a I'état sauvage
(Saeed et Samad, 2017).

Les plantes médicinales sont utilisées comme matiéres premiéres pour produire des
médicaments efficaces, offrant ainsi des solutions de santé accessibles. De plus, toutes les
plantes synthétisent des phytochimiques bénéfiques pour la santé humaine, ces substances étant
indispensables car elles ne peuvent pas étre synthétisées dans le corps humain. En outre, les
plantes constituent des sources alimentaires riches en biomolécules, vitamines et minéraux
essentiels a la santé globale du corps (Rasool Hassan, 2012). De nombreuses plantes sont
connues pour leurs effets pharmacologiques dus a la présence de metabolites, des composés
organiques végeétaux classés en métabolites primaires et métabolites secondaires (Jamshidi-
Kia et al., 2018).

2. Définition des métabolites secondaires

Les plantes produisent des métabolites secondaires, de petites molécules organiques qui ne

sont pas necessaires a leur croissance ou développement normal, mais qui sont cruciales pour
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leur reproduction et leurs mécanismes de défense contre les bactéries, champignons, virus,
vertébrés, etc (Crozier et al., 2006). Ces substances ont un potentiel considérable en tant que
médicaments. De nombreux métabolites secondaires participent a des relations antagonistes
entre les plantes et d'autres organismes, ainsi qu'a des relations mutualistes (par exemple,
plantes/pollinisateurs, plantes/distributeurs de graines, plantes fixatrices
d'azote/microorganismes, etc.). Ces metabolites forment un groupe hétérogene de composés
naturels utilisés pour traiter diverses maladies (Anand et al., 2019).

La biochimie des médicaments basés sur des produits naturels traditionnels a largement
contribué aux soins de santé publique et a favorisé le développement de médicaments
abordables a 1’échelle mondiale. Les métabolites secondaires sont étudiés depuis les années
1850. Leur classification peut se baser sur la composition chimique (présence ou absence
d’azote), la structure chimique (par exemple, présence de cycles, contenu en sucre), la voie
biosynthétique (comme les phénylpropanoides, qui produisent des tannins) ou leur solubiliteé.
IIs se divisent en trois grandes catégories : les alcaloides, les terpenes et les composes
phénoliques. La majorité des composés dérivés des plantes sont des phytochimiques et des
métabolites secondaires, jouant un réle majeur en tant qu’antimicrobiens et antiviraux (Anand

et al., 2019; Singh, 2015).
2.1. Terpénes
2.1.1. Les huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des composés naturels volatils et complexes, caractérisés par
une odeur forte et formés par les plantes aromatiques en tant que métabolites secondaires. Elles
sont généralement obtenues par distillation a la vapeur ou a I'eau. Connues pour leurs propriétés
antiseptiques (bactéricide, virucide et fongicide), médicinales et leur fragrance, elles sont
utilisées dans I'embaumement, la conservation des aliments et comme remédes antimicrobiens,
analgésiques, sédatifs, anti-inflammatoires, spasmolytiques et anesthésiques locaux (Bakkali
et al., 2008; Raut et Karuppayil, 2014).Selon la Pharmacopée européenne, les huiles
essentielles sont decrites comme "Les produits odorants, possedant une composition complexe,
sont obtenus a partir d'extraits de plantes brutes par extraction a la vapeur d'eau, distillation
seche ou une méthode mécanique appropriée sans chauffage. En général, une méthode physique
est utilisée pour séparer I'huile essentielle de la phase aqueuse sans altérer significativement sa
composition chimique” (AFNOR, 2000).
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2.1. 1.1. Composition chimique des huiles essentielles

Il existe plus de 200 composants présents dans les huiles essentielles pures, qui sont
généralement des mélanges de terpenes et de dérivés du phénylpropanoide, avec des différences
chimiques et structurelles minimales entre les composés. Les constituants des huiles essentielles
peuvent étre classés en fractions volatiles et non volatiles. La fraction volatile des huiles
aromatiques comprend des mono- et sesquiterpénes, plusieurs déerivés oxygénés, ainsi que des
alcools, des aldéhydes aliphatiques et des esters. En revanche, 1 a 10 % en poids de I'huile
essentielle isolée contient des caroténoides, des acides gras, des flavonoides et des cires, classés
comme résidus non volatils ( Aziz et al., 2018; Hussain et al., 2008).

Les huiles essentielles sont caractérisées par deux ou trois composants majeurs a des
concentrations assez élevees (20-70%) par rapport aux autres composants présents a I'état de
traces. Par exemple, le carvacrol (30%) et le thymol (27%) sont les principaux composants de
I'nuile essentielle d'Origanum compactum, le linalol (68%) de I'huile essentielle de Coriandrum
sativum, l'alpha- et béta-thuyone (57%) et le camphre (24%) de I'huile essentielle d'Artemisia
herba-alba (Betts, 2001; Bowles, 2003; Pichersky et al., 2006; Rodney et al., 2000).

Généralement, la méthode de chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse (GC-MS) est utilisée pour déterminer les constituants présents dans les
huiles essentielles. Cette méthode est simple, permet des réponses rapides, est efficace et
largement utilisée comme technique analytique pour la détermination des constituants des
huiles essentielles. Un rapport GC-MS est I'empreinte digitale de chaque lot particulier d'huile
essentielle. Les propriétés uniques des huiles peuvent étre déduites de leur composition
chimique, et la GC-MS est capable d'indiquer la pureté des huiles essentielles dans la plupart

des cas (Aziz et al., 2018). Les composants des huiles essentielles sont décrits ci-dessous :
e Composés terpéniques

Les terpénes et les terpénoides sont une classe de métabolites secondaires qui
proviennent d'unités d'isopréne composées de cing atomes de carbone, qui peuvent étre
combinées de différentes manieres. Ils sont responsables de la fragrance, du godt et des
pigments des plantes, et représentent les principaux composants des huiles essentielles.
L’isopréne (CsHsg) (Figure n°1) constitue une unité fondamentale pour de nombreux terpénes et
autres hydrocarbures que l'on trouve dans les huiles essentielles. Les terpénes sont
essentiellement des hydrocarbures, tandis que les terpénoides (également appelés isoprénoides)

sont des terpénes modifiés biochimiquement avec des molécules d'oxygene ajoutées ou des
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groupes methyle enlevés ou déplacés. Les principales classes de terpenes présentes dans les
huiles essentielles sont les monoterpénes et les sesquiterpénes. Les monoterpénes sont les plus
abondants, représentant environ 90 % de la composition des huiles essentielles (Bakkali et al.,
2008a; Cox-Georgian et al., 2019; Crozier et al., 2006; Espina et al., 2011; Mosquera et al.,
2021).

CH,

C CH;
H

Figure 1 : Structure chimique de I’unité isoprénique CsHg (Crozier et al., 2006).

Les terpénes peuvent étre classés en différentes classes en fonction de la quantité
d'unités isoprene (n) présentes dans la molécule : hémiterpenes (CsHg), monoterpenes (C1oH1s),
sesquiterpenes (CisHo4), diterpénes (CooHsz), triterpénes (CsoHag), tétraterpénes (CaoHes), et
polyterpénes (CsHs) n (tableau n°1) ( Mabou & Nzeuwa Yossa, 2021).

Tableau 1 : Classification des terpenes.

Nombre d'atomes de carbone Valeur den Classe

5 1 Hémiterpenes (CsHsg)
10 2 Monoterpenes (C1oHz6)
15 3 Sesquiterpénes (CisH24)
20 4 Diterpénes (Cz0Hs32)
25 5 Sesterpénes (CaoHas)
30 6 Triterpenes (CsoHas)
40 8 Tétraterpenes (CsoHeas)
>40 >8 Polyterpénes (CasoHes) n

Les différents types de terpenes et de terpénoides présents dans les huiles essentielles
peuvent étre acycliques, monocycliques ou bicycliques, tels que le myrcene, I'ocumeéne, les
terpinénes, les phellandrénes, le sabinene, les pinénes, etc (figure n°2). lls peuvent également
étre des alcools monocycliques ou bicycliques, des aldehydes acycliques, des cétones
monocycliques ou bicycliques, des esters monocycliques ou bicycliques, des éthers, des
phénols ou des peroxydes. Ces différents composés se trouvent dans différentes plantes et

peuvent exister sous différentes formes énantiomériques. Par exemple, le (-) linalol se trouve
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dans la coriandre tandis que le (+) linalol est présent dans les camphriers. De méme, le (+)
citronellol est courant dans les huiles essentielles d'eucalyptus citriodora, tandis que la forme (-
) est commune aux huiles essentielles de rose et de géranium. Cependant, pour certains
composeés, une forme racémique est plus fréquente que l'autre, comme le (+) citronellol (Kar
et al., 2018).

Acyclic Monocyclic

Limonene B-Mircene cis-p-Ocimene X
Alloocimer Geraniol (#)-Carvone

Bycyclic Polycyclic

Y\ ]; on
o™ ¢
isoprene

a-Pinene p-Pinene R

g-Phellandrene

(+)-Camphor (+)-Cedrol

Figure 2: Exemple de structure des terpénes et des terpénoides (Mosquera et al., 2021).

e Composés aromatiques

Composés aromatiques sont présents dans diverses sources végetales telles que I'anis, la
noix de muscade, le clou de girofle, le persil, le fenouil, I'anis étoilé et d'autres groupes
botaniques. Bien qu'ils soient moins courants que les terpénes, ils sont utilisés a des fins
similaires. Les approches biosynthétiques des terpenes et des dérivés phénylpropaniques sont
généralement séparées dans les plantes, mais il peut y avoir des cas ou elles coexistent. Les
composés aromatiques comprennent des alcools, des aldéhydes, des phénols, des composés
méthoxy et des dérivés méthyléne dioxy. Ces composés ont diverses applications dans
Iindustrie, tels que Il'alcool cinnamique, le cynnamaldéhyde, le chavicol, I'eugénol, le
méthyleugénol, I'élémicine, I'estragole, I'anéthole, le safrol, la myristine et I'apiole (figure n°3)
(Eslahi et al., 2017).
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Aldehyde Alkohol Phenol Phenol
Cinnamaldehyde Cinnamyl alkohol Chavicol Eugenol
~CH,
0 =
OCHg
3 21 22 23 oy

Methoxy derivatives Methoxy derivatives Methylene dioxy compound
Anethol Estragole Safrole

/ 24 . 25 o ~ 26

Figure 3 : La structure de certains composes aromatiques.

2.1. 1.2. Role écologique et extraction des huiles essentielles

Dans la nature, les huiles essentielles jouent un réle important dans la protection des
plantes contre les bactéries, les virus, les champignons, les insectes et les herbivores. Elles
peuvent également attirer certains insectes pour favoriser la dispersion des pollens et des
graines. Les huiles essentielles sont extraites de diverses plantes aromatiques, généralement
localisées dans des pays tempérés a chauds comme les pays méditerranéens et tropicaux, ou
elles représentent une part importante de la pharmacopée traditionnelle. Elles sont liquides,
volatiles, limpides et rarement colorées, solubles dans les lipides et les solvants organiques avec
une densité généralement inférieure a celle de I'eau. Elles peuvent étre synthétisées par tous les
organes des plantes, c'est-a-dire les bourgeons, les fleurs, les feuilles, les tiges, les rameaux, les
graines, les fruits, les racines, le bois ou I'écorce, et sont stockées dans les cellules sécrétoires,
les cavités, les canaux, les cellules épidermiques ou les trichomes glandulaires (Angioni et al.,
2006; Masotti et al., 2003).

2.1. 1.3. Facteurs influencant la variabilité des huiles essentielles

La composition des huiles essentielles présente une grande variabilité, tant qualitative
que quantitative. Cette variabilité est influencée par deux principaux types de facteurs : les
facteurs intrinséques, liés a la plante et a son interaction avec I’environnement (type de sol,
climat, stade de maturité, constitution génétique, etc.), et les facteurs extrinséques, associés au
procédé d’extraction et aux conditions environnementales. Parmi ces éléments figurent
également les variations saisonniéres, la partie de la plante utilisée et la localisation
géographique (Dhifi et al., 2016).
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2.1. 1.4. Applications et utilisations des huiles essentielles

Les huiles essentielles ont été largement employées pour leurs propriétés déja observées
dans la nature, notamment leurs activités antibactériennes, antifongiques et insecticides.
Actuellement, environ 3000 huiles essentielles sont connues, dont 300 sont commercialement
importantes, notamment pour les industries pharmaceutiques, agronomiques, alimentaires,
sanitaires, cosmétiques et de la parfumerie. Les huiles essentielles ou certains de leurs
composants sont utilisés dans les parfums et produits de maquillage, les produits sanitaires, en
dentisterie, en agriculture, comme conservateurs et additifs alimentaires, et comme remedes
naturels. Par exemple, le d-limonéne, I'acétate de géranyle ou le d-carvone sont employés dans
les parfums, cremes, savons, comme additifs aromatiques pour les aliments, comme fragrances
pour les produits de nettoyage ménager et comme solvants industriels. De plus, les huiles
essentielles sont utilisées en massage, mélangées avec des huiles végétales, ou dans les bains,
mais le plus souvent en aromathérapie (Hajhashemi et al., 2003; Jeane et al., 2003; Perry et
al., 2003).

2.2. Les Composés phénoliques

Les composés phenoliques (ou polyphénols) sont des molécules phytochimiques
présentes dans les tissus végétaux tels que les feuilles, les tiges, les racines, les fruits et les
graines. lls sont généralement impliqués dans l'attraction des pollinisateurs, I'exécution de
fonctions structurelles, la défense contre les rayons ultraviolets (UV) et la protection des plantes
contre l'invasion microbienne et les herbivores. Ces métabolites secondaires constituent un
groupe vaste et diversifié de plus de 8000 molécules, ce qui complique leur définition simple
(Boudet, 2007; Cutrim et Cortez, 2018; de la Rosa et al., 2019). lls sont répartis en une
dizaine de classes chimiqgues, en fonction de leurs caractéristiques structurales, qui présentent
toutes un point commun : la présence d'au moins un cycle aromatique a six carbones
(benzénique) et un nombre variable de groupes hydroxyles (OH) (Hennebelle et al., 2004). La
diversite de ces moléecules repose sur la complexité du squelette initial, allant des molécules
simples comme les acides phénoliques (noyau C6) aux structures plus polymérisées telles que
les tanins condensés [(C6-C3-C6) n] et les lignines [(C6-C3) n]. Cette diversité est également
influencée par le degre de modification du squelette (méthylation, hydroxylation, oxydation) et
la nature des métabolites associés (protéines, lipides, glucides) (Macheix et al., 2005; Spencer
et al., 2008).
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2.2.1. Classification des composés phénoliques
2.2.1.1. Les acides phénoliques

Le terme "acides phénoliques™ designe généralement les composés phénoliques possédant
un groupe carboxylique. Les acides phénoliques ou phénolcarboxyliques (un type de
phytochimique appelé polyphénol) constituent l'une des principales classes de composés
phénoliques des plantes. On les trouve dans divers aliments d'origine végétale, tels que les
graines, les peaux de fruits et les feuilles de légumes, ou ils sont présents en plus grande
concentration. Typiquement, ils se trouvent sous forme liée, comme des amides, esters ou
glycosides, et rarement sous forme libre (Pereira et al., 2009). Les acides phénoliques sont

principalement divisés en deux sous-groupes :

e Acides hydroxycinnamiques

Les acides hydroxycinnamiques possedent une structure commune C6-C3 (figure n°4) et sont
dérivés de l'acide cinnamique, sont souvent présents dans les aliments sous forme d'esters
simples avec I'acide quinique ou le glucose. L'acide chlorogénique, une forme combinée des
acides caféique et quinique, est I'acide hydroxycinnamique soluble le plus abondant. Les quatre
acides hydroxycinnamiques les plus courants sont I'acide férulique, I'acide caféique, I'acide p-

coumarique et l'acide sinapique.
e Acides hydroxybenzoiques

Les acides hydroxybenzoiques possedent une structure commune C6-C1 et sont dérivés de
I'acide benzoique (figure n°4). On les trouve sous forme soluble et liés aux fractions de la paroi
cellulaire comme la lignine. Par rapport aux acides hydroxycinnamiques, les acides
hydroxybenzoiques sont généralement présents en faible concentration dans les fruits rouges,
les oignons et le radis noir. Les quatre acides hydroxybenzoiques les plus courants sont I'acide
p-hydroxybenzoique, l'acide protocatéchique, l'acide vanilliqgue et I'acide syringique
(Khoddami et al., 2013; Kumar et Goel, 2019).
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Hydroxybenzoic acids
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Figure 4: Structure chimique des acides phénoliques simples (da Silva et al., 2023).

2.2.1.2. Flavonoides

Les flavonoides constituent le groupe le plus important de composés phénoliques et sont
caractérisés par un squelette de 15 carbones, disposés en C6-C3-C6 avec différentes
substitutions et degrés d'insaturation. Actuellement, il existe environ 6000 flavonoides qui
contribuent aux pigments colorés des fruits, des herbes, des Iégumes et des plantes médicinales.
IIs sont classés en différentes sous-classes en fonction du carbone du cycle C auquel le cycle B
est attaché et du degré d'insaturation et d'oxydation du cycle C (Figure n°5). Les flavonoides
dont le cycle B est lié en position 3 du cycle C sont appelés isoflavones, ceux liés en position 4
sont appelés néoflavonoides, tandis que ceux liés en position 2 peuvent étre subdivisés en
plusieurs sous-groupes, notamment les flavones, flavonols, flavanones, flavanonols, flavanols
(ou catéchines), anthocyanines et chalcones (Beslo et al., 2023; Lafay et Gil-lzquierdo, 2008;
Panche et al., 2016).

11
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Figure 5: Structure du squelette de base des flavonoides et leurs classes (Panche et al.,
2016).

2.2.1.3. Tanins

Les tanins sont des composés phénoliques de poids moléculaire élevé, variant de 500 Da a
plus de 3000 Da, présents dans les feuilles, I'écorce, les fruits, le bois et les racines des plantes,
principalement localisés dans les vacuoles des tissus. A I'exception de certaines structures de
poids moléculaire plus élevé, les tanins sont solubles dans I'eau (20-35°C). Les composés
oligomériques avec des unités structurelles multiples et des groupes phénoliques libres peuvent
se complexer avec des protéines, de I'amidon, de la cellulose et des minéraux (Hassanpour et
al., 2011). 1l existe deux catégories de tanins distinguées sur la base de leur structure et de leur
origine biogénique : les tanins condensés et les tanins hydrolysables.

e Tanins condensé

Les tanins condensé (proanthocyanidines), se trouvent dans I'écorce, les racines et les feuilles
de la plupart des espéces vegétales, ainsi que dans les fruits et les graines. Ils se présentent sous
forme de dimeéres, d'oligomeéres ou de polymeres de flavonoides, en particulier les flavan-3-ols

(figure n°6).

12
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e Tanins hydrolysable

Les tanins hydrolysables ont une distribution taxonomique plus restreinte, se trouvant
principalement dans les arbres et les plantes dicotylédones herbacées. Ils sont principalement
dérivés d'acides phénoliques, comme I'acide gallique ou l'acide ellagique (figure 6), ce qui
permet de les subdiviser en gallotanins ou tanins galliques et en ellagitannins ou tanins
ellagiques. Associé au D-glucose, l'acide gallique forme un ester, le pentagalloylglucose, qui

est un précurseur des tanins hydrolysables (Brillouet et al., 2013).

Caondensed tannin

OH
Hydrolyzable tannin OH Jij[o
(Pentagalloylglucose) g H

Figure 6 : structures chimiques des tanins condensés et tanins hydrolysable.
2.2.1.4. Lignanes

Les lignanes (C6-C3) n sont des polymeéres de dimeres de phénylpropanoides ou les
unités phénylpropanes sont liées par le carbone huit. Elles jouent un rdéle dans les mécanismes
de défense des plantes et peuvent protéger contre le développement de certains cancers

hormono-dépendants chez les mammifeéres (Lamblin et al., 2008).
2.2.1.5. Stilbénes

Les stilbénes sont une classe de métabolites secondaires phénoliques de structure
chimique C6-C2-C6, phénoliques dérivés des plantes caractérisés par la présence d'un noyau
1,2-diphényléthyléne Ils présentent un grand intérét en raison de leurs propriétés curatives, et
de leur role important dans la protection des plantes contre les ravageurs et les agents
pathogenes. Le resvératrol et ses derives , tels que le pterostilbene, l'oxyresveratrol ou les
viniferins, sont les stilbénes les plus connus en raison de leurs nombreuses activités biologiques

et médicales puissantes (Dubrovina et Kiselev, 2017; Richard et al., 2014).
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2.3. Les alcaloides

Les alcaloides sont des composés hétérocycliques contenant de I'azote, Principalement
dérivés des plantes. Ils représentent I'un des types de produits naturels les plus importants en
raison de leur grand nombre ainsi que de leur diversité et complexité structurelles. En fonction
de leur structure chimique de base, les alcaloides sont classés en isoquinoléines, quinoléines,
indoles, alcaloides pipéridiniques, etc (Yan et al., 2021). lls peuvent étre classés selon leur
structure chimique, leur activité biologique, la voie de leur biosynthése et leur occurrence en
alcaloides hétérocycliques et non hétérocycliques. Ces derniers sont parfois appelés

protoalcaloides ou amines biologiques (Kukula-Koch et Widelski, 2017).

Les alcaloides présentent une gamme variée d'effets pharmacologiques, incluant des
activités anticancéreuses, antivirales, anti-inflammatoires et antibactériennes. En raison de cette
diversité d'activités pharmacologiques, plusieurs medicaments a base d'alcaloides ont été
développés, tels que la morphine, utilisée comme analgésique narcotique, la codéine, employée
dans les traitements contre la toux, la vinblastine, un médicament anticancéreux, et le
chlorhydrate de berbérine, un agent antibactérien. Ces médicaments sont largement utilisés en

pratique clinique (Yan et al., 2021).
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1. Activité antimicrobienne

1. 1. Infections nosocomiales

Les infections nosocomiales représentent un enjeu majeur pour la sécurité sanitaire a
I'échelle mondiale, affectant a la fois les patients et les professionnels de santé. Aussi appelées
infections associées aux soins de santé (IAS), elles se développent au cours du processus de
soins médicaux et ne sont pas présentes au moment de I'admission du patient. Ces infections,
qui ne sont ni ne présentes ni en incubation a I'admission, apparaissent genéralement 48 heures
apres I'hospitalisation. Elles peuvent survenir dans divers contextes de soins, tels que les
hopitaux, les établissements de soins prolongés ou les structures de soins ambulatoires. Bien
gu'elles ne soient pas liées a la pathologie principale ayant motivé I'admission, elles peuvent se
manifester méme aprés la sortie du patient de I'hdpital. Les IAS comprennent également les
infections professionnelles, pouvant affecter le personnel soignant (Chkhaidze et al., 2024;
Sharma et Shabir, 2017).

1. 1.1. Les types des infections nosocomiales

Selon le Réseau national de sécurité des soins de santé du Centre pour le Contrdle et la
Prévention des Maladies (CDC), les infections nosocomiales sont classées en 13 catégories en
fonction du site d'infection, sur la base de critéres cliniques et biologiques précis(Nimer, 2022).
Parmi les infections nosocomiales les plus courantes figurent les infections du site chirurgical,
les infections respiratoires, les infections sanguines, les infections fongiques nosocomiales, les
infections urinaires, les infections du systéeme nerveux central, ainsi que la pneumonie
nosocomiale, incluant les pneumonies bactériennes et virales, la tuberculose a Mycobacterium

tuberculosis, et I'aspergillose pulmonaire associée a la Iégionellose (Nimer, 2022).
1.1.2. Les pathogénes responsables des infections nosocomiales

Les infections nosocomiales sont généralement causées par des bactéries, des

champignons, des virus et des parasites.

1.1.2.1. Les bactéries

Les infections nosocomiales sont principalement causées par des bactéries, qui
représentent les agents pathogeénes les plus frequents. Certaines d'entre elles font partie de la

flore naturelle du patient et ne provoquent une infection qu’en cas d’affaiblissement de son
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systeme immunitaire. Parmi les bactéries responsables, Staphylococcus aureus résistant a la
méthicilline (SARM) se transmet par contact direct, par des plaies ouvertes ou par des mains
contaminées. En outre, les entérocoques résistants a la vancomycine (ERV) et les bactéries
multirésistantes a Gram négatif, telles que Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae,
Escherichia coli et Acinetobacter baumannii, représentent des menaces majeures pour les

établissements de santé ( Khan et al., 2017; Krzowska-Firych et al., 2014).

1.1.2.2. Les virus

Les virus représentent également une cause majeure d'infections nosocomiales. D'apres
les données de surveillance, environ 5 % de ces infections sont dues a des virus (Aitken et
Jeffries, 2001; Martinez et Pumarola, 2013). lls se transmettent principalement par contact
main-bouche, par voie respiratoire ou fécale-orale (Ducel, 2002). Parmi les maladies virales,
I'népatite, qui est chronique, est particulierement préoccupante. Dans les milieux de soins de
santé, les virus de I'hépatite peuvent étre transmis aussi bien aux patients qu'au personnel
médical. Les hépatites B et C se propagent fréqguemment a la suite de pratiques d'injection non
sécurisées (Riaz et al., 2022). D'autres virus impliqués incluent la grippe, le VIH, le rotavirus

et le virus de I'herpés simplex (Ducel, 2002).
1.1.2.3. Les parasites fongiques

Les parasites fongiques agissent en tant que pathogénes opportunistes, provoquant des
infections nosocomiales principalement chez les patients immunodéprimés. Aspergillus spp.
Peut étre responsable de ces infections par contamination de I'environnement. Candida albicans
et Cryptococcus neoformans sont également des agents pathogénes courants pendant
I’hospitalisation. Les infections a Candida proviennent de la flore microbienne endogene du
patient, tandis que les infections a Aspergillus sont généralement dues a I'inhalation de spores

fongiques présentes dans I'air contaminé (Khan et al., 2017).

1.1.3. Antibiorésistance des bactéries

La résistance aux antibiotiques (RAM) représente une menace majeure pour la santé
mondiale, car elle réduit I'efficacité des traitements contre les infections bactériennes. Ce
phénomene résulte principalement de la surconsommation et de 1’utilisation inappropriée des
antibiotiques en médecine humaine, en agriculture et en élevage, favorisant I’apparition de

souches bactériennes résistantes ( Azad, 2024; Kaur et al., 2024).
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1.1.3.1. Mode d’action des antibiotiques

Les antibiotiques, caractérisés par des mécanismes d’action variés, ciblent des processus
essentiels a la survie des bactéries. 1ls peuvent perturber la synthése du peptidoglycane, et par
conséquent la formation de la paroi cellulaire, comme c’est le cas des PB-lactamines, des
glycopeptides et de la fosfomycine, qui bloquent differentes étapes de ce processus. Certaines

molécules, telles que les polymyxines, désorganisent les membranes bactériennes.

D’autres antibiotiques, comme les macrolides, les aminosides, les phénicolés, les
tétracyclines, les lincosamides et les streptogramines, ciblent la synthése des protéines en se
fixant sur le ribosome bactérien, inhibant ainsi diverses étapes de ce processus. La synthese des
acides nucléiques (ADN et ARN) peut également étre altérée par des antibiotiques tels que les
quinolones, les rifamycines et les nitroimidazoles. Enfin, certains antibiotiques, comme les
sulfamides et le triméthoprime, agissent en perturbant le métabolisme intermédiaire des
bactéries (Allison et Lambert, 2024; Baran et al., 2023; Keller et Dorr, 2023).

1.1.3.2. Les mécanismes de résistance aux antibiotique

La résistance bactérienne aux antibiotiques se divise en deux grandes catégories :
la résistance intrinséque (innée) et la résistance acquise. La résistance intrinseque est une
caractéristique inhérente a une espéce bactérienne particuliere et dépend de ses propriétés
biologiques. Par exemple, Escherichia coli présente une résistance intrinséque a la
vancomycine en raison de la structure de sa membrane externe. En revanche, la résistance
acquise résulte de mécanismes évolutifs qui permettent a une bactérie initialement sensible de
devenir résistante. Ces mécanismes incluent : I’acquisition de genes de résistance par transfert
horizontal, des mutations dans I’ADN chromosomique, une combinaison des deux processus.
En outre, les génes régulateurs impliqués dans la multi-résistance et la formation de biofilms
bactériens jouent un r6le central dans le développement de la résistance antibactérienne
(Khameneh et al., 2016). Parmi les exemples de résistance bactérienne (figure 7), on trouve :
I'activation des pompes d'efflux des antibiotiques, qui éliminent activement les antibiotiques
des cellules bactériennes (comme dans le cas de la résistance aux fluoroguinolones et au
triméthoprime chez Pseudomonas aeruginosa). L'inactivation des enzymes de dégradation des
antibiotiques, responsables de la destruction des antibiotiques (par exemple, les b-lactamases
dans les Enterobacteriaceae). L'activation des enzymes modifiant la structure des antibiotiques,

ce qui altere leur efficacité (telles que les résistances au chloramphénicol ou a la fosfomycine
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dans P. aeruginosa). Enfin, la réduction de la perméabilité des antibiotiques, par une diminution
de la permeabilité de la paroi cellulaire bactérienne (comme observé dans la résistance aux

carbapénemes chez Serratia marcescens) (Khameneh et al., 2016).
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Figure 7 : Les mécanismes de résistance multiple aux antibiotiques chez les bactéries
(Khameneh et al., 2016).

1.2. Activité antimicrobienne des composés phytochimiques
1.2.1. Activité antimicrobienne des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont reconnues pour leurs puissantes propriétés médicinales,
notamment leurs actions bactéricides, virucides et fongicides, qui leur conférent une efficacité

notable contre un large éventail de micro-organismes pathogénes (Akthar et al., 2014).

1.2.1.1. Mécanisme d'action des huiles essentielles contre les micro-organismes pathogénes

1.2.1.1.1 Activité antibactérienne

Les huiles essentielles peuvent montrer a la fois un effet bactériostatique et bactéricide
de diverses maniéres. L'activité antimicrobienne des HE dépend de la quantité et de la qualité
des constituants chimiques présents ( Mittal et al., 2018). L'interaction entre la lipophilicité et
I'nydrophobicité des huiles essentielles et la membrane cellulaire bactérienne permet leur
perméabilité et leur pénétration a travers cette membrane (Benchaar et al., 2008). D'aprés
Tariq et al., (2019), la perturbation de I'organisation et des fonctions cellulaires de la paroi

bactérienne constitue un mécanisme central de I'activité antibactérienne des huiles essentielles
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(Figure 8).Les membranes externe et interne des bactéries sont endommagees, entrainant
I'inhibition du quorum sensing, la perturbation des voies métaboliques, I'inhibition des enzymes
de I'ATP synthase, la dénaturation des protéines membranaires, ainsi que I'échappement des
composants cellulaires, ce qui conduit finalement a la mort des cellules (Lopez-Romero et al.,
2015; Mittal et al., 2018; Yang et al., 2018).Par ailleurs, les huiles essentielles déstabilisent
I'organisation structurelle de la cellule bactérienne, provoquant un désordre des bicouches
phospholipidiques, des polysaccharides, des acides gras et des structures protéiques (Akthar et
al., 2014). Ce processus endommage également I'’ADN, probablement en raison de ruptures
dans la séquence des acides aminés des protéines bactériennes, entrainant une déformation de
la structure de I'ADN.
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Figure 8 : Mécanisme d'action de I'huile essentielle sur les fonctions de la membrane

cellulaire bactérienne (Lawani et al., 2024).

1.2.1.1.2. Activité antivirale

Les huiles essentielles possedent un fort potentiel en tant qu’agents antiviraux et sont
fréguemment utilisées pour traiter diverses infections virales humaines (Koch et al., 2008).
L’activité antivirale des huiles essentielles a été évaluée contre une large gamme de virus a
ARN et a ADN, qu'ils soient enveloppés ou non. Parmi les virus testés figurent les virus de
I'nerpes simplex de type 1 et 2, le virus de la dengue de type 2 et le virus de la grippe. De plus,
les huiles essentielles d'origan et de clou de girofle ont montré une activité contre des virus non
enveloppés tels que 1’adénovirus de type 3, le poliovirus et le coxsackie virus B1 (Wagstaff et

al., 1994). Allahverdiyev et al., (2004) ont démontré que les huiles essentielles de Melissa
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officinalis inhibaient la réplication du HSV-2, principalement en raison de la présence de
composes actifs tels que le citral et le citronellal. Par ailleurs, une étude menée par Sinico et
al., (2005) a révélé que les huiles essentielles extraites de Artemisia arborescens entrainaient

une inhibition significative du virus de I'herpés simplex de type 1.

1.2.1.1.3. Activité antifongique

Les huiles essentielles possedent la capacité de pénétrer et de perturber la paroi cellulaire
des champignons ainsi que leurs membranes cytoplasmiques, les rendant perméables, ce qui
conduit finalement a l'altération des membranes mitochondriales. Les modifications du flux
d'électrons a travers le systeme de transport d'électrons des mitochondries endommagent les
lipides, les protéines et les acides nucléiques des cellules fongiques (Arnal-Schnebelen et al.,
2004).De plus, les huiles essentielles peuvent perturber la dépolarisation des membranes
mitochondriales, réduisant ainsi le potentiel membranaire, affectant les canaux ioniques comme
ceux du Ca2+, modifiant le pH et altérant la pompe a protons ainsi que le pool d'ATP. Ce
changement de fluidité membranaire entraine la fuite de radicaux, de cytochrome C, d'ions
calcium et de protéines. En conséquence, la perméabilisation des membranes mitochondriales

internes et externes conduit a la mort cellulaire par apoptose et nécrose (Yoon et al., 2000).

1.2.2. Activité antimicrobienne des polyphénols

L'activité antimicrobienne des polyphénols présents dans les aliments végétaux et les
plantes médicinales a été largement explorée contre divers microorganismes. Parmi ces
polyphénols, les flavan-3-ols, flavonols et tanins ont suscité un intérét particulier en raison de
leur large spectre d’action et de leur efficacité antimicrobienne supérieure par rapport a d'autres
polyphénols. De plus, la majorité d'entre eux sont capables de supprimer plusieurs facteurs de
virulence microbienne, tels que l'inhibition de la formation de biofilm, la réduction de I'adhésion
des ligands de I'n6te et la neutralisation des toxines bactériennes, tout en montrant une synergie

avec les antibiotiques (Daglia, 2012).

1.2.2.1. Mécanisme d'action des polyphénols contre les micro-organismes pathogenes

L’activité antimicrobienne des polyphénols repose probablement sur plusieurs
mécanismes, dont I’augmentation de leur caractere lipophile, ce qui favorise leurs interactions
avec les membranes cellulaires et entraine des dommages irreversibles affectant a la fois la

membrane et les enzymes intracellulaires (Bouarab Chibane et al., 2019). De plus, des études
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ont montré que cette activité est liée a la présence et a la position d’un groupe hydroxyle libre
attaché a un cycle aromatique, ce qui facilite la délocalisation des électrons et modifie I'intégrité
des membranes des cellules microbiennes. Ce groupe hydroxyle joue également un réle crucial
dans I’inactivation d’enzymes microbiennes telles que 1’ATPase, I’histidine décarboxylase,
I’amylase et la protéase ; I’inhibition de I’ ATPase perturbe la respiration cellulaire, provoquant
ainsi la lyse cellulaire (Aguilar-Veloz et al., 2020; J. Rao et al., 2019). Par exemple, il a été
démontré que la quercétine, un polyphénol majeur du vin, inhibe 'ADN gyrase d'E. coli,
augmente la perméabilité membranaire et réduit son potentiel, entravant ainsi la synthése d'ATP
dans cette bactérie (Gutiérrez-del-Rio et al., 2018). Les polyphénols peuvent aussi interférer
avec la synthése des acides aminés essentiels en modulant des réactions clés comme celles du
phosphoenolpyruvate, de 1’erythrose-4-phosphate et de I’acide shikimique. Cette interférence
favorise la production de tryptophane tout en diminuant celle de la phénylalanine et de la
tyrosine, modifiant ainsi la structure de protéines cruciales pour la formation de I'appressorium
fongique. Par ailleurs, les tanins bloquent 1’activité de la catalase, provoquant des effets 1étaux
sur certains pathogenes. lls inhibent également les enzymes impliquées dans la synthése de
I’ergostérol, le principal composant de la membrane fongique, réduisant ainsi sa concentration

intracellulaire (Campoy et Adrio, 2017; Pagnussatt et al., 2013).
2. Activité antioxydante
2.1. Les espéces réactives de I'oxygeéne et leurs impacts sur les fonctions cellulaires

Les especes réactives de I'oxygéne (ROS) sont des molécules hautement réactives
produites au cours du métabolisme de l'oxygeéne. Elles comprennent les formes réduites de
I'oxygéne ainsi que leurs produits de réaction avec d'autres molécules et se divisent en radicaux
libres et composés non radicaux (Nunes-Silva et Freitas-Lima, 2015). Les ROS sont
généralement tres réactives en raison de I'électron non apparié présent dans leur couche externe,
et leur durée de vie est de I'ordre de la milliseconde (Wang, 2016). Parmi les ROS les plus
connus figurent I'anion superoxyde (+O2), le peroxyde d'’hydrogéne (H20.) et les radicaux
hydroxyles («OH). Les espéces réactives de 1’azote (RNS) constituent une sous-catégorie des
ROS, caractérisée par la présence de composés azotés (Doshi et al., 2012). A des concentrations
physiologiques, les ROS et les RNS jouent un rdle essentiel dans les fonctions cellulaires
normales, notamment en participant a la défense contre les infections, a la régulation de divers
processus de signalisation intercellulaire et a la facilitation de la maturation et de la fécondation

dans les systemes reproductifs (Dutta et al., 2024; Shlapakova et al., 2020; Zarkovic,
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2020).Cependant, lorsque les ROS sont produits en exces, dépassant les capacités du systéeme
de défense antioxydant, ils provoquent un stress oxydatif. Ce déséquilibre peut entrainer un
dysfonctionnement cellulaire en induisant la peroxydation des lipides, ainsi que des dommages
aux protéines et a I’ADN. En raison de ces effets délétéres, le stress oxydatif est associé a de
nombreuses pathologies telles que le SIDA, le vieillissement, l'arthrite, I'asthme, les maladies
auto-immunes, la cancérogenése, les dysfonctionnements cardiovasculaires, la cataracte, le
diabete, la maladie d'Alzheimer, les maladies neurodégenératives et la démence de Parkinson
(Afzal et al., 2023; Jomova et al., 2024; Sindhi et al., 2013; Yiran et al., 2024).

2.1.1. Les radicaux libres

Les radicaux libres sont des molécules caractérisées par la présence d’au moins un
électron de valence non apparié, ce qui les rend extrémement réactives et généralement
instables. Parmi tous les radicaux libres, le radical hydroxyle («OH) et I'anion superoxyde («O2
) sont les exemples les plus connus. Ces deux radicaux, issus de 1’oxygeéne moléculaire sous
des conditions réductrices. Cependant, en raison de leur forte réactivité, les radicaux libres
peuvent causer des dommages aux fonctions cellulaires normales lorsqu’ils sont présents en
concentrations élevées (Nunes-Silva et Freitas-Lima, 2015). D’autres exemples notables de
radicaux libres incluent le monoxyde d’azote («NO), le peroxyle lipidique («LOQO") et le radical
thiyle («RS) (Agarwal et al., 2014).

2. 1.1.1. Radical hydroxyle (-OH)

La formation du radical hydroxyle (+OH) résulte principalement de la réaction de
Fenton, qui se produit lorsque le peroxyde d’hydrogeéne (H20>) interagit avec des métaux de
transition réduits comme le fer ou le cuivre. De plus, I’exposition des molécules d’eau aux
radiations ionisantes peut également générer des radicaux hydroxyles (Attaran et al., 2000;
Aziz et al., 2004; Nunes-Silva et Freitas-Lima, 2015; Zhao, 2023).

2.1.1.2. Anion superoxyde (02¢)

L'anion superoxyde (O2¢") se forme lors de la réduction univalente de I’oxygéne. Ce
processus peut avoir lieu au sein de la chaine de transport des électrons mitochondriale (ETC)
ou une fuite d'électrons lors des réactions d'oxydoréduction entraine sa production sans
nécessiter d'activité enzymatique, grace a des intermédiaires réactifs d'oxydoréduction tels que

le semi-ubiquinone (figure n°9). De plus, des enzymes telles que les NADPH oxydases et la
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xanthine oxydase (XO) peuvent également catalyser cette réaction (Ferree et Shirihai, 2012;
Jarmuszkiewicz et al., 2023; Valdez et al., 2000).

Les neutrophiles et les macrophages liberent souvent de grandes quantités d'anions superoxydes
sous l'effet des difféerentes isoformes de la NADPH oxydase. Ces anions peuvent ensuite étre
transformés en espéces non radicalaires, telles que le peroxyde d'hydrogéne (H20-) et I'oxygéne
singulet (*02), soit par des mécanismes enzymatiques impliquant des enzymes comme la
superoxyde dismutase (SOD), soit par des voies non enzymatiques (Canton et al., 2021; Fang
et al., 2022).

2H+
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Figure 9: Génération de ROS via la chaine de transport des électrons (Ahmad et al., 2017).
2.2. Les antioxydants

Le terme « antioxydant » désigne de maniere générale toute substance présente a faible
concentration, capable de retarder, prévenir ou inhiber de facon significative les dommages
causés par les radicaux libres dans 1’organisme. Les antioxydants agissent en réduisant ou
dismutant ces espéces, en les capturant pour former des composés stables, en séquestrant le fer
libre ou en favorisant la production de glutathion. Dans des conditions normales, un équilibre
existe entre les activités physiologiques et les niveaux intracellulaires de ces antioxydants. Ils
peuvent étre classes en deux grandes catégories (Favier, 2003; Halliwell et Gutteridge, 2015;
Sindhi et al., 2013; Jomova et al., 2024) :

2.2.1. Les antioxydants enzymatiques

Les antioxydants enzymatiques sont des composants essentiels du systéme de defense
de I'organisme contre le stress oxydatif en neutralisant les espéces réactives de I'oxygene. Les

principaux antioxydants enzymatiques la glutathion peroxydase (GPX), la superoxyde
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dismutase (SOD) et la catalase (CAT).Ces enzymes agissent de maniére synergique pour
neutraliser les radicaux libres et protéger les cellules des dommages oxydatifs (He et al., 2017;
Jeeva et al., 2015; Jomova et al., 2024; Rajput et al., 2021).

2.2.2. Les antioxydants non enzymatiques

Les antioxydants non enzymatiques se classent en deux grandes catégories : les antioxydants

endogénes, synthétisés par I'organisme, et les antioxydants exogenes, fournis par I'alimentation.
2.2.2.1. Systémes antioxydants endogenes

Le glutathion (GSH) est 1’un des antioxydants les plus importants. En plus de jouer un
role de cofacteur pour diverses enzymes de détoxification impliquées dans la lutte contre le
stress oxydatif, comme les glutathion peroxydases (GPx) et la glutathion transférase, le GSH
contribue au transport des acides aminés a travers la membrane plasmique. Il est également
capable de restaurer 1’activité des principaux antioxydants, les vitamines C et E, en les
régénérant sous leurs formes actives. Le glutathion peut réduire directement le radical
tocophérol de la vitamine E ou intervenir indirectement en transformant le semi-
déhydroascorbate en ascorbate (Averill-Bates, 2023; Masella et al., 2005).Un autre
antioxydant notable est 'ubiquinone (coenzyme Q10), reconnue pour sa capacité a neutraliser
I’anion superoxyde au niveau des membranes cellulaires. Par ailleurs, d’autres antioxydants
endogenes non enzymatiques, tels que ’acide lipoique, 1’acide urique, la bilirubine, la
mélanine, la mélatonine et certaines hormones sexuelles comme les cestrogenes, jouent
également un rdle essentiel dans la défense contre les radicaux libres (Rudenko et al., 2023;
Sharma et al., 2012).

2.2.2.2. Systemes antioxydants exogenes

Ces systemes incluent principalement la vitamine C, la vitamine E, ainsi que les
caroténoides, en particulier le béta-carotene. Leur action repose sur la capture des radicaux
libres, en neutralisant I'électron non apparié pour les convertir en molécules ou ions stables. Par
ailleurs, la vitamine C, en synergie avec la vitamine E, contribue a régénerer la forme réduite
de l'a-tocophérol grace a une réaction de transfert d'hydrogéne. Lors de ce processus, la
molécule antioxydante qui piége le radical devient elle-mé&me un radical, mais elle peut étre soit

éliminée, soit restaurée par un autre mécanisme antioxydant.
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En outre, divers composés d'origine végétale, issus de plantes médicinales et appartenant a des
familles variées, tels que les polyphénols, les alcaloides, les huiles essentielles et les
flavonoides, jouent également un réle similaire en tant que piégeurs de radicaux libres (Favier,
2003; Moussa et al., 2020; Pincemail et al., 2002)

2.2.2.2.1. Propriétés antioxydante des polyphénols

L’activité antioxydante des polyphénols est étroitement liée a leur structure chimique, avec
une corrélation marquee entre celle-ci et I’arrangement spatial des substituants. La position des
groupes fonctionnels ainsi que le degré d’hydroxylation influencent significativement cette
propriété (Gonzélez et al., 2020; Heim et al., 2002).En raison de leur diversité structurale, les
polyphénols se distinguent par leur efficacité en tant qu’antioxydants (Boussena et al., 2022).
IIs interviennent via plusieurs mécanismes au cours des réactions radicalaires, notamment en
neutralisant les radicaux libres, en complexant les ions métalliques de transition, en inhibant les
enzymes responsables de la génération d’espéces réactives de 1’oxygene , en stimulant les
enzymes antioxydantes endogenes et en prévenant la peroxydation lipidique (Dini et

Grumetto, 2022; Szymanowska et Baraniak, 2019).

e Chélation des ions métalliques

Les polyphénols jouent un réle essentiel dans I’inhibition de la formation des radicaux libres
et dans I’arrét de leurs réactions de propagation, notamment par leur capacité a complexer les

ions métalliques de transition, tels que le fer (Fe?*) et le cuivre (Cu?") (Nowak et al., 2022).

o Piégeage des espéces réactives de I’oxygene

Les polyphénols sont de puissants antioxydants capables non seulement de neutraliser les
radicaux libres, mais aussi de limiter leur formation. lls réduisent ainsi le taux d'oxydation en
inhibant la production ou en désactivant les especes actives et les précurseurs de radicaux libres.
Leur mécanisme d'action le plus courant consiste a agir comme des piégeurs directs dans les
réactions en chaine de peroxydation lipidique. En cédant un électron aux radicaux libres, les
polyphénols les neutralisent grace a leur pouvoir réducteur, tout en se transformant eux-mémes
en radicaux stables, moins réactifs, ce qui interrompt les réactions en chaine (Gonzalez et al.,
2020).
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3. Activité anti-inflammatoire

L’inflammation est une réponse cellulaire et humoral du system immunitaire, dans
laquelle le corps essaye de restaurer le tissue a son état initial avant la lésion et lutter contre les
agents pathogenes (Ashley et al., 2012). L’inflammation, lorsqu'elle est régulée de maniére
adéquate, peut s'adapter aux besoins de l'organisme. Cependant, quelquefois, la réaction
inflammatoire s’exagére et persiste sur une longue période, elle peut provoquer des effets

déléteres, mais cela pour préserver l'intégrité de I'organisme (Medzhitov, 2008).

Une réponse inflammatoire bien contr6lée est genéralement bénéfique en offrant une
protection contre les infections, mais elle peut devenir nuisible si elle devient dérégulée ou
insuffisante, entrainant des dommages irréversibles. Cela augmente ainsi la morbidité et la
mortalité dans des pathologies telles que la goutte, I'arthrite rhumatoide, la maladie de Crohn
ou le diabéte de type 2 (Furie, 2014). Une mauvaise régulation de I’inflammation entraine une
diffusion de ce dernier a travers le corps via la circulation sanguine, provoquant des lésions
tissulaires irréversibles, locales ou généralisées, telles que le choc septique, et méme le déces
(Barton, 2012; Nathan, 2006). C’est ce qu’on appelle I’inflammation chronique qui n’est pas
seulement causé par les infections ou les blessures mais aussi par le dysfonctionnement
tissulaire qui n’est pas lié ni a la défense contre un pathogéne, ni a la réparation tissulaire
(Medzhitov, 2008) .En outre, I’inflammation peut étre causé par les infections (bactériennes,
virales ou parasitaires), un traumatisme ou effet d’un agent chimique (toxines, acides, venins)
(Silbemagi et Lang, 2000),d’ailleurs la réponse immunitaire en cas d’inflammation fait
intervenir I’'immunité innée et I’immunité adaptative qui possedent des récepteurs peuvent
détecter les infections et les blessure et déclencher une réponse inflammatoire (Gattorno et
Martini, 2016) qui se déroule en quatre étapes : identification des agent nocifs, mobilisation
des cellules immunitaires, élimination du pathogenes, remettre 1’homéostasie tissulaire
(Soehnlein et Lindbom, 2010), si I’'un de ces étapes persistent ou n’achévent pas son but,

I’inflammation continue et devienne chronique (Drayton et al., 2006).
3.1. Inflammation aigue

C’est une réaction rapide et immédiate qui se produisent dés les premiéres heures apres

la blessure (Serhan et al., 2010) et peut étre repartie en trois phases :
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3.1.1. Phase vasculaire (réaction vasculo-exsudative)

Cliniquement elle se manifeste par 4 phénomenes typiques, signes cardinaux de Celsius
décrites par Weill et Batteux, (2003) qui sont le gonflement (Oedeme), la douleur, la chaleur
et ’érythéme. Cette phase a pour but de mobiliser les cellules immunitaires, en faisant modifier

la circulation sanguine par :

- Une congestion active : c’est une trés courte vasoconstriction suivit par une
vasodilatation des artérioles puis des capillaire, incitant, localement, un érytheme avec
diffusion de chaleur (Weill et Batteux, 2003).

- (Edéme inflammatoire : du a D’accumulation de [I’exsudat (eau et protéines
plasmatiques) dans le tissu conjonctif (Weill et Batteux, 2003).

- Diapédése leucocytaire : c’est une migration trans-endothéliale des leucocytes, cela
lorsque le débit sanguin se réduit, les leucocytes s’adhérent a la surface ces cellules
endothéliales exprimant les facteurs d’adhésion leucocytaire (capture), se roulent pour
renforcer 1’adhésion, se glissent a travers le capillaire et migrent vers le site de

I’inflammation (Muller, 2013).
3.1.2. Phase cellulaire

Les neutrophiles arrivent les premiers dans le site de I’inflammation suivit par les
monocytes et les macrophages qui possédent la capacité de phagocyter I’agent pathogéne

(Horvat et al., 2010).
3.1.3. Phase de réparation

Apres la phagocytose, les macrophages secretent des cytokines qui stimule la cicatrisation
tissulaire, réparation de 1’endothélium, angiogenese par les cellules endothéliales, la

régénération de tissu et matrice extracellulaire par les fibroblastes (Horvat et al., 2010).
3.2. Les cellules de I’'inflammation

Plusieurs cellules sont impliquées dans la réponse inflammatoire tell que :
e Les polynucléaires neutrophiles, ce sont eux qui arrivent les premiere sur site
d’inflammation, pour activer les cellules présentatrices d’antigene, module les fonctions

des monocytes, des cellules dendritiques et des macrophages (Sherwood et al., 2004)
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e Les mastocytes jouent un role majeur dans 1’homéostasie, leur dégranulation libere
I’histamine, les cytokines, I’héparine et d’autres médiateurs (Frenzel & Hermine,
2013).

e Les monocytes et macrophages activé par la rencontre avec les agents pathogenes, la
dégradation tissulaire, les anticorps, la thrombine, la fibrine et les cytokines (Galask &
Larsen, 2012)

e Les plaquettes sanguines sont majoritairement responsables de I’hémostase, et la
réparation tissulaire (Arman et al., 2015).

e Les basophiles, ce sont des régulateurs de I’inflammation, car elles secrétent des
médiateurs tel que I’histamine, les protéoglycanes intervenant dans 1’inflammation
chronique (Voehringer, 2013).

e Les polynucléaires éosinophiles ce sont des immunomodulateurs, libérent des effecteurs
pour contréler la fonction des autres cellules immunitaire, maintiennent la réponse
inflammatoire, antiviral, intervient aussi dans le renouvellement tissulaire (Isobe et al.,
2012).

e Les fibroblastes peuvent se différencier en different type de cellule de tissu conjonctif,
intervient dans I’inflammation et la cicatrisation, et le remodelage de la matrice
extracellulaire (Naguib et al., 2014).

e Les lymphocytes, elles jouent un réle dans la mémoire immunitaire, secrétent les
cytokines pour moduler les fonctions des macrophages (Chaplin & immunology,
2010).

e Les cellules endothéliales amplifient la réponse inflammatoire, et permettent le passage
des cellules immunitaire vers le site d’inflammation, elles ont aussi u réle important

dans le renouvélement tissulaire (Mittal et al., 2014).
3.3. Les médiateurs inflammatoires

Les médiateurs inflammatoires sont libérés en réponse au signaux inflammatoires soi par
les cellules immunitaires, les cellules endothéliales, les plaquettes ou les hépatocytes
(Medzhitov, 2008).

e Les amines vasoactives : ce sont I’histamine et la sérotonine secrétés par les mastocytes
et les plaguettes, et qui provoquent la vasodilatation et augmentent la permeabilité
vasculaire (Medzhitov, 2008).
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e Les peptides vasoactifs: comme la thrombine et la plasmine qui induisent la
vasodilatation, bradykinine qui stimule la douleur (Medzhitov, 2008).

e Les anaphylotoxines : comme le system du complément, ils ont un réle dans la
chimiotaxie leucocytaires, stimule 1’agrégation des neutrophiles et des plaquettes (Peng
et al., 2009).

e Les médiateurs lipidiques : les prostaglandines, les leucotriénes et les thromboxanes,
jouent plusieurs réles dans I’inflammations tel que: la vasodilatation, stimule
I’agrégation plaquettaire, chimiotaxie leucocytaire (Serhan, 2014).

e Les cytokines et les chimiokine : les cytokines peuvent étres des pro-inflammatoires
comme le TNFa (tumour necrosis factor) ou des anti-inflammatoires comme 1’IL-10
(interleukine 10) secrétés par les macrophages et les mastocytes. Par ailleurs, les
chimiokines régulent la migration et la chimiotaxie leucocytaire (Wieseler-Frank et
al., 2004)

e Lesenzymes protéolytiques : comme 1’¢lastase, les cathepsines, les métalloprotéinases
matricielles (MMP) interviennent dans le remodelage de la matrice extracellulaire et la
cicatrisation du tissu (Medzhitov, 2008).

3.4. Thérapeutique inflammatoire

Le traitement des maladies inflammatoires chroniques repose sur deux grandes classes
de médicaments : les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) et les anti-inflammatoires
stéroidiens (AIS).

3.4.1. Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)

Les AINS figurent parmi les médicaments les plus couramment utilisés, aussi bien en
automedication que sur prescription (Jouzeau et al., 2004). lls inhibent la biosynthese des
prostaglandines en agissant sur I'enzyme cyclooxygénase (COX) (Ambriz-Pérez et al., 2016).
L’inhibition de ce dernier est a ’origine des effets secondaire nocifs des AINS, tel que les
irritations gastriques, les ulcéres gastro-intestinaux, et la toxicité rénale (Sandilands &
Bateman, 2016).

3.4.2. Les anti-inflammatoires stéroidiens (AlS)

Les AIS, dérivés du cortisol (glucocorticoides), sont des agents anti-inflammatoires et
immun modulateurs largement utilisés pour traiter des maladies inflammatoires et auto-

immunes (polyarthrite rhumatoide, maladie intestinale inflammatoire, sclérose en plaques,

29



Synthése Bibliographique Activités biologique des plantes médicinales

psoriasis, etc.), ainsi que dans certains cancers ou pour prévenir le rejet d’organes greffés
(Coutinho et al., 2011). Ces glucocorticoides inhibent les premiéres étapes de la réponse
inflammatoire, réduisant la vasodilatation, la perméabilité vasculaire et I'émigration des
leucocytes vers les sites d’inflammation (Perretti & Ahluwalia, 2000). Leur action repose
principalement sur des mécanismes génomiques, en réprimant I'expression de génes codant
pour des cytokines, chimiokines, molécules d'adhesion cellulaire, et enzymes clés impliquées

dans l'inflammation (Coutinho et al., 2011).
3. 4.3. Les anti-inflammatoires naturels

Les processus inflammatoires sont impliqués dans de nombreuses pathologies, et les
traitements actuels peuvent parfois étre inefficaces ou entrainer des effets secondaires
indésirables. Cela justifie la recherche constante de nouvelles substances anti-inflammatoires.
Les plantes, premicres sources de médicaments dans I’histoire de 1’humanité, continuent
d’enrichir notre arsenal thérapeutique grace a leurs composés bioactifs, comme la vincristine,
la galantamine et ’artémisinine (FUrst & Zindorf, 2014). Les composés phénoliques, issus
du métabolisme secondaire des plantes, sont structurés autour d’au moins un cycle aromatique
avec des groupes hydroxyles attachés, et se divisent en deux catégories principales : les
flavonoides et les non flavinoides. Les flavonoides sont caractérisés par deux cycles
aromatiques reliés par un hétérocycle oxygené. Ils comprennent des sous-classes comme les
flavonols, flavones, isoflavones, anthocyanes, flavanols et flavanones. En général, les
flavonoides se présentent sous forme de glycosides dans la nature. Alors que les non-
flavonoides inclut des composés comme les acides phénoliques (acides benzoique et

cinnamique), les stilbenes, les tanins et les lignines (Tanigawa et al., 2007).

En fait, les composés phénoliques attirent un intérét croissant en raison de leurs effets
bénéfiques sur la santé, incluant une réduction des risques de maladies chroniques telles que le
diabete, les maladies cardiovasculaires, les maladies neurodégénératives (Alzheimer,
Parkinson) et I’inflammation (Suhaila Mohamed, 2014).1ls ont des propriétés similaires a
celles des AINS car ils agissent comme : des capteurs des radicaux libres, inhibiteurs des
enzymes impliquées dans le métabolisme de 1’acide arachidonique (cyclooxygénase,
lipoxygénase, phospholipase A2), des inhibiteurs des médiateurs pro-inflammatoires et
modulateurs de facteurs de transcription tels que NF-kB et Nrf2 (Hussain et al., 2016). Des
études récentes, sur les fleurs du thé vert, ont montré que des composés comme la quercétine,

I’épigallocatéchine gallate (EGCQG), et les flavines inhibent les enzymes COX-2 et LOX de
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maniere dose-dépendante, réduisant I’inflammation (Ichikawa et al., 2004; Santangelo et al.,
2007). Alors que, le polyphénol du cacao notamment les flavonols et catéchines, diminuent
I’inflammation via I’inhibition de DI’activation des cellules T et la réduction de cytokines
inflammatoires telles que I'IL-6 et le TNF-o (Andujar Pérez et al., 2012). En plus,
I’oleuropéine, I’hydroxytyrosol et le tyrosol, principaux composés phénoliques de I'huile d'olive
extra-vierge, inhibent la production d’eicosanoides pro-inflammatoires via I’inhibition de
COX-2, LOX et PLA2 (Santangelo et al., 2007). Néanmoins, la curcumine composant actif du
Curcuma longa, elle possede des effets anti-inflammatoires puissants. Des études in vivo ont
démontré qu’elle réduit les marqueurs d’inflammation tels que le TNF-a, la CRP et I’oxydation
des LDL tout en améliorant les paramétres métaboliques (Aggarwal et al., 2009; Nemmar et
al., 2012). Le kaempférol, encore, un flavonoide présent dans les pommes, le raisin et le chou,
réduit I’inflammation en inhibant la production de prostaglandines E2 (PGE2) (Liu et al.,
2014). Toutes ces études montrent que les composés phénoliques issus des plantes offrent des
perspectives prometteuses pour le développement de nouvelles thérapies anti-inflammatoires
naturelles. Leur capacité a moduler les enzymes et voies inflammatoires, combinée a leurs effets
antioxydants, en fait des agents précieux pour lutter contre les maladies inflammatoires

chroniques.
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1. Présentation de la famille des Lamiaceae

La famille des Lamiaceae ou Labiaceae est une famille botanique caractérisée par sa
vaste distribution mondiale. Elle est principalement composée de plantes herbacées et
d'arbustes, les arbres étant peu fréquents. Cette famille de plantes angiospermes dicotylédones
comprend environ 230 genres et 7100 especes herbacees, réparties en sept sous-familles
(Lamioideae Ajugoideae, Nepetoideae, Scutellarioideae, Prostantheroideae, Viticoideae et
Symphorematoideae) et se classe au 13°™ rang mondial en termes de variation des espéces et
au 3°™ rang en termes de distribution, avec une concentration significative dans les régions
tempérées et mediterranéennes (Bendiksby et al., 2011; Findik & Kaya, 2023; Nurtazina et
al., 2016; Rahmouni et al., 2021). La famille des Lamiaceae est abondamment présente dans
la flore algérienne, avec un total de 183 taxons, dont 19 endémiques. Elle occupe le quatrieme
rang, precédée par la famille des Asteraceae avec 557 taxons, les Poaceae avec 456 taxons et
les Fabaceae avec 455 taxons (Dobignard et Chatelain, 2012). Les caractéristiques typiques
de cette famille de plantes comprennent une tige quadrangulaire, des feuilles disposées de
maniére opposée et décussée, ornées de nombreux points glandulaires. Les fleurs présentent un
zygomorphisme prononcé, avec deux levres bien définies. Un grand nombre de genres au sein
de la famille des Lamiaceae sont connus pour leur nature aromatique, attribuée aux huiles
essentielles, ce qui leur confére une importance économique et thérapeutique. De plus, ces
plantes contiennent des composés tels que des phénols, des tanins, des flavonoides, des iridoides
glycosylés, des quinones, des coumarines, des terpénes, des saponines, des pyridines et des
alcaloides pyrrolidiniques. Les membres de cette famille sont également largement utilisés dans
les domaines culinaire, ornemental, pour leurs propriétés antiseptiques et dans le secteur
cosmétique. Elle est I'une des familles de plantes les plus largement utilisées au monde, servant
de source importante pour les épices et les extraits puissants aux propriétés antimicrobiennes,
antifongiques, anti-inflammatoires et antioxydantes. Parmi eux, les plus mentionnés dans la
littérature sont : Salvia, Molucella, Satureja, Mentha, Calamintha, Origanum, Thymus,
Rosmarinus, Ocimum, Phlomis et Lavandula (Ben Amor et al., 2009; Gherman et al., 2000;
Naghibi et al., 2022; Nassar et al., 2013).

La famille des Lamiaceae constitue un réservoir important d'huiles essentielles et de
composeés actifs, utilisés en aromathérapie et en parfumerie. Malgré la prévalence croissante
des fragrances synthétiques remplacant les essences naturelles, la parfumerie de luxe continue
d'employer ces plantes en utilisant des méthodes de distillation pour extraire leurs précieuses

fragrances, garantissant ainsi la qualité de leurs produits. De plus, l'industrie cosmetique
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exploite les propriétés hydratantes et souvent antiseptiques des Lamiaceae pour diverses

formulations de soins de la peau (Lahsissene et al., 2009).
1.1. Le genre Calamintha

Le genre Calamintha Mill. (Connu sous le nom de Calamint) comprend des plantes
odorantes appartenant a la famille des Lamiaceae, une famille bien représentée et largement
répandue dans toute la région méditerranéenne. Les espéces de Calamintha sont des plantes
herbacées vivaces de taille moyenne a grande, développant occasionnellement une base
ligneuse. Huit especes distinctes se trouvent en Europe, dans la région mediterranéenne
orientale, en Asie centrale, en Afrique du Nord et en Amérique (Alan et Ocak, 2009; Demirci
et al., 2011). Avant la révision taxonomique, ce nombre atteignait 30, laissant de nombreux
synonymes dans d'autres genres de Lamiaceae, tels qu’Acinos Miller, Clinopodium L.,
Micromeria Bentham et Satureja L. Par conséquent, l'utilisation de marqueurs chimio

taxonomiques est cruciale pour mieux distinguer ces genres (Marin et al., 2001).

Le genre est représenté par cing especes polymorphes dans la flore européenne : C.
nepeta, C. grandiflora (L.) Moench, C. sylvatica Bromf., C. incana (Sibth. & Sm.) Boiss et C.
cretica (L.) Lam., cette derniére étant une espéce endémique trouvée en Crete (Gréce) (Dodos
et al., 2021). Cependant, d'autres auteurs affirment que la Turquie seule abrite neuf especes et
quatre sous-especes, dont six taxons endémiques, tandis que la région des Balkans compte six
especes extrémement polymorphes (Tutin et al., 1980; Alan and Ocak, 2009; Alan et al.,
2011; Cavar et al., 2013). En particulier, les membres du genre Calamintha ont été identifiés
pour leurs impacts psychologiques durables, leur atténuation de I'hystérie, leur atténuation de
la mélancolie et leur amélioration de I'numeur. De nombreuses especes sont traditionnellement
utilisées pour le traitement de la jaunisse, de la sciatique, de l'inconfort abdominal, des
contusions et des coliques. De plus, ils ont été recommandés pour leurs propriétés toniques et
calmantes pour les nerfs, ainsi que pour leurs qualités expectorantes dans les traitements contre
la toux et le rhume (Debbabi et al., 2020).

1. 1.1. Calamintha nepeta

1.1.1.1. Description botanique
Calamintha nepeta (L.) (syn. Clinopodium nepeta (L.) Kuntze) est une herbe dense et
rhizomateuse qui ressemble a la menthe commune tant par son apparence que par son parfum

distinctif (figure 10)(Ceker et al., 2013; Pacifico et al., 2015) . C'est une plante vivace, qui
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peut étre faiblement a densément pubescente, atteignant des hauteurs allant jusqu'a 80 cm, avec
des feuilles largement ovées, qui peuvent étre obtuses, subentieres, ou crénelées-serrées de
facon peu profonde a profonde, émettant une forte odeur lorsqu'elles sont écrasées. Chaque
feuille possede genéralement jusqu'a neuf dents de chaque coté. Poussant typiquement dans des
terrains rocheux, des prairies seches et des zones abandonnées, elle forme un feuillage dense.
Ses épis axillaires portent de petites fleurs tubulaires a deux lévres allant du lilas au blanc,
chaque groupe contenant de 5 a 20 fleurs. Le calice mesure 3-7 x 1-2 mm de diametre, avec des
surfaces de faiblement a densément pubérulentes ou pubescentes, et des poils saillants a
I'intérieur de la bouche ; les dents supérieures mesurent 0,5-1,5 mm de long, étroitement ou
largement triangulaires, tandis que les dents inférieures mesurent 1-2 mm, généralement
pubérulentes, parfois avec quelques longs cils. La corolle mesure entre 10 et 15 mm (BoZovié¢
et Ragno, 2017; Tutin et al., 1980).

Figure 10 : Aspect morphologique de Calamintha nepeta.

1.1.1.2. Classification botanique

Selon Bozovi¢ et al., (2017), Calamintha nepeta appartient a la famille des Lamiaceae, et sa
classification est la suivante :

Domaine : Eukaryota

Régne : Plantae

Division : Spermatophyta

Subdivision : Magnoliophytina

Classe : Magnoliopsida
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Ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae

Genre : Calamintha

Espéce : Calamintha nepeta L. Savi (syn. Clinopodium nepeta (L.) Kuntze)

Noms vernaculaires : Meuta, Nebta, Lesser Catmint, nepitella (Araniti, Lupini, Mercati, et
al., 2013; Kerbouche et al., 2013).

1.1.1.3. Répartition géographique

Calamintha nepeta est largement distribuée dans la région méditerranéenne. On peut la
trouver dans divers pays d'Afrique du Nord, notamment en Algérie, au Maroc et en Tunisie.
Elle est également présente dans certaines parties de I'Europe du Sud, de I'Asie occidentale et
de I'Asie centrale, notamment en Espagne, en Italie, en Gréce, en Turquie, et dans les régions
allant du sud-est de I'Angleterre jusqu'a la Crimée, le Caucase et I'Anatolie occidentale. De plus,
elle s'est naturalisée en Amérique du Nord. Elle pousse dans les prairies arides et peut étre
trouvée aussi bien dans les sols non cultivés que dans les sols calcaires, s'étendant des plaines
basses jusqu'aux montagnes élevées (Chizzola, 2006; Alan and Ocak, 2009; Conforti et al.,
2012; Negro etal., 2013; Labiod, 2016; Debbabi et al., 2020; Benfreha et al., 2022; Brahimi
etal., 2023).

1.1.1.4. Propriété thérapeutique

Calamintha nepeta est reconnue pour sa riche histoire d'utilisation traditionnelle, étant
un aliment de base pour I'aromatisation des aliments et la médecine populaire. Ses applications
polyvalentes comprennent les fonctions d'antiseptique, de spasmolytique, de diurétique et
d'antitussif, ainsi que le soulagement d'affections telles que la dépression, les crampes, les
convulsions, l'insomnie et divers troubles gastro-entérologiques et respiratoires.
Traditionnellement prescrite comme stimulant, tonique, antispasmodique, diaphorétique,
expectorant et fébrifuge, elle posséde un large éventail de propriétés thérapeutiques. En raison
de son odeur agréable de menthe et de sa saveur trés spécifique, C. nepeta a été largement
utilisee dans la préparation des aliments et dans les recettes des fétes religieuses (Zeynalova,
2018; Debbabi et al., 2020; Demirci et al., 2011; Marongiu et al., 2010; Negro et al., 2013;
Stefanaki & van Andel, 2021).

Les huiles essentielles (HE) extraites de la Calamintha nepeta, sont renommées pour
leurs activités biologiques attribuées a la présence de composes naturels bioactifs. Il est notable

que les facteurs environnementaux influencent considérablement la composition chimique de
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ces huiles, entrainant une variation significative entre les échantillons (BoZovi¢ & Ragno,
2017).Ces HE présentent une faible toxicité (Arantes et al., 2019; Tu et al., 2018).possedent
des propriétés antioxydantes, antiprolifératives, antifongiques, ainsi qu'un large spectre
d'activité antibactérienne. Ces caractéristiques polyvalentes suggerent des applications
potentielles dans divers secteurs, notamment la biotechnologie, I'alimentation et les produits
pharmaceutiques (Medjdoub et al., 2022; Negro et al., 2013; Queiroga et al., 2018; Riela et
al., 2008).

1.2. Le genre Phlomis

Le terme "Phlomis" provient du grec "phlox", qui signifie flamme, en référence a
I'utilisation des feuilles de ces plantes pour fabriquer des meches de bougies (Albaladejo et al.,
2005; Moench, 1794). Le genre Phlomis, qui appartient a la famille des Lamiaceae, englobe
une variété d'especes réparties dans différentes régions ou elles rencontrent des conditions
écologiques et économiques adequates. Le genre Phlomis comprend notamment un total de 100
especes de plantes herbacées pérennes présentant des taux d'évolution significatifs. Certaines
espéces se caractérisent par I'héritabilité de leur ADN chloroplastique. Ces plantes poussent
généralement dans des climats xérophiles et arides, préférant les sols acides ou neutres, et sont
souvent cultivées comme sources de nourriture pour les larves de séricidés. En outre, elles ont
une importance historique et ont été représentées dans diverses représentations artistiques
(Baali et al., 2024; Fernandez-Calleja et al., 2023; Mahdi et al., 2023; Nematian et al.,
2024).En Algérie, il existe quatre especes de Phlomis : Phlomis herba-venti, et trois especes

endémiques, a savoir Phlomis bovei, P. caballeroi, et P. crinita (Khitri et al., 2020).
1. 2.1. Phlomis herba venti

1. 2.1.1. Description botanique

Phlomis herba-venti est une plante herbacée vivace, atteint une hauteur de 25 a 60 cm
(figure 11) (Kirimer et al., 2018). Les feuilles de Phlomis herba-venti sont opposées, simples
et de forme largement elliptique. Elles présentent une couleur vert grisatre et sont densément
couvertes de poils doux et laineux appelés indumentum. Cet indumentum agit comme une
barriére protectrice, aidant la plante a conserver I'eau et a survivre dans les environnements
arides. De plus, les feuilles de Phlomis herba-venti présentent des nervures profondes et des
bords festonnés, ce qui contribue a leur apparence et a leur texture distincte (Gostin, 2023). La

composition florale habituelle comprend des fleurs sans pédoncule groupées en verticillastres
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axillaires. Le calice est généralement en forme de tube ou de cloche, présentant 5 ou 10 nervures
et généralement 5 dents de taille égale. La corolle, a deux lévres, apparait généralement dans
des tons jaunes, roses ou blancs, la levre supérieure étant souvent comprimée latéralement dans

le groupe Phlomis (Mathiesen et al., 2011).

Figure 11 : Aspect morphologique de Phlomis herba venti.

1.2.1.2. Classification botanique

Phlomis herba-venti appartient a la famille des Lamiaceae selon Foley et al., (2003).
Sa classification est la suivante :
Domaine : Eukaryota
Régne : Plantae
Sous-regne : Tracheobionta
Classe : Magnoliophyta
Sous-classe : Asteridae
Ordre : Lamiales
Famille : Lamiaceae
Genre : Phlomis
Espéce : Phlomis herba-venti

Noms vernaculaires : Djeda, Pujas, Matagallos (Fernandez-Oca™na et al., 1996).

1.2.1.3. Distribution géographique

Phlomis herba-venti est distribuée dans les régions méditerranéennes d'Europe,
d'Afrique et d'Asie (Khalilzadeh et al., 2008). Cette plante est native d'Europe (Albanie,
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Bulgarie, France, Gréce, Italie, Portugal, Roumanie, Sicile, Espagne, Ukraine et Yougoslavie),
d'Afrique (Algérie, Maroc et Tunisie) et d'Asie (Iran, Irak, Kazakhstan, Crimée, Liban-Syrie,
Caucase du Nord, Turquie et Turkménistan) (POWO, 2024).

1.2.1.4. Propriété thérapeutique

De nombreuses especes de Phlomis dans le monde présentent une méthode d'utilisation
similaire, notamment comme tisane par infusion ou décoction pour traiter les troubles
gastriques, abdominaux et intestinaux, les maladies des voies respiratoires et les blessures (Ben
Amor et al., 2009; Khalilzadeh et al., 2008).Phlomis herba-venti est depuis longtemps utilisée
dans les pratiques traditionnelles pour la préparation de boissons toniques et digestives
(Ferrante et al., 2019). Des études récentes indiquent que I'extrait méthanolique de cette espéce
présente un potentiel antioxydant et antimicrobien, suggérant des applications possibles dans la
médecine et la production alimentaire (Azad et al., 2015; Morteza-Semnani et al., 2006). En
Espagne, les calices sont utilisés a des fins vétérinaires pour leurs propriétés antidiarrhéiques et

pour apaiser les douleurs musculaires (Fernandez-Oca™na et al., 1996).
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1. Matériel végetal

L'espéce Calamintha nepeta a été récoltée dans la région de Béni-saf a Ain Témouchent en
Mai 2021. Alors que I'espéce Phlomis herba venti a été collectée dans la région d’El ouricia a
sétif (figure 12) en juin 2022. Ces deux plantes ont été identifiées par le Pr Belhacaini Hachemi
(Université de Sidi Bel Abbes, Algérie). Des spécimens de références pour chaque espéce (LBV
032021, LBV/HB/22) ont été déposes au Laboratoire de Microbiologie et Biologie Végétale.
Les coordonnées géographiques des zones de collectes sont indiquées dans le tableau n°2. Puis
les parties aériennes de deux plantes ont été rincées, puis séchées a l'air libre a température

ambiante pendant 15 jours jusqu'a stabilisation de leur masse.
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Figure 12 : Localisation géographique des sites de collecte des plantes étudiées.

Tableau 2 : Coordonnées géographiques des sites de récolte des especes vegétales étudiées

Espéce végétale

Région

Coordonnées géographique

Calamintha nepeta

Béni-saf (Ain Témouchent)

Altitude : 25 m, longitude 1°23'1"O
et latitude : 35°18'8"N

Phlomis herba venti

El ouricia(Sétif)

Altitude : 1103 m, longitude: 5° 24'
34.43"E et latitude: 36° 17'1.14"N
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2. Extraction des huiles essentielles par hydrodistllation

Les procédes d'extraction des huiles essentielles de Calamintha nepeta (feuilles) ont été
réalisé par la méthode de I’hydrodistllation & I'aide d'un hydro distillateur de type Clevenger
(figure 13). Cela consiste a introduire 100 grammes de matiére végétale dans un ballon de 2
litres rempli d'eau distillée. L'ensemble du mélange est chauffé pendant une durée de 3 heures
a l'aide d'un chauffe-ballon. En conséquence, les vapeurs contenant I'huile essentielle
traversent un systéeme de refroidissement, puis se condensent et se rassemblent dans une
ampoule a décanter. L'huile se sépare de I'eau en raison des différences de densité. L'huile
obtenue est conservée dans des tubes en verre fermés hermétiquement a 1’obscurité et

maintenus a une température de 0°C jusqu'a leur utilisation ultérieure.

— [
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-

Figure 13 : Dispositif d’hydrodistillation de type Clevenger pour I’extraction des huiles essentielles.

3. Extraction des extraits par macération

La préparation des extraits bruts de la partie aérienne de C. nepeta (les feuilles) et de P.
herba venti (les feuilles avec les fleurs) a été réalisée par macération (Figurel4) .10 g de
matériel végétale préalablement broyées en poudre ont été mises en contact avec 100 mL de
mélange éthanol/eau (80/20). Le mélange a été agité a température ambiante dans I'obscurité
pendant 48 heures. Apres une double filtration sur papier wattman N°1, les filtrats hydro-
éthanolique ont été concentrés a sec sous pression réduite dans un évaporateur rotatif Bichi
(Allemagne) a température modérée (45°C). Puis tous les extraits sont et conservés au froid
(4 °C) jusqu'a son utilisation (Fadili et al., 2017).
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Macération Filtration Evaporation

Figure 14 : les étapes d’extraction hydro-éthanolique.
4. Calcul des rendements des extractions

Le rendement d’extraction est défini comme ¢étant le rapport entre la masse de I’extrait
sec ou d’huile essentielle (M1) et la masse initiale du matériel végétal traitée(MO0). Ce
rendement est exprimé en pourcentage et calculé par la formule ci-dessous :

R (%)= (MO/M1) x 100
R : rendement d’extraction en pourcentage.
MO : masse d’huile essentielle ou de I’extrait sec en gramme.

M1 : masse initiale de la matiére végétale en gramme.
5. Screening phytochimique

Le Screening phytochimique joue un role essentiel dans I'identification des diverses
familles de composés chimiques présentes dans les plantes sous étude. Il implique la réalisation
de tests phytochimiques qualitatifs qui reposent soit sur des réactions colorimétriques, soit sur
la création de complexes insolubles en utilisant des réactions de précipitation, lesquelles sont
spécifiques a chaque catégorie de principes actifs. Le criblage phytochimique a été réalisé sur
les extraits hydro-éthanoliques de la partie aérienne de P. herba venti, et les feuilles de
Calamintha nepeta en suivant les tests standards selon décrits par Békro et al., (2007);
Firdouse et Alam, (2011); Rao et al., (2016); Shaikh et Patil, (2020).

5.1. Polyphénols

Une seule goutte d'une solution de chlorure ferrique a 2 % est ajoutée a un volume de 5
ml de l'extrait. L'observation d'une coloration bleu-noiratre ou verte, avec une intensité variable,

indique la présence de polyphénals.

41



Matériel et Méthodes

5.2. Tanin

5 mL de I'extrait ont été placés dans un tube a essai, puis 2 mL d'une solution de FeClz a 5
% ont été ajoutés. Un précipité noir verdatre indique la présence de tanins.
5.3. Alcaloides

Leur détection est effectuée par les trois tests suivants :

e Testde Mayer : 1 mL d’extrait est introduit dans un tube a essai auquel 3 gouttes du réactif

de Mayer (Annexe 1) sont ajoutées ;

e Test de Wanger : 1 mL d’extrait est introduit dans un tube a essai auquel 3 gouttes du
réactif de Wagner (Annexe 1) sont ajoutées.
e Test de Dragondroff : 1mL d’extrait est introduit dans un tube a essai auquel 3 gouttes
du réactif de Dragondroff (Annexe 1) sont ajoutées.
La présence d’alcaloides est caractérisée par une coloration jaunatre ou précipité orangée ou
brun-rougeatre.

5.4 . Anthraquinones

La détection des anthraquinones s'effectue en ajoutant quelques gouttes d'acide
chlorhydrique a 0.5 mL d'extrait. La formation d'un précipité de couleur rouge indique la

présence d'anthraquinones.

5.5. Les flavonoides

La détection des flavonoides est réalisée en ajoutant quelque goutte d'acide chlorhydrique
et 0.5g de copeaux de magnésium a 1mL d’extrait. La présence des flavonoides se traduit par

un changement de couleur vers un orange rouge ou un jaune.

5.6. Coumarines

La présence des coumarines est mise en évidence en ajoutant a 1 mL d'extrait 1 mL de
d'hydroxyde de sodium a 10 %. La présence de coumarines est indiquée par la formation d'une

couleur jaune.
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5.7. Carbohydrates

Des quantités égales de solution A et B de Fehling ont été ajoutées a l'extrait puis le
mélange a été chauffé dans un bain marie pendant quelque minute, la formation d'une couche

de couleur rouge brique indique la présence des carbohydrates.

5.8. Quinones

1 ml de I'extrait a été mélangé avec 1 mL d'HCI concentré. La formation d'une couleur
rouge indique la présence de quinones.

5.9. Terpénoides

Dans un tube a essai contenant 2 mL de chloroforme, on a ajouté 0.5 mL d'extrait.
Ensuite, 3 mL d'acide sulfurique concentré ont été ajoutés. La coloration brune rougeéatre de

I'interface indique la présence de terpénoides.
6.Quantification des composés phénoliques

La mesure quantitative des composés phénoliques, comprenant les polyphénols totaux
(PT), les flavonoides totaux (FT) et les tanins condensés (TC), est effectuée par spectrométrie

a l'aide d'un spectrophotomeétre UV-visible de type Jenway (6715 UV-Vis).
6.1. Dosage des polyphénols totaux

La quantité de polyphénols totaux présents dans les extraits hydroéthanoliques a été évaluéee
a l'aide du réactif de Folin-Ciocalteu, en suivant le protocole décrit par Dewanto et al.,
(2002).Ce réactif est une substance acide jaune constituée d'un mélange d'acide
phosphotungstique (H3PW12040) et d'acide phosphomolybdique (H3PMO12040). Apres
oxydation, il est réduit en un mélange d'oxyde de tungsténe bleu et de molybdene. La couleur
produite est directement proportionnelle a la teneur en composés phénoliques de I'extrait

analysé.
» Mode opératoire

Un volume de 125 pL de chaque extrait (1 mg/mL) a été melange avec 500 pL d'eau
distillée et 125 pL de réactif Folin-Ciocalteu dilué 10 fois. Ce mélange a été vigoureusement
agité puis laissé en repos pendant 6 minutes. Ensuite, 1250 pL d'une solution a 7 % de

carbonate de sodium (Na2COs3) ont été additionné eau mélange et le volume final a été ajusté
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a 3 mL en ajoutant de I'eau distillée. Aprés I’incubation a I'obscurité et a température ambiante
pendant 90 minutes. L’absorbance a été mesurée a 760 nm. La quantité totale de polyphénols
a été calculée en utilisant I'équation de régression de la gamme d'étalonnage établie avec l'acide
gallique (100-1000 pg/mL) et est présentée en milligrammes d'équivalent d'acide gallique par
gramme d’extrait (mg EAG/g extrait).

6.2. Dosage des flavonoides totaux

d'aluminium La quantité totale de flavonoides dans les extraits de C.nepeta et P.herba venti
a été mesurée en utilisant la méthode du chlorure telle que décrite par Ullah et al., (2019). La
méthode repose sur le principe de lI'oxydation des flavonoides par le trichlorure d'aluminium

(AICI3), conduisant a la formation d'un complexe rose absorbant a 430 nm.
» Mode opératoire

Un volume de 0.5ml de chlorure d'aluminium a 2% dans 1’éthanol a été mélangé avec un
volume équivalent de différents extraits (1 mg/mL). Apres I’incubation a l'obscurité et a
température ambiante pendant 15 minutes. L’absorbance a été mesurée a 430 nm. Une courbe
d'étalonnage a été préalablement établie avec la quercétine comme standard (10-90pg /mL). La
teneur en flavonoides a été exprimée en milligrammes équivalents de quercétine par gramme

d’extrait (mg EQ/g extrait).
6.3. Dosage des Tanins condensés

Le dosage des tanins condensés a été réalisé par la méthode de vanilline décrite par Ali-
Rachedi et al.,( 2018).Cette méthode repose sur la réaction de la vanilline avec le groupe

terminal flavonoide des tanins condensés, entrainant la formation de complexes rouges. Cette
réaction est attribuée a la capacité des tanins de se convertir en anthocyanidols de couleur rouge

lorsqu'ils réagissent avec la vanilline.
» Mode opératoire

A 50 uL de chaque extrait, un volume de 1500 pL d'une solution de vanilline (a 4% dans
I’éthanol) a été ajouté. Ensuite, 750 uL d'acide chlorhydrique concentré (HCI) ont été
additionné. Le mélange résultant a été laissé réagir a température ambiante pendant 20 minutes.

L'absorbance a été mesurée a 550 nm. Une courbe d'étalonnage a été préalablement établie avec
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la catéchine comme standard (0-2000ug /mL). La teneur en tanins condensés a été exprimeée en

milligrammes équivalents de catéchine par gramme d’extrait (mg EC/g extrait).

7.Analyse chimique de I’huile essentielle et des extraits hydro-éthanoliques

La méthode de chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
(GC/MS) a eté employée pour séparer, identifier et déterminer la structure des composants d'un
mélange. Le principe de cette technique repose sur la transformation des molécules séparées
par chromatographie en phase gazeuse dans le spectrométre de masse, ou elles sont fragmentées
en ions de masses différentes. Ces ions sont ensuite séparés en fonction de leur masse,
permettant ainsi la détection des fonctions chimiques caractéristiques de chaque famille de
molécules.

Les compositions des composés volatils de I’huile essentielle de C. nepeta, 1’extrait de
C. nepeta et I’extrait de P.herba venti ont été analysée a l'aide d'un chromatographe en phase
gazeuse couplé a un spectromeétre de masse (Shimadzu GC-MS QP 2020, et Shimadzu, Kyoto,
Japon). Les extrait sont été solubilisé dans du N-méthyl-N-triméthylsilyl trifluoroacétamide
(MSTFA : agent de dérivation) et incubé & 37°C pendant 30 minutes.

La séparation des composés a été réalisée a I'aide d'une colonne capillaire Zebron ZB-5

MSi (Dimensions : 30 m, 0.25 mm, épaisseur du film : 0.25 pm ; Phenomenex, Torrance, CA,
Etats-Unis). L'analyse GC-MS a été réalisée dans les conditions suivantes : L'hélium a été utilisé
comme gaz vecteur a un débit de 1.01 mL/min et un rapport de fractionnement de 1 :20.
En outre, le programme de température du four a été augmentée de 45 °C a 150 °C a une vitesse
de 2 °C/min, puis chauffée & 270 °C & une vitesse de 15 °C et maintenue pendant 5 minutes, Le
volume d'injection a été de 1 pL 1’unité de masse a été réglée a une température de source d'ions
de 240 °C et a une tension d'ionisation de 70 Ev.

Les composés volatiles ont été identités par leurs spectres de masse et leurs indices de
rétention (IR) comparés a la base de données de la bibliotheque NIST 20 (National Institute of
Standards and Technology) et FFNSC (Mass Spectra of Flavors and Fragrances of Natural and
Synthetic Compounds), leurs temps de rétention inconnus avec des étalons authentiques. La
quantification des composants identifiés a été réalisee en normalisant les pics par rapport a
I'étalon interne ajoute. Le logiciel GCMS Postrun Analysis (Shimadzu, Kyoto, Japon) et
AMDIS (v. 2.73) ont été utilisés pour I'analyse des données expérimentales (Adams, 2007).
L'identification des composeés s'est fondée sur la comparaison des spectres de MS obtenus avec

la base de données NIST?20, ainsi que sur la comparaison des indices de rétention obtenus avec
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cette base de données a l'aide de la solution GCMS version 4.45 (Kwasnica et al., 2023;
Lyczko et al., 2023).

8.Activités biologiques in vitro

8.1. Détermination de I’activité antioxydante

Deux méthodes sont employées pour évaluer l'activité antioxydante des composés
phénoliques purs ou des extraits, reposant généralement sur des changements de couleur ou de
décoloration d'un réactif dans le milieu réactionnel. Dans le cadre de notre étude, nous avons

opté pour trois tests chimiques : le test de DPPH, test de FRAP.
8.1.1. Test de DPPH*
» Principe

Le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH<) est un radical organique stable de couleur
violette, caractérisé par absorption dans un intervalle compris entre 512 et 517 nm. Sa stabilité
découle de la présence d'un électron non apparié sur un atome du pont d'azote. En présence
d'agents antioxydants agissant comme donneurs d'hydrogéne (AH), le composé subit une
réduction pour former une forme non radicalaire appelée DPPH-H (2,2-diphényl-1-
picrylhydrazine), induisant ainsi un changement de couleur vers le jaune(figurel5) (Brand-
Williams et al., 1995; Habibou et al., 2019).
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AOXH = Natural Antioxidants

Figure 15 : Processus de neutralisation du radical libre DPPH par un agent antioxydant
(Arce-Amezquita et al., 2019).
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» Mode opératoire

L’activité antioxydante des extraits et de 1’huile essentielle a été déterminée par la mesure
du pouvoir de piégeage du radical DPPH selon le protocole décrite par Brand-Williams et al.,
(1995).La solution stock a été préparée en dissolvant 24 mg de DPPH dans 100 mL d'éthanol,
puis conservée a une température de -20 °C jusqu’a leur utilisation. La préparation de la solution
de travail a impliqué l'utilisation d'un spectrophotomeétre. Un volume de 10 mL de la solution
stock a eté mélangé avec 45 mL d'éthanol pour obtenir une lecture d'absorbance dans un
intervalle de [1.1 + 0.02] a une longueur d'onde de 515 nm.

Un volume de 150 pL de chaque échantillon a différentes concentrations est mélangé avec
2850 pL de solution de DPPH. Aprés I’incubation a température ambiante et a 1’obscurité
pendant 30 min, I’absorbance est mesurée a 515 nm a 1’aide d’un spectrophotometre. Nous
suivons une procédure similaire pour l'acide ascorbique (antioxydant de référence).
L’évaluation de l'activit¢ de piégeage des radicaux libres a été effectuée en mesurant le
pourcentage d'inhibition de I'absorbance du DPPH par les antioxydants. Les résultats sont

exprimés en pourcentage d’inhibition du radical DPPH (1%) par la formule suivante :
1% = [(A0 - A1) /A0] x 100

Ao : absorbance de controle ;
A1 : absorbance d’échantillon.
La concentration inhibitrice de 50% des radicaux libres a été graphiquement déterminée en

utilisant I'équation de la régression linéaire.

8.1.2. Test du pouvoir réducteur (FRAP)

Une augmentation de I'absorbance correspond a la capacité de réduction des
antioxydants/extraits d'antioxydants. Les composés qui possédent une capacité antioxydante
réagissent avec le ferricyanure de potassium (Ks [Fe (CN) 6]), ce qui entraine la formation de
ferrocyanure de potassium (Ks [Fe (CN) 6]). Ce dernier réagit ensuite avec le trichlorure
ferrique, conduisant a la production de ferrocyanure ferrique, un complexe de couleur bleue,

dont I'absorbance maximale est de 700 nm.
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» Mode opératoire

1mL de I'huile essentielle ou des extraits a différentes concentrations a été mélangé avec
2.5 mL de solution tampon phosphate (0.2 M, pH 6.6) et de 2.5 ml de ferrocyanure de potassium
KsFe (CN) s a une concentration de 1 %. Le mélange obtenu a ensuite été incubé a une
température de 50 °C dans un bain-marie pendant 20 minutes. Ensuite, le mélange a éte refroidi
a température ambiante et 2.5 mL d'acide trichloracétique a 10 % ont été ajoutés pour arréter la
réaction. Puis, le mélange a été centrifugé pendant 10 minutes & une vitesse de 3000
tours/minute. Ensuite, 2.5 mL du surnageant ont été combinés avec 2.5 ml d'eau distillée et 0.5
mL d'une solution de FeClz 2 0.1 %. Aprés une période d'incubation de 10 minutes, I'absorbance
des solutions a été mesurée a une longueur d'onde de 700 nm. Un témoin positif a été utilisé
constitué d'une solution d'acide ascorbique préparée dans les mémes conditions a différentes
concentrations.
La concentration effective (CEso) de I'extrait ou de I'huile essentielle qui a entrainé une
absorbance de 0.5 % a été déterminée par interpolation a l'aide de I'équation de régression
linéaire (Gheffour et al., 2015).

8.2. Activité anti-inflammatoire in vitro
8.2.1. Test de dénaturation des protéines

La stabilisation thermique de I'albumine sérique bovine (BSA) par des produits naturels est
une caractéristique importante pour la sélection de molécules ayant un intérét thérapeutique en
tant qu'agents anti-inflammatoires. Williams et al., (2008)ont mis au point un test visant a
évaluer la capacité de protection de la BSA contre la dénaturation due a une exposition a des
températures élevees. Cette stabilisation thermique de la BSA implique que la protéine conserve
sa structure et, par conséquent, sa fonction, tout en étant incapable d'exprimer les antigénes
pathogenes (Williams, 2009).

» Mode opératoire

Le test de dénaturation des protéines a été effectue en suivant le protocole décrit par
Chandra et al., (2012). Un mélange réactionnel de 5 mL a été préparé, comprenant 200 pL de
BSA, 2800 uL de tampon phosphate salin pH 6.4 et 2000 uL d'échantillon a différentes
concentrations. Le mélange a été incubé a 37°C pendant 20 minutes, puis chauffé a 70°C
pendant 5 miSnutes. Apres refroidissement, I'absorbance a été mesuree a 660 nm. Le diclofénac
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sodique a été utilise comme médicament de reférence et traité de maniére similaire pour la
détermination de 1’absorbance, le pourcentage d'inhibition de la dénaturation de la BSA a été

calculé selon la formule suivante :

Inhibition de la dénaturation (%) = 100 x (1-A4z2/41)

A; = Absorbance du contrdle ; A; = Absorbance de I'échantillon.

8.3. Activité antimicrobienne
» Les microorganismes testes

Dans cette étude, un total de dix souches microbiennes (Tableau 3), ont été évaluées afin de
déterminer leur sensibilité aux composés antimicrobiens classiques (les antibiotiques et les
antifongiques), ainsi qu'aux agents naturels (les huiles essentielles et les extraits de plantes). Il
s’agit de neuf souches bactériennes (quatre Gram négatives et cing Gram positive) et une levure.

Tableau 3 : Liste des microorganismes testés.

Souche Code Gram Source
Staphylococcus aureus ATCC25923 positive
Enterococcus fecalis ATTC29212 positive
Bacillus subtilis ATCC6633 positive
Bacillus cereus ATCC10876 positive
Bacillus cereus ATCC11778 positive
Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 négative Institut
Klebsiella pneumoniae ATCC700603 négative pasteur
Escherichia coli ATCC25922 négative d’Alger
Proteus mirabilis ATCC35659 négative
Candida albicans ATCC10231 /

ATCC: American Type Culture Collection.
» Préparation de I’inoculum

Pour notre étude, nous avons préparé I'inoculum en utilisant une culture jeune de 18 heures
sur bouillon nutritif pour les bactéries et de 48 heures sur bouillon Sabouraud pour les levures.
Les cultures ont été diluées dans de I'eau physiologique, et la turbidité de chaque suspension a

été ajustee a 0.5 sur I'échelle de MacFarland, ce qui correspond a une concentration de (1-2)
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x10® UFC/mL pour les bactéries et de (1-5) x10® UFC/mL pour les levures (Abdelli et al.,
2019; Ouguirti et al., 2021).

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

La sensibilité aux antibiotiques et antifongiques a été évaluée conformément aux
recommandations du comité de I'antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie en
utilisant la méthode de diffusion de disque sur milieu gélosé (CLSI, 2012). Les boites de Pétri
contenant les milieux Mueller Hinton et Gélose Sabouraud ont été ensemencées par étalement
de 100 pL d'inoculum bactérien ou fongique, et des disques d'antibiotiques et des disques
imprégnés de 15 pL d'une solution d'antifongique (100 pg/mL) ont été déposés sur les boites
inoculées des souches a tester a I'aide d'une pince stérile. Les boites de Pétri ont été laissees
diffuser a température ambiante pendant 1 heure avant d'étre incubées a 37°C pendant 24 heures

pour les bactéries et pendant 48 heures pour les levures. Les expériences ont été effectuées en

trois répétitions.
8.3.2. Etude de P’effet antimicrobien de I’huile essentielle et des extraits

8.3.2.1. Méthode de Vincent (technique de diffusion en milieu gélosé)

Nous avons utilisé la méthode de I'antibiogramme (CLSI, 2012) pour évaluer l'activité
antimicrobienne des huiles essentielles et des extraits. Cette méthode est fiable et reproductible,
et est souvent utilisée comme étape préliminaire a des études plus approfondies (Balouiri et al.,
2016). Pour ce faire, nous avons ensemencé des milieux coulés en boite de Pétri avec 100 pL
de suspension microbienne ajustée a 0.5 MacFarland. Nous avons ensuite déposé des disques
de papier Wattman stériles de 6 mm de diamétre contenant 15 uLL d'huile essentielle ou d'extraits
hydro-éthanoliques de C. nepeta et P. herba venti de a une concentration de 100 mg/mL et 625
mg/mL, respectivement. Des boites témoins ont également été utilisées comme contrdle négatif
pour vérifier la croissance des différentes souches. Les boites de Pétri ont été laissées diffuser
a tempeérature ambiante pendant 1 heure avant d'étre incubées a 37°C pendant 24 heures pour

les bactéries et pendant 48 heures pour les levures. Les expériences ont été effectuées en trois
répetitions. La détermination de I'efficacité antimicrobienne de I'huile essentielle ou des extraits

est réalisée par la mesure du diamétre de la zone inhibitrice entourant chaque disque (Boutabia
etal., 2016).

8.3.2.2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)
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La concentration minimale inhibitrice est definie comme la plus faible concentration d’huile
essentielle ou d’extrait nécessaire pour inhiber la croissance de 90% de la population
microbienne (Ouguirti et al., 2021; Zhang et al., 2016).La détermination des CMI contre les
souches microbiennes est réalisee par la méthode de microdilution en milieu liquide décrite par
Sharma et al.,( 2020). Les solutions meres des différents extraits et de 1’huile essentielle ont
été préparées en les dissolvant dans de I’eau distillé stérile et du diméthylsulfoxyde (DMSO
a10%), respectivement. Dans les microplaques de 96 puits des dilutions successives par
progression géométrique a base de 2 de chaque solution mére obtenue sont réalisées a 1’aide
d’un bouillon Mueller Hinton (MHB) ou bouillon de dextrose Sabouraud (BDS), de facon a
obtenir les dilutions suivantes : 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128,1 /256 et 1/512. Les
concentrations finales des extraits sont comprises entre 100mg/mL a 0.19 mg/mL pour I’extrait
de C. nepeta et I’extrait de P.herba venti entre 625 mg/mL et 1.22 mg/L et entre 15 et 0.029
pL/mL pour I’huile essentielle de C. nepeta .

Chaque puits de microplaque contenant un volume de 100pL de dilution des échantillons testés
est complété par 10 pL de suspension microbienne (10® UFC/mL pour les bactéries et 10’
UFC/mL pour C. albicans) et de 90 uL. de MHB ou BDS pour obtenir un volume final de 200
uL. Le dernier puits de chaque ligne dans la microplaque, qui contenait le bouillon et
I'inoculum, a servi de témoin positif, tandis que le 11°™ puits serve pour le témoin négatif
contentant uniquement de bouillon. Aprés I’inoculation, les microplaques ont été incubées a 37
°C pendant 24 h pour les bactéries et 48 h pour les levures.

Apres incubation, 40 pL d'une solution de 0.4 mg/mL de chlorure de triphényltétrazolium
(TTC) ont été ajoutés a chaque puits, et les microplaques ont été ensuite incubées a 37 °C
pendant 30 min. Par la suite, les microplaques ont été examinées pour détecter tout changement
de couleur. La présence d'une croissance microbienne a été indiquée par I’apparition d'une

couleur rose.

8.3.2.3. Détermination de la concentration minimale bactéricide(CMB) et fongicide
(CMF)

La concentration bactéricide ou fongicide minimale est définie comme la concentration
de I'huile essentielle ou de I'extrait qui entraine une diminution de 99.9 % de I'inoculum
microbien initial (Sharma et al., 2020).10 uL du bouillon ont été prélevés a partir de chaque
puits dans lesquels aucune croissance microbienne n’a été observée et ensemencée sur des

boites de petri contenant gélose MH ou Sabouraud, suivies d'une incubation de 24 h a 37 °C
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pour les bactéries et 48 pour les levures. Les boites de petri ont ensuite été examinées pour
détecter la croissance microbienne.
En se basant sur le rapport entre (CMB /CMI) ou (CMF /CMI), I'effet antimicrobien peut étre
évalué de la maniere suivante (Pankey & Sabath, 2004) :

e Rapport (CMB/CMI) ou (CMF/CMI) <4 : effet bactéricide ou fongicide.

e Rapport (CMB/CMI) ou (CMF/CMI) >4 : effet bactériostatique ou fongistatique.

8.3.3. Activité antivirale de I'huile essentielle

> Lignees cellulaires ciblées

Les virus sont des agents pathogenes intracellulaires obligatoires qui nécessitent des
cellules hétes pour leur réplication. Des lignées cellulaires obtenues a partir de I'American Type
Culture Collection (ATCC), a savoir les cellules de carcinome du col de I'utérus humain (HeLa
[CRM-CCL-2]) et les cellules de carcinome épithélial pulmonaire humain (A549 [ATCC CRM-
CCL-185]), ont été utilisées pour tester I’activité antivirale de I’huile essentielle de Calamintha
nepeta. Apres la décongélation des cellules et le premier passage, les culture cellulaire ont été
maintenues dans un milieu EMEM supplémenté avec du FBS (sérum de veau feetal 10 %), de
la gentamicine (5 %), de la L-glutamine (5 %), de la pénicilline/streptomycine (1 %) et de
I’amphotéricine (1 %). L'incubation s’est effectué¢e a 37 °C sous une atmosphere contenant 5 %

de CO:a.

» Propagation virale en culture cellulaire

Pour évaluer I'effet virucide de I'huile essentielle, deux modéles viraux ont été utilises : le
virus de I'nerpés simplex humain (HSV, VR-540), un virus enveloppé adapté a la lignée HelLa
(CRM-CCL-2), et I'adénovirus humain de type 5 (ATCC VR-1516), un virus non enveloppé
adapté a la lignée A549 (ATCC CRM-CCL-185).

Les cellules ont été cultivées dans des flacons adaptés jusqu'a atteindre une confluence de 80
%. Apres ringage avec du PBS, un volume de 700 pL de suspension virale a été ajouté, suivi
d'une incubation de deux heures. Ensuite, la suspension virale a été retirée et les cellules ont été
rincées avec du PBS afin d’éliminer les virus non fixés. Un milieu de culture enrichi avec 1 %
de FBS a été ajouté pour limiter le vieillissement prématuré des cellules. L'incubation s’est
poursuivie pendant 3 a 6 jours, jusqu’a I’apparition de 1’effet cytopathique. Une fois cet effet

observé, le milieu contenant les virus libéres a été récupéreé, centrifuge a 3000 tr/min pendant
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15 minutes, et le surnageant a été transféré dans un nouveau flacon, obtenant ainsi une
suspension virale purifiée.
» Mode opératoire

L'activité antivirale de I'huile essentielle a été évaluée selon la norme EN 14476 (Din
EN 14476, 2009). Une solution de 800 pL d’huile essentielle (0.25 et 0.50 mg/mL) a été
mélangée a 100 pL de substance interférente (PBS) et 100 pL de suspension virale. Le mélange
obtenu a été incubé pendant une heure. Aprés cette incubation, I’échantillon a ét¢ dilué selon le
principe de dilution en série (900 uL de milieu pour 100 pL d’échantillon testé), jusqu'a une
dilution de 107''. Ensuite, 50 pL de chaque dilution ont été¢ ajoutés a une plaque de
microtitration.

La culture cellulaire, adaptée au virus testé, a été traitée a la trypsine afin de détacher
les cellules du fond du flacon de culture. Les cellules détachées ont ensuite été suspendues dans
20 mL de milieu de culture cellulaire (EMEM). Un volume de 50 pL de cette suspension
cellulaire a été ajouté a chaque puits de la plaque précédente. Les controles négatifs sont des
cellules traitées sans agent et les contrdles positifs sont des cellules traitées avec le virus a des dilutions
allant de la concentration initiale jusqu'a 107'*. L’incubation a été réalisée pendant 2 a 5 jours, jusqu'a

I'observation d'un effet cytopathique dans le témoin positif au microscope inversé.

En paralléle, des tests de cytotoxicité ont été réalisés conformément a la procédure
établie dans la norme afin d’évaluer 1’effet cytopathique induit par le virus. L'huile essentielle
a été testée a des concentrations de 0.25 mg/mL et 0.50 mg/mL. 50 pL de chaque dilution ont
été ajoutés a une plaque de microtitration contenant une monocouche confluente de cellules

HeLa ou A549. Les résultats ont été analysés en paralléle avec ceux des tests virucides

9.Activités biologiques in vivo

» Matériel animal

Des rats Wistar, pesant 150 + 15 g, ont été achetés a I'Institut Pasteur d'Alger. Les animaux
ont été mis dans des cages en polypropylene pendant 14 jours avant les expériences pour
permettre une acclimatation aux conditions de laboratoire. Les conditions d'hébergement
standard sont les suivantes : temperature de 22 £ 3 °C avec un cycle lumiére/obscurité de 12
heures. Les rats ont été alimentés de fagon réguliéere (par granulés secs) avec un acces libre a

I’eau.
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» Test de Toxicité

Pour prévenir tout risque potentiel de toxicité lors des essais biologiques, il était
essentiel de mener des tests de toxicité. Ce test implique I'administration orale d'une dose unique
des échantillons a tester aux animaux et d’observer réguliérement pendant les premiéres 04
heures puis pendant une période allant de 24 h jusqu’a 14 jours, ’apparition des signes
probables de toxicité tels que le changement de comportement, les salivations, le coma et la
mort. Cette étude vise a déterminer la dose Iétale pour 50% des animaux d'expérience (DLso)
ainsi que la dose maximale sans effet toxique (DME). La DLso représente la quantité a laquelle

la moitié des animaux exposés succombent, tandis que la DME correspond a la dose la plus

élevée qui ne produit aucun effet toxique par rapport au groupe témoin.

» Mode opératoire

Le test de toxicité a été réalisee conformément aux recommandations n°423 de
I’Organisation de la Coopération Economique et Développement (OECD, 2001).Les rats
femelles ont été soumis a une période de jelne de 16 heures avant le début de I'expérience avec
acces libre a ’eau. L'HE de C. nepeta a été solubilisé dans 1 % de Tween 80, tandis que les
extraits de C. nepeta et de P.herba venti ont été solubilisé dans 1’cau distillée stérile .les
solutions prépares ont été administrée a chaque groupe (n=3) par gavage intragastrique a des
doses de 50,500, 300 et 2000 mg/kg, respectivement. Les groupes témoin n’ont regu que le
véhicule (Grl :10 ml/kg de Tween 80 & 1 % ; Gr2 :10 ml/kg d’eau distillée stérile).

Pendant 2 heures, tous les rats ont été surveillés pour détecter tout signe de toxicité,
comme des changements au niveau de la peau et des yeux ainsi que des changements au niveau
du systéme respiratoire et du systeme nerveux central, une diarrhée autonome, une léthargie et
de la salivation. Les observations ont été poursuivies pour détecter toute mortalité pendant 48
heures, puis pendant 7 jours. En lI'absence de déces dans tous les groupes, ce test a été répété

avec des doses plus élevées allant jusqu'a 5000 mg/kg.
9.1. Activité anti-inflammatoire in vivo
> Test de ’cedéme plantaire induit par carragénine

L'étude des caractéristiques anti-inflammatoires des échantillons a été menée a l'aide
d'un modele d'cedéme plantaire induit chez des rats (males et femelles pesant entre 150 et 200

g) par I’injection de 100uL d'une solution de carragenine a 1 % (p/v) dans la vodte plantaire du

54



Matériel et Méthodes

pied droit (Figure 16 ) selon la méthode décrite par Winter et al., (1962).Pour ce faire, les rats

ont été repartis en 5 groupes de 6 rats :

e Groupe (1) : les rats ont éte traités avec 1 % de Tween 80 a une dose de 10 mL/kg
(véhicule) comme contréle positif pour I’huile essentielle et 1’eau distille pour les
extraits.

e Groupe (2) : les rats ont été traités avec le diclofénac a une dose de 10 mg/kg comme
médicament de référence (standard).

e Groupe (3-7) : les rats ont été traités avec I’huile essentielle a des doses de 100, 200 ,400
mg/Kkg; pour les groupes de HE ou des extraits a des doses de 200 et 400mg/kg pour les
groupes des extraits.

Une heure apres le gavage intragastrique, chaque groupe d'animaux a €té soumise a une
injection sous-plantaire de 100 uL de carragénine a 1 % (p/v) dans la patte droite.

L'épaisseur de la patte (mm) a été mesurée a I'aide d'un pied a coulisse numérique une heure
avant l'injection (Vo) de carragénine et toutes les 60 minutes pendant 6 h (Vt) aprés I’injection
de I’agent phlogistique. Le pourcentage d'inhibition de 1'cedéme (INH %) a été calculé selon la
formule suivante :

INH % = [(Vt- Vo) témoin— (Vi— Vo) traits] X 100 / (V- Vo) témoin
Ou V; représente le volume de la patte au temps T apres l'injection de carragénine, et Vo

représente le volume de la patte au temps To avant I'injection de carragénine.

[ Gavage des rats ] [ Injection de carragénine ] [ Mesure de la patte ]

Figure 16 : Les étapes de réalisation de 1’activité anti-inflammatoire in vivo.
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9.2. Activité antibactérienne in vivo

Afin d'élaborer de nouvelles stratégies de traitement efficaces, il est nécessaire de
disposer de données actualisées sur la prévalence de la colonisation par des bactéries résistantes
aux antimicrobiens. Dans notre étude, Une comparaison a été faite entre I'efficacité
thérapeutique du notre huile essentielle a différente doses et celle de I'antibiotique généralement
prescrit pour cette pathologie particuliere. Le modéle animal présentait une pathologie a la suite
de l'introduction de bactéries pathogénes, en particulier le Staphylococcus aureus, un pathogéne
opportuniste, affecte de plus en plus les patients hospitalisés, en particulier les femmes
enceintes et les femmes en post-partum, Ce pathogéne peut coloniser le tractus vaginal féminin
et provoquer une dysbiose vaginale ou une vaginite aérobie. La vaginose bactérienne peut
entrainer des fausses couches, un travail prématuré, un accouchement prématuré, une
endométrite post-partum ou un syndrome de choc toxique menstruel (Creech et al., 2010;
Dancer et Noble, 1991; Deng et al., 2019; Souli et al., 2019)

> Répartition des animaux

Les rats, dont la moyenne de poids 120g, ont été répartis au hasard en cing groupes (n = 6)

comme suivant :

e Groupe 01 : (ttmoin négative : rats non infectés et non traités) a recu de Tween 80 a
1%par voie orale, le véhicule utilisé pour dissoudre 1’huile essentielle.

e Groupe 02 : (ttmoin positive : rats infectés et non traités) a recu de Tween 80 a 1%par
voie orale

e Groupe 03 : (Standard : rats infectés et traités) a recu de céfalexine, 2.5 mg / kg par
gavage.

e Groupe 04 : (Expérimentale : rats infectés et traités) a recu HE de C. nepeta a la dose
de 25 mg/kg par gavage.

e Groupe 05 : (Expérimentale : rats infectés et traités) a recu HE de C. nepeta a la dose

de 50 mg/kg par gavage.

9.2.1. Modéle in vivo de colonisation vaginale par le Staphylococcus aureus (vaginite)

Apres I’administration d’une anesthésié par voie intramusculaire de Zoltil 100 a la dose
de 10 mg/kg, les rats femelles sont été inoculés par voie intra vaginale a I'aide d'un tube en

plastique souple (tube de perfusion) de 0.4 mL de long relié a une seringue de 1 cc pré-remplie
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de Staphylococcus aureus (108 CFU/mL) en suspension dans une solution saline tamponnée au
phosphate (PBS)(figurel7) (Juita et al., 2022).

-

[ Injection IM de I’anesthésié ] [ Installation de S.aureus J [ Traitement des rats ]

Figure 17 : Induction de I’infection urinaire par la Staphylococcus aureus chez les rats

femelles.
9.2.2. Analyse microbiologique des urines
» Uroculture

Un volume de 50 pL de I’échantillon d'urine a été¢ mélangé a 450 uL d'eau physiologique
stérile. Par la suite, une série de dilutions a été effectuée (107, 102, ...., 10?). A l'aide d'une
micropipette, 3 spots de 10 puL de chaque dilution a été déposé dans un boite contenant de la
gélose au sang. Apres 24 heures d'incubation a 37°C, les colonies sont dénombrées (Guiraud,
2003). Le résultat est exprimé en unités formant colonies (UFC) par mL, selon la formule

suivante :

N = Encolonies. 1000 pL / 30 pL
N : unité formant Colonies (UFC).

9.2.3. Sacrifice des animaux

Aprés un traitement de 15 jours, les rats ont été sacrifiés apres un je(ine pendant une nuit
par injection intramusculaire de la Zoltil 100 a la dose de 10 mg/kg. Des prélévements d'urine
ont été effectués pour chaque rat dans des conditions aseptiques. Les échantillons d'urine
recueillis ont ensuite été soumis a une uroculture pour dénombrer les bactéries. Et enfin, le

vagin de chaque rat a été prélevé et fixé dans le formol pour 1’étude histologique.
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9.2.4. Etude histopathologie

Le traitement des prélévements histologiques a été réalisé au niveau du laboratoire
d’anatomo-pathologie de 1’hdpital Mekour Hamou de Ain Defla. Les échantillons prélevés ont
¢été soumis aux différentes étapes classiques de I’histologie selon la méthode de (Hould, 1984)

a savoir : fixation, déshydratation, inclusion, coupe et coloration.
» Fixation

La fixation a pour but de stoppé toute les réactions enzymatiques afin d’évité la destruction
tissulaire et préservé les structures biologiques. Les échantillons prélevés ont été
immédiatement rincés avec du NaCl a 0.9 % puis fixées pendant plus de 24 heures dans une
solution de formaldéhyde a 10 %, les échantillons ont été placés dans les cassettes pour la
déshydratation.

> Déshydratation

Cette étape vise a éliminer I’eau intracellulaire et intratissulaire et la remplacer a la fin parla
paraffine. Les cassettes ont immergé dans quatre bains d’éthanol de concentration croissante :
50°, 70°, 90° et 100° pendant 45 minutes dans chaque une. Les échantillons ont été clarifiés
dans trois bains successive de xyléne ou toluene (1heure dans chaque bain), et enfin ce dernier
ont été remplacé par la paraffine en plongeant les pieces dans trois bains de paraffine fondue a

56°C (1h dans les deux premiers bains et 10 h dans le dernier bain).

> Inclusion

L’inclusion en paraffine consiste a enrober les fragments imprégnés pour les préparer a la
coupe. Les échantillons histologiques ont été déposés dans des moules métalliques, puis
recouverts de paraffine fondue et positionnés de maniere a faciliter les coupes ultérieures. Les

moules ont ensuite été placés au congélateur pour solidifier la paraffine (figure 18).

TS “m“ ||I|I|I|I|I|'
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Figure 18 : Inclusion en paraffine.
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> Coupe et étalement

La coupe facilite la production d'échantillons de tissus précis allant de 2 a 5 um d'épaisseur,
congus pour étre examinés au microscope optique (Figure 19). A l'aide d'un microtome de type
Lab-Kite, les blocs de paraffine ont été découpés pour créer des rubans de 3 um d'épaisseur.
Ces rubans, composés de 2 a 3 couches, ont été apposés sur des lames de verre préalablement
traitées avec une solution d'albumine a 2%. Les echantillons ont ensuite été disposés sur une
plaque chauffante réglée a 40°C pour étaler les coupes, et ensuite, les lames ont été laissées

sécher a température ambiante.

Figure 19 : Coupe et formation de rubans a 1’aide d’un microtome.

» Coloration

La coloration permet de différencier les différentes structures cellulaires et tissulaires en
mettant en évidence les divers composants du tissu grace a l'application de colorants
spécifiques. Etant donné que les colorants sont hydrophiles, les coupes doivent d'abord subir
une étape de déparaffinage et de réhydratation avant la coloration. Cette étape consiste a plonger
les lames étalées et séchées dans des bains de solvants (comme le xylene ou le toluéne) pour
éliminer la paraffine, suivie par une série de bains d'alcool a concentrations décroissantes (96°,
70°, et 50°) afin de réhydrater les tissus. Enfin, les lames sont rincées a l'eau courante pour
assurer une rehydratation complete.

Aprés la réhydratation, les lames histologiques ont été placés dans deux bains contiennent
de I'nématoxyline de Harris, un colorant basique qui colore les structures acides en bleu-violet,
durant 2 minutes. L'excés de colorant a été rincé pendant 2 minutes dans un bain d’eau. Les

coupes ont été ensuite immergées dans deux bains d'éosine alcoolique a 2%, un colorant acide,
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teinte les structures basiques en rose, pendant 02 min dans chaque bain. Aprés le rincage de
I'excés de colorant, les coupes ont été soumises a une déshydratation dans des bains I'éthanol a
concentrations croissantes, chaque bain étant utilisé pendant 2 minutes. Et ensuite ils ont été
clarifiés en passant par trois bains successifs de xylene ou de toluéne, chaque bain durant 10

minutes.

A la fin du processus, une goutte de milieu de montage Eukitt a été déposée sur la coupe,
puis une lamelle a été soigneusement appliquée pour éviter la formation de bulles d'air entre les
deux. Les lames ont ensuite été laissees sécher a I'air libre et tous les changements histologiques

ont été observés a l'aide d'un microscope optique intégré a une caméra numérique optikam B2.

10.Etude statistique

Pour les comparaisons entre les groupes, l'analyse statistique de nos résultats a été
réalisée a l'aide du test ANOVA a un facteur, suivie d'un test de Tukey, en utilisant le logiciel
Past3. Les données ont été exprimées en moyenne + écart type. Une valeur de p inférieure a

0,05 a été considéree comme indiquant une différence significative.
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Résultats et Discussion

1.Rendement d’extraction

Le rendement moyen en huile essentielle de C. nepeta, ainsi que le rendement moyen des
extraits de la partie aérienne de C. nepeta et de P. herba-venti, sont présentés dans le tableau
n°4. Ces rendements sont calculés en fonction de la masse du matériel végétal sec traité et

exprimés en pourcentage.

Tableau 4 : rendement d’extraction en (%) de Calamintha nepeta et Phlomis herba venti.

Echantillon ~ HE de C.nepeta Extrait de C.nepeta Extrait de P.herba venti
Rendement
2.32 £0.06 12.33+0. 31 17.51 +0.52
(%)

Les résultats montrent que I'hydro-distillation de C. nepeta a permis d'obtenir un
rendement de de I'huile essentielle (2.32 + 0.06 %). Ce rendement est supérieur a ceux rapporteés
dans les études antérieures menées en Algérie. En effet, Kerbouche et al., (2013) ont mesuré
un rendement de 1.4 % pour des échantillons récoltés a EI-Affroun (Blida, a 50 km au sud
d'Alger), tandis que Bouzidi et al., (2018) ont enregistré un rendement de 1.3 % pour la région
de Bouhanifia, située dans I'ouest de I'Algérie. De plus, I'extraction de la partie aérienne de C.
nepeta, récoltée a Béjaia, a donné un rendement en HE de 1.18 % (Khodja et al., 2018). Les
parties aériennes de C. nepeta collectées a Jijel, dans le nord-est de I'Algérie, ont produit un

rendement de 1.48 % d'huile essentielle par distillation & la vapeur d’eau (Labiod et al., 2015).

En comparaison avec les études réalisées en dehors de I'Algérie, les résultats sont
également révélateurs. Une étude effectuée au Maroc sur C.nepeta, sauvage et cultivée, dans la
région de Taza, a révélé des rendements comparables aux notres, avec des taux de 2.80 % et
1.95 %, respectivement (Brahimi et al., 2023) .

En revanche, une étude menée en ltalie sur C. nepeta a rapporté un rendement
d'extraction relativement faible de 0.1 % (Bava et al., 2024). De plus, une autre recherche a
montré un rendement moyen d'huile essentielle de 1.26 % pour les parties aériennes de C.nepeta
(Ambrico etal., 2019). C. nepeta récoltée en Turquie a donné un rendement en huile essentielle
de 0.8 % (Akgul et al., 1991). Ces variabilités de rendement sont dues a plusieurs facteurs tels
que les conditions environnementales (facteurs climatiques et édaphiques liés a la situation
géographique), les variations physiologiques, le temps et la saison de la récolte. Le facteur

génétique joue également un rdle essentiel dans le rendement des HES, qui varient en fonction
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de I'dge, du cycle vegétatif , de I'organe de la plante utilisé pour I'extraction et de la méthode

d’extraction (Mehalaine et Chenchouni, 2021).

La préparation des extraits de la partie aérienne de C. nepeta et de P. herba-venti a été
réalisée par macération dans de I’éthanol a 80 %. Cette méthode a permis d’obtenir un

rendement de 17.51 % pour P. herba-venti et de 12.33 % pour C. nepeta.

Hayani et al., (2020) ont rapporté un rendement beaucoup plus élevé de 34.4 % pour C.
nepeta extrait par macération dans de 1’éthanol a 80%. En revanche, des travaux de
Bougandoura et Bendimerad (2013), dans la région de Tlemcen, ont observé des rendements
de 22.19 % et 8.58 % pour les extraits aqueux et méthanolique respectivement. Par ailleurs,
I'éstude de Khodja et al., (2018), menée a Bejaia, a montré aussi des rendements de 28 % et 27

% pour I'extrait par décoction et infusion des parties aériennes de C. nepeta, simultanément.

Concernant I'extrait de P. herba-venti, le rendement de 17.51 % que nous avons obtenu
est nettement supérieur aux valeurs rapportées dans la littérature. En effet, en Iran Azad et al.,
(2015) ont signalé des rendements de 8.34 % pour les extraits méthanoliques, ainsi que
seulement 1.34 % pour les extraits obtenus avec l'acétate d'éthyle et le dichlorométhane. De
plus, Morteza-Semnani et al., (2006) ont observe un rendement de 10.1 % pour les extraits

méthanoliques de P. herba-venti.

Les différences observées dans les pourcentages de rendement peuvent étre attribuées a
divers facteurs, tels que la saison, la période, le lieu et les conditions de récolte des plantes.
Tout ca influencent la quantité et la qualité des composés phénoliques présents dans les plantes.
En outre, le processus d'extraction est également affecté par des variables telles que le type de
solvant, la taille des particules du matériel végétal, ainsi que la température, le pH et la durée
de I'extraction (Alba et al., 2021 ; Chew et al., 2011).

2.Screening phytochimique

Le criblage phytochimique a permis d'identifier les métabolites secondaires présents
dans le matériel végétal examiné. La détection de ces composés repose sur des tests de
solubilité, des réactions de précipitation et de turbidité, ainsi que sur des changements de
couleur spécifiques. Les résultats des tests de caractérisation phytochimique effectués sur les

différents extraits sont présentés dans le tableau ci-dessous.
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Tableau 5 : Screening phytochimique des deux plantes Calamintha nepeta et Phlomis

herba venti.

Métabolites secondaires Calamintha nepeta Phlomis herba venti
Polyphénols + +
Tanins + +

Réactif de Wanger + +
Alcaloides Réactif de + +

Dragondroff

Réactif de Mayer + +
Anthraquinones - -
flavonoides + +
Coumarines + +
Carbohydrates - +
Quinones + +
Terpénoides + +

(+) : présence, (-) : absence.

Le criblage phytochimique effectué sur I'extrait hydro-éthanolique de C. nepeta a révélé
la présence de polyphénols, de tanins, d'alcaloides, de flavonoide, de coumarine, de quinone et
de terpénoides. En revanche, nous avons constaté l'absence d'anthraquinones et de
carbohydrates. Nos résultats corroborent ceux obtenus par Bougandoura et
Bendimerad,(2013), qui ont également observé la présence des flavonoides et des polyphénols
dans I’extrait C. nepeta . Cependant, les résultats de Hayani et al., (2020) indiquent I'absence
d'alcaloides et de coumarines dans les extraits de C. nepeta, contrairement & nos analyses qui

mettent en évidence leur présence.

Une autre étude réalisée par Belkacem et al., (2022) sur I’extrait de C. nepeta confirme
la présence de tanins, d'alcaloides, de flavonoides, de quinones et de terpénoides, ainsi que

I'absence d'anthraquinones. Cependant, elle rapporte également I'absence de coumarines.

Les résultats du criblage phytochimique de I'extrait hydro-éthanolique de P. herba venti
ont révélé la presence de polyphénols, de tanins, d'alcaloides, de flavonoides, de carbohydrates,
de coumarine, de quinones et de terpénoides. En revanche, I'absence d'anthraquinones a été
notée. Nos résultats corroborent les travaux de Gaamoune, (2017) ; Moshari-Nasirkandi et

al.,(2023). En effet, les extraits de P.herba-venti révelent la présence d'une diversité de
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composés phytochimiques, notamment des flavonoides, des acides phénoliques, des tanins et
des terpénes. Nos données révelent que les extraits des especes examinées sont particuliérement
riches en métabolites secondaires, tels que les alcaloides, flavonoides, tanins et polyphénols.
La présence de ces divers phyto-constituants pourrait suggérer une nouvelle source potentielle

de composés bioactifs pour des applications thérapeutiques.
3.Quantification des composés phénoliques

Le contenu total en polyphénols des extraits éthanoliques des plantes étudiees a été
quantifié en utilisant la méthode de Folin-Ciocalteu, avec une courbe d'étalonnage basée sur
I'acide galligue comme standard (Annexe n°1). Les résultats sont exprimés en g d'équivalent
d'acide gallique par g d'extrait (mg GAeg/g d'extrait) et ont été déterminés a l'aide de I'équation

suivante :

y = 0.001 x
Avec un coefficient de détermination Rz de 0.990.

La détermination du contenu en flavonoides des extraits éthanoliques a été réalisée en
utilisant la méthode au chlorure d'aluminium (AICIs), en se référant a une courbe d'étalonnage
établie avec la quercétine comme standard (Annexe 3). Les résultats sont exprimés en mg
d'équivalent de quercétine par g d'extrait (mg Qeq/g d'extrait) et ont été déterminés a l'aide de

I'équation suivante :

y = 0.036X
Avec un coefficient de détermination R2 de 0.976.

La détermination du contenu en tanins des extraits éthanoliques a été réalisée en utilisant
la méthode a la vanilline, en se référant a une courbe d'étalonnage établie avec la catéchine
comme standard (Annexe 01). Les résultats sont exprimés en mg d'équivalent de catéchine par

g d'extrait (mg EC/g d'extrait) a l'aide de I'équation suivante :
y = 0.307X
Avec un coefficient de détermination R2 de 0.993.

Les contenus totaux en polyphénols, en flavonoides et en tanins des extraits éthanoliques

de C. nepeta et de P. herba venti sont présentés dans le tableau 6.
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Tableau 6 : Contenus totaux en polyphénols, en flavonoides et en tanins dans les extraits

éthanoliques de C. nepeta et de P. herba venti.

Polyphénols totaux  Flavonoides totaux ~ Tanins condenses

Echantillon mg EAG/g extrait mg EQ/g extrait ~ mg EC/g d’Extrait
C. nepeta 230 .16 + 3.32 29.44 £0.13 0.07 £ 0.004
P. herba venti 206 .33+4.19 19.31 £ 0.26 0.14+£0.03

Le contenu total en polyphénols, flavonoides et tanins de I'extrait de C. nepeta est
respectivement de 230.16 mg GAE/g, 29.44 mg QE/g et 0.07 mg CE/g. Ces valeurs sont
significativement plus élevées par rapport a celles rapportées par Benabed et al., (2023), qui
ont trouvé des concentrations de polyphénols de 41.81 mg GAE/g pour les extraits aqueux et
de 32.92 mg GAE/g pour les extraits méthanoliques. De plus, nos résultats sont également
supérieurs a ceux d'Araniti et al., (2013), qui ont mesuré un contenu de 143.52 mg GAE/g dans

I'extrait méthanolique de la méme espece en Italie.

Par ailleurs, Khodja et al., (2018) ont montré que les extraits des parties aériennes de
C. nepeta, collectées en mai 2015 & Béjaia préparés par infusion, révelent des teneurs plus
élevées en polyphénols (368.47 mg/g), et faibles en flavonoides (60.7 mg/g) contrairement a
ceux obtenus par décoction (336.28 mg/g et 71 mg/g). Comparées a nos résultats, ces valeurs
de polyphénols et de flavonoides sont considérablement plus élevées. Medjdoub et al., (2022)
ont analysé I'extrait méthanolique de C. nepeta récolté a Skikda, montrant les concentrations
suivantes pour les polyphénols totaux, les flavonoides et les tanins : 5.37 + 0.03 mg GAE/qg,
3.19 = 0.01 mg QE/g, et 0.58 £ 0.16 mg TAE/g, respectivement. En comparaison, I'extrait
aqueux présente des niveaux plus élevés de polyphénols totaux, de flavonoides et de tanins,
avec des concentrations de 10.7 = 0.06 mg GAE/g, 4.11 + 0.02 mg QE/qg, et 2.23 £ 0.27 mg
TAE/qg, respectivement. Les concentrations de tanins dans ces extraits sont relativement élevées
et se rapprochent sensiblement de nos résultats. En outre, Hayani et al., (2020) ont démontré
que la fraction d'extrait de n-butanol est la plus efficace pour I'extraction des polyphénols et des
flavonoides, par rapport aux fractions d'extrait aqueux, de chloroforme et d’acétate d’éthyle.
Les meilleurs taux observes étaient respectivement de 33.48 + 0.0235 mg EAG /g et 11.55 +
0.025mg QE/ g.

Pour P. herba venti, les résultats montrent que la teneur totale en polyphénols,
flavonoides et tanins de I'extrait est respectivement de 206.33 mg EAG/g, 19.31 mg QE/g et

0.14 mg CE/g. Ces valeurs sont relativement élevées par rapport aux résultats rapportés par
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Ferrante et al., (2019). En effet, leurs analyses ont revélé que la teneur en polyphénols et en
flavonoides des extraits de la méme espece, préparés en Italie par extraction avec un Soxhlet,
suivie de sonication et utilisant divers solvants (eau distillée, éthanol a 95 %, solution
hydroalcoolique), était notablement plus élevée dans I'extrait éthanolique comparativement aux
autres extraits. Les valeurs observées étaient de 32.99 £ 0.97 mg EAG/g extrait et 12.08 + 0.22
mg QE/g extrait, respectivement. Une autre étude menée sur I'extrait méthanolique de la partie
aerienne de P. herba venti, collectée a Jijel, a rapporté une teneur totale en polyphénols de
116.21 + 0.15 mg EAG/g, ce qui est inférieur a la valeur observée dans notre étude. En
revanche, les teneurs en flavonoides et en tanins de cet extrait étaient respectivement de 37.44
+ 0.9 mg QE/g et 87.06 + 0.45 mg CE/g, des valeurs supérieures a celles que nous avons
obtenues (Derafa, 2023).

Les concentrations de polyphénols, flavonoides et tanins varient en fonction des conditions
géographiques et climatiques du lieu de récolte, du type d'extrait utilisé et de la polarité des
solvants (Pacifico et al., 2015). Cela explique les différences notables entre les valeurs obtenues
dans notre étude et celles rapportées dans d'autres recherches sur les espéces étudiées récoltées

dans d'autres régions et pays.
4.Analyse chimique de I’huile essentielle et des extraits hydro-éthanoliques

L'analyse chimique de I'huile essentielle de C. nepeta ainsi que des extraits hydro-
alcooliques de C. nepeta et de P. herba-venti, réalisée par chromatographie en phase gazeuse
couplée a la spectrométrie de masse (GC-MS), a permis d'obtenir les résultats résumés dans les
tableaux n° 07, 08 et 09.

Tableau 7: Composition chimique de I’huile essentielle de C .nepeta.

Numéro Composé RT (min) Aire (%)
1 a-Pinéne 6.704 1.080
2 Camphene 7.114 1.227
3 B-Pinéne 7.921 0.637
4 3-Octanol 8.448 1.158
5 Limonene+Eucalyptol 9.530 1.749
6 Inconnu 10.789 0.108
7 Linalol 11.878 0.502

66



Résultats et Discussion

8 Menthone 13.705 8.915
9 Isobornéol 14.105 10.406
10 Pulégone 16.698 58.361
11 Pipériténone 19.984 3.865
12 Caryophylléne 20.791 2.884
13 Inconnu 22.543 1.329
14 Germacréne D 24.448 2.042
15 Bicyclogermacréne 24.917 3.291
16 Spathulénol 27.305 2.446
Total :98.56

RT : Temps de rétention.

L'analyse chimique de l'huile essentielle de C. nepeta a permis d'identifier seize
composeés, représentant environ 98.56 % de sa composition totale. Cette huile essentielle se
distingue par la présence majoritaire de pulegone (58.36 %), d'isoborneol (10.40 %), de
menthone (8.91 %), de pipériténone (3.86 %), de bicyclogermacrene (3.29 %) et de
caryophyllene (2.88 %). L'analyse GC-MS révele que les composés chimiques de I'huile
essentielle de C. nepeta sont principalement dominés par les monoterpenes oxygénés (73.39
%), suivis par les hydrocarbures sesquiterpéniques (8.21%), les hydrocarbures
monoterpéniques (4.72 %), les sesquiterpénes oxygénés (2.44 %) et les dérivés non-terpéniques
(1.15 %).

D’autres résultats ont révélé I'existence de trois chémotypes distincts d'huile essentielle
de C. nepeta. Le premier chémotype, provenant de la région de Bouhanifia (Ouest de I'Algérie),
est caractérisé par la prédominance de pulegone (73.54 %), isomenthone (7.89 %) et I'oxyde de
cis-pipériténone (2.28 %) (Bouzidi et al., 2018). Le second chémotype, issu de Jijel (Nord-Est
de I'Algérie), se distingue par la prédominance de menthone (26.46 %), I'oxyde de pipériténone
(22.26 %) et la pulegone (14.04%) (Labiod et al., 2015). Le troisiéme chémotype, provenant
de Blida (& 50 km au sud d'Alger), est caractérisé par une prédominance de pulegone (39.5%),
néo-menthol (33%) et isomenthone (19.6 %) (Kerbouche et al., 2013). Cette différence en

composition est due probablement a l'origine des échantillons.
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Plusieurs études menées en Italie ont révélé la présence de divers chémotypes dans
I'nuile essentielle de C. nepeta, avec des composants majeurs tels que le pulegone (44 .7 %), la
menthone (16.4 %), la pipériténone (13.3 %) et la pipéritone (6.01 %) (Ambrico et al., 2019).
Marongiu et al.,(2010) ont mis en évidence le pulegone comme le principal composé (64.4 %),
suivi de la pipériténone (6.4 %) et de I'oxyde de pipériténone (2.5 %). Par ailleurs, des études
ultérieures ont montré que I'huile essentielle provenant de C. nepeta récoltée au cours de
différentes années dans la région de I'Alentejo au Portugal présente une forte concentration de
monoterpenes 0xygénés dont les principaux constituants de cette huile essentielle ont été
identifiés comme I'isopulegol, I'isopulegone et le 1,8-cinéole (Arantes et al., 2017 ; Queiroga
et al., 2018). Une étude complémentaire menée par Arantes et al., (2019) a révélé que le
constituant prédominant était le 1,8-cineole, représentant 28 % de la composition, suivi de la
menthone (22 %), du menthol (16 %) et du pulegone (5 %).

L’analyse chimique par GC-MS de I’extrait de C. nepeta a permis d’identifier 17
composés, représentant 100 % de sa composition totale (voir tableau n°8). Cet extrait est
principalement composé de monoterpenes oxygenés (63 .78 %), suivis par les monoterpenes
hydrocarbonés (19.14 %) et les sesquiterpénes (14.05%). Il est principalement riche en
pulégone qui représente le composant majeur avec un taux de 24.98%, suivi de le menthofurane
(11.89 %) et la menthone (8.04 %). D’autres composés sont également présents en proportions
significatives, notamment le y-élémene (6.60 %), la pipériténone (6.53 %), le borneol (6.51 %)
et le limonéne (5.51 %). Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus pour la méme espece
provenant de la région de Calabre, dans le sud de I'ltalie a révélé que le pulégone est le principal
composant de la fraction n-hexanique, avec une teneur de 35.44 % (Araniti et al., 2013).
Cependant, les travaux réalisés par Debbabi et al. (2020) montrent des différences notables,
pour les parties aériennes de C. nepeta provenant de Béni-Mtir, au nord-ouest de la Tunisie, les
analyses des composés volatils révelent que les principaux constituants étaient I'oxyde de
pipéritone (50.08 %) et la 2-isopropylidéne-cyclohexanone (23.17 %), ces résultats different
considérablement a ceux obtenus dans notre etude a cause de la modification des conditions

d'extraction (pressions différentes).

Une autre étude réalisée par Celik et al.,(2021) sur C. nepeta récolté a Antalya-Finike, dans le
sud-ouest de la Turquie, a identifié et quantifié un total de 35 composés, Le composant principal
¢tait le sabinéne (34.2 %), suivi du B-pinéne (25.9 %), de ’a-pinéne (13.8 %) et de ’oxyde de
caryophyllene. En comparaison, notre extrait présente ces composes a des concentrations

nettement inférieures.
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Tableau 8: Composition chimique de I’extrait hydro-éthanolique de C .nepeta.

Numéro Composé RT (min) Aire (%)
1 a-Pinene 7.080 3.700
2 Camphene 7.520 4.295
3 Sabinen 8.250 1.388
4 B-Pinéne 8.360 2.578
5 B-Myrcene 8.755 1.669
6 3-Octanol 8.875 3.023
7 Limoneéne 10.005 5.513
8 Menthone 14.345 8.044
9 Menthofurane 14.725 11.890
10 Bornéol 14.790 6.517
11 Pulégone 17.410 24.989
12 Pipériténone 20.755 6.536
13 Isomintlactone 21.430 3.572
14 (Z)-Jasmone 22.200 2.235
15 Caryophylléne 22.690 2.695
16 Germacréne D 23.915 4.747
17 y-Elémeéne 24.205 6.606

Total : 100 %

RT : Temps de rétention.

Ces résultats indiquent que la composition chimique de I’extrait de C. nepeta examinée
differe de celle des autres sources en raison de disparités qualitatives et quantitatives parmi les
constituants individuels. Cette diversité dans la composition chimique peut étre attribuée a
plusieurs facteurs, notamment les parties spécifiques de plantes utilisées pour I'extraction, ainsi

que les variations climatiques, géographiques et saisonniéres (Bozovi¢ et Ragno, 2017).

L’analyse chimique par GC-MS de I’extrait de P. herba venti (voir tableau n°9) a permis

d'identifier cinq composés volatiles, représentant au total 99.95 % de sa composition. Cet extrait
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est principalement riche en acide oléanolique et en acide bétulinique, avec un taux combiné de
98 %. lls sont suivis par le B-sitostérol (1.21 %), le phytol (0.43 %) et le glycérol (0.31 %). Ces
résultats montrent des différences considérables, tant qualitativement que quantitativement, par
rapport aux compositions chimiques précedemment rapportées pour cette plante. En Iran, des
analyses effectuées sur les huiles essentielles de P. herba venti ont révéelé une prédominance
de la népétalactone (45.24 %), du bis (2-éthylhexyle) phtalate (32.72 %) et du germacréne D
(5.59 %) (Najjari et Fattahi, 2022). Par ailleurs, une étude réalisée par Khalilzadeh et
al.(2008) sur les feuilles et les fleurs sechées de P. herba-venti L. subsp. pungens et subsp.
lenkoranica, récoltées dans la province de Mazandaran, au nord de I'lran, a également révélé
une prédominance du germacrene D. La composition chimique de P. herba-venti varie en raison
de plusieurs facteurs, tels que la variété de la plante, le climat, le sol, les pratiques de culture,

le moment de la récolte et la méthode d’extraction (Azad et al., 2015).

Tableau 9: Composition chimique de I’extrait hydro-éthanolique de P.herba venti.

Numeéro Composé RT (min) Aire (%)
1 Glycérol 12.30 0.31
2 Inconnu 30.32 0.05
3 Phytol 32.10 0.43
4 Acide oléanolique 36.40 98.00
+ acide bétulinique
5 B-Sitosteérol 48.59 1.21

Total : 99.95%

RT : Temps de rétention.
5.Activités biologiques in vitro
5.1. Détermination de I’activité antioxydante

Les effets antioxydants de I'huile essentielle et des extraits de C. nepeta et P. herba venti
sont évalués a I'aide de deux méthodes complémentaires a savoir le piégeage des radicaux libres

par la methode DPPH et la réduction du fer par la méthode FRAP.
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5.1.1. Test de DPPHe-

Dans ce test, I'évaluation de la capacité des especes étudiées a piéger le radical libre
DPPH a été realisée en mesurant son absorbance et en suivant la cinétique de décoloration en
présence de différentes concentrations d'extraits. Une diminution de l'intensité de la couleur du
DPPH indique la présence de molécules anti radicalaires dans le milieu. Pour cette analyse,
I'acide ascorbique a été utilisé comme standard de référence. Les résultats sont présentés dans
les figures numéro 20, 21, 22 et 23 et les valeurs des ICsg sont indiquées dans le tableau n°10.
Il est reconnu qu'une valeur d'ICsp plus faible indique une plus grande efficacité de I'extrait

contre les radicaux libres.

Tableau 10 : Valeurs de la concentration inhibitrice 50 (ug/mL) des espéces étudiées et ’acide

ascorbique obtenues par le test DPPH.

Echantillon HE de Extrait de Extrait de Ac.
C.nepeta C.nepeta P.herba venti ascorbique
1Cs0 (ug/mL) 3772+ 70 34.43+1.26 36.34 +0.93 3.01+0.08
100 80
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Figure 20 : Pourcentages d'inhibition du Figure 21: Pourcentages d'inhibition du DPPH
DPPH en fonction des concentrations variées en fonction des concentrations variées de

de I’HE de C.nepeta. I’extrait de C.nepeta.
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Figure 22: Pourcentages d'inhibition du Figure 23: Pourcentages d'inhibition du
DPPH en fonction des concentrations DPPH en fonction des concentrations variées
variées d'acide ascorbique. de I’extrait de P.herba venti.

La figure 20 illustre I'évolution des pourcentages d'inhibition en fonction des
différentes concentrations de I'huile essentielle de C. nepeta. A la concentration la plus faible
de 625 pg/mL, I'huile a montré un pourcentage d'inhibition de 32.76 %, atteignant un maximum
de 86.61 % a 10000 pg/mL. Ces résultats mettent en évidence l'activité antioxydante
modérément faible de I’'HE de C. nepeta, avec une valeur d'IC50 de 3772 + 70 pg/mL (tableau
10).

De méme, le pouvoir antiradicalaire de 1’acide ascorbique, considéré comme un
antioxydant standard, a été évalué afin de le comparer a celui des extraits végétaux. Selon la
figure 22, la réduction de I’absorbance du DPPH a été significativement plus importante pour
I’acide ascorbique que pour les échantillons étudiés. A une concentration seulement de 3.5
pg/mL, le pouvoir inhibiteur (PI) a déja atteint 50 %. Par ailleurs, une augmentation trés
prononcée a été observée, conduisant a un PI de 72.22 % avec une concentration 4.5 pg/mL.
L’acide ascorbique a donc provoqué une réduction presque complete du DPPH, le transformant
en sa forme non radicalaire DPPH-H. La capacité antioxydante de l'acide ascorbique s'est
avérée nettement supérieure a celle des deux plantes étudiées dans les essais de piégeage du
radical DPPH.

Ces résultats sont meilleurs que ceux estimés pour l'activité antioxydante de I'HE de C.
nepeta collectée dans la région de Bejaia qui a montré un I1Cso de 8330 £ 370 pug/mL pour
I'activité de piégeage DPPH (Khodja et al., 2018). Cette différence peut expliquer l'influence

des composés majoritaires notamment la pulégone (33.46%) sur la neutralisation et/ou
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I'inhibition de la génération d'espaces réactifs de I'oxygene dans I'échantillon étudié dans leur
enquéte. Plusieurs études réalisees avec I'HE et I'extrait de C. nepeta ont confirmé I'efficacité

de la pulégone dans sa capacité antioxydante (BoZovi¢ & Ragno, 2017).

Des études récentes rapporté que les huiles essentielles de C. nepeta extrait par
hydrodistllation, présentaient des valeurs nettement plus fort que celle enregistré dans notre
étude avec un valeur de ICso d'environ 23-24 pg/mL par le test DPPH (Brahimi et al., 2023).
Cela pourrait étre d( a des différences dans la méthode d'extraction, I'origine géographique de
la plante, les facteurs environnementaux ou les composés présents dans I'huile (Kerbouche et
al., 2013; Khodja et al., 2018).

Les figures 21 et 23 illustrent l'augmentation des pourcentages d’inhibition de
I’absorbance de la solution de DPPH en fonction des concentrations des extraits de C. nepeta
et P. herba-venti. On observe que les extraits testés présentent une capacité antiradicalaire dose-
dépendante. A la concentration de 3.125 pug/mL, les extraits de C. nepeta et P. herba-venti ont
présenté des pourcentages d'inhibition respectifs de 14.27 % et 13.88 %, atteignant
respectivement 66.33 % et 65.21 % a la concentration maximale de 50 pg/mL, avec une
concentration inhibitrice 50 (ICso) de 34.43 + 1.26 pg/mL et 36.34 £ 0.93 pg/mL.

L’extraits aqueux de C. nepeta, récolté de nord du Maroc, préparé par la méthode de
macération a démontré modérément un faible piégeage des radicaux DPPH avec des valeurs
ICs0 d'environ 36.8 + 0.3 ug/mL (Salhi et al., 2024). Cette différence est due a la variation de
la composition chimique dont plusieurs études ont examiné le potentiel antioxydant de
pulégone, Menthofurane, Menthone, Limonéne, a-Pinéne et B-Pinéne, en contribuant a la protection
cellulaire contre le stress oxydatif et réduire lI'oxydation des lipides et la synergie de ces
composés contribue a son potentiel en tant qu'antioxydant naturel (Alves et al., 2023; Salhi et
al., 2024; Xiong et al., 2022).

Par ailleurs, les extraits de P. herba-venti ont démontré leur capacité a réduire les
marqueurs de stress oxydatif dans des modeéles de célon de rats isolés, en abaissant efficacement
les niveaux de nitrites et de malondialdéhyde (MDA) (Ferrante et al., 2019). En outre, la
capacité antioxydante de diverses espéces de Phlomis est attribuée a leur teneur élevee en
composés phénoliques et en flavonoides, qui est cruciale pour piéger les radicaux libres. En
comparaison avec d'autres espéces de Phlomis, les extraits méthanolique de P.samia et
P.sieheana ont démontré des capacités antioxydantes compétitives, affirmant le potentiel plus

large du genre Phlomis en tant que source d'antioxydants naturels avec 1Cso de 50.17+0.08
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pg/mL et 82.77+0.04 pg/mL respectivement (Eruygur et al., 2022). De plus, les extraits
méthanolique et aqueuse de P. tuberosa ont des valeurs ICso de 30.14 et 693.15 pg/mL

respectivement (Guven et al., 2023).
5.1.2. Test du pouvoir réducteur (FRAP)

Dans ce test, la capacité antioxydante de 1’huile essentielle et des extraits est mise en
évidence par le changement de couleur du milieu, résultant de la réduction du fer ferrique (Fe®*)
en fer ferreux (Fe?*) I’intensité de cette couleur est mesurée et exprimée en densité optique, et
elle est proportionnelle au pouvoir antioxydant des différents échantillons testés. Les résultats

sont présentés dans les figures 24, 25, 26, et 27 et le tableau 11

Tableau 11 : Valeurs de la concentration efficace 50 (ug/mL) des espéces étudiées et ’acide
ascorbique obtenues par le test FRAP.

_ Extrait de Extrait de )
Echantillon HE de C.nepeta ~Ac. ascorbique
C.nepeta P.herba venti
ECso (ug/mL ) 544.6 £ 12 28.58 + 1.39 29.41+1.15 4+0.18
0.8
2.5
0.7
0.6 €2
0.5 §
0.4 . e
0.3 y =0.1258x £
0.2 R?=0.9942 5 y = 0.0178x
805 R?=0.9689
0.1 <
0 0
° ! Conczentratign en p.g/mL 0 20 40 60 80 100 120
Concentration en pg/mL
Figure 24 : Pouvoir réducteur du fer en Figure 25: Pouvoir réducteur du fer en fonction
fonction des concentrations variées d'acide des concentrations variées de I’extrait de
ascorbique. C.nepeta.
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Figure 26: Pouvoir réducteur du fer en Figure 27: Pouvoir réducteur du fer en

fonction des concentrations variées de ’HE de  fonction des concentrations variées de I’extrait

C.nepeta. de P. herba venti.

La détermination de la concentration efficace (CEso) des extraits, correspondant a une
absorbance de 0.5, est essentielle pour évaluer leur potentiel antioxydant. Plus cette
concentration est faible, plus I'extrait démontre un pouvoir antioxydant élevé.

La figure 26 illustre le pouvoir réducteur en fonction des différentes concentrations
d’huile essentielle de C. nepeta. On observe que la DO la plus basse, de 0.06, a été obtenue a
une concentration de 41.7 pug/mL, tandis que la DO la plus élevée, de 0.58, correspond a une
concentration de 668 pug/mL. Ces résultats indiquent que I'huile essentielle possede un potentiel
antioxydant modérément fiable, avec une CE50 de 544.6 + 12 pg/mL.

Selon les figures 25 et 27, nous observons que le pouvoir réducteur des extraits, exprimé
en absorbances, augmente proportionnellement avec les concentrations. L'effet antioxydant de
I'extrait de C. nepeta est supérieur & celui de P. herba-venti. A la concentration la plus faible
(6.68 ug/mL), I'extrait de C. nepeta présente une DO plus élevée que celui de P. herba-venti,
avec des valeurs respectives de 0.203 et 0.158. A la concentration la plus élevée (106.95
ug/mL), les DO mesurées sont de 1.810 pour l'extrait de C. nepeta et de 1.469 pour l'extrait de

P. herba-venti.

Par ailleurs, d'apres les résultats présentés dans le tableau 11, la valeur de CEso de I'acide
ascorbique est de 3.01 pg/mL, tandis que celles des extraits de C. nepeta et de P. herba-venti
sont respectivement de 28.58 pg/mL et 29.41 pg/mL. Ces résultats soulignent I'importance du

pouvoir antioxydant des extraits hydro-éthanoliques des especes étudiees.
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Selon les résultats de Salhi et al. (2024), la méthode d'extraction influence
significativement I'activité antioxydante de la plante. En effet, I’extrait aqueuse de C. nepeta
obtenus par décoction, infusion et macération, ont démontré un pouvoir de réduction des ions
ferriques plus faible a celui de nos extraits avec des valeurs de ECso de 108.49 + 2.42 mmol
/100 g PS pour la décoction, 55.05 + 0.65 mmol /100 g PS pour I’infusion et 55.31 + 0.43 mmol
/100 g PS pour la macération. Cela montre que la méthode de décoction permettant d'obtenir

une concentration d'antioxydants plus élevée, et donc une meilleure capacité réductrice.

Par ailleurs, les études concernant le pouvoir réducteur de fer de P. herba venti sont tres
limité. En comparaissant avec des especes de genre Phlomis, les extraits aqueuse, méthanolique
et éthyle acétique de P. armeniaca ont été évalué pour sa capacité a réduire les ions ferriques a
des valeurs de ECso de 96.58 £ 3.79; 87.08 £ 1.92 et 59.40 = 3.79 mg/mL d’extrait,
respectivement (Sarikurkcu et al., 2015). Ces résultats sont faibles lorsqu’en compare avec les

résultats de notre étude.
5.2. Activité anti-inflammatoire in vitro
5.2.1. Test de dénaturation des protéines

Dans I’organisme vivant, les protéines dénaturées deviennent "étrangeres" pour le
systeme immunitaire déclenchant une réponse inflammatoire. Par exemple, dans certaines
maladies auto-immunes, des protéines dénaturées peuvent étre prises pour des agents
pathogeénes, provoquant une inflammation chronique alors qu’il n’y a pas d’infection réelle

(Paladino et al., 2023).

Les résultats obtenus par le test d'inhibition de la dénaturation des protéines, qui sont
présentés dans le tableau n°12, permettent de comparer I'efficacité de I’huile essentielle et des
extraits de C. nepeta, de P. herba venti et du diclofénac. Ce test est couramment utilisé pour

évaluer I'activité anti-inflammatoire potentielle des composés.

Tableau 12 : Valeurs de la concentration inhibitrice 50 (mg/mL) des espéces étudiées et

Diclofénac obtenues par le test d’inhibition de la dénaturation des protéines.

_ Extrait de Extrait de )
Echantillon HE de C.nepeta _ diclofénac
C.nepeta P.herba venti
ICso(mg/mL) 9.82+£0.15 1.2+0.01 16.19 £ 0.75 0.32+0.004
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Les résultats obtenus montrent que le diclofénac a la plus faible valeur d'ICsg, ce qui
signifie qu'il est le plus efficace a inhiber la dénaturation des protéines. Cela est attendu puisqu'il
est un médicament anti-inflammatoire connu et utilisé en clinique pour inhiber la réponse
inflammatoire. Cette efficacité est attribuée a sa capacité a moduler les réponses inflammatoires

et & protéger l'intégrité cellulaire.

L'extrait de C. nepeta présente une ICsp relativement faible, ce qui montre une bonne
efficacité anti-inflammatoire, bien qu'il ne soit pas aussi puissant que le diclofénac. En
revanche, L'huile essentielle de C. nepeta est moins efficace dont sa valeur d'ICso est plus
élevée, ce qui signifie qu'une concentration plus importante de I'huile est nécessaire pour inhiber
la dénaturation des protéines. Cela peut indiquer que certains composants actifs se trouvent en
plus grande concentration dans l'extrait que dans I'huile essentielle. Alors que, I'extrait de P.

herba venti montre une ICso plus élevée, ce qui indique qu'il est le moins efficace.

Le genre Phlomis comprend plusieurs espéces de plantes médicinales qui ont été
étudiées pour leurs propriétés anti-inflammatoires, y compris leur capacité a inhiber la
dénaturation des protéines. En effet, les potentiels anti-dénaturation de plusieurs fractions de
Phlomis cashmeriana montrent des valeurs anti-inflammatoires différentes (Hussain et al.,
2024).

Calamintha volgaris, a attiré I'attention pour ses propriétés meédicinales, en particulier ses
effets anti-inflammatoires. Des études in vitro ont démontré que les extraits méthanolique de
C. vulgare inhibent de maniere significative la dénaturation des protéines. L'efficacité de ces

extraits peut varier en fonction des méthodes d'extraction (Qureshi et al., 2024).
5.3. Activité antimicrobienne
5.3.1. Etude de la sensibilité des souches aux agents antimicrobiens standards

Les résultats du tableau n°13 indiquent que les souches bactériennes et fongiques testées

présentent des degrés de sensibilité différents aux agents antimicrobiens utilises.

La classification des souches bactériennes en catégories « Sensible (S) », « Intermédiaire
(D » et « Résistante (R) » est établie par le Comité de I’ Antibiogramme de la Société Francaise
de Microbiologie (CA-SFM) (CA-SFM, 2024). Cette classification permet de caracteriser le
profil de sensibilité des souches étudi¢es et d’évaluer leur phénotype face aux agents

antimicrobiens testés. Le chloramphénicol (C) présente une activité notable contre la majorité
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des souches testées, avec des diamétres d’inhibition allant de 16.85 mm a 31.53 mm. Les
valeurs les plus élevées sont observees contre E. coli (31.53 mm) et B. subtilis (26.5 mm),
indiquant une forte sensibilité de ces souches. En revanche, des diametres plus faibles sont
enregistrés pour B. cereus 1 (18.55 mm) et B. cereus 2 (16.85 mm), suggérant une sensibilité

modérée.

Les aminosides (Néomycine (N), Gentamicine (CN), Amikacine (AK), Tobramycine
(TOB)) affichent une efficacité variable selon les souches. La gentamicine (CN) présente une
bonne activité contre B. subtilis (29.14 mm), P. mirabilis (25.79 mm) et E. coli (27.03 mm),
suggerant une forte sensibilité. En revanche, son efficacité est limitée contre E. faecalis
(15.82mm). L’amikacine (AK) montre une efficacité plus faible contre E. faecalis (6.76 mm)

et K. pneumoniae , indiquant une résistance de ces souches.

Les p-lactamines (Ampicilline (AMP), Pipéracilline (PRL), Carboxypénicillines
(CAR), Oxacilline (OX)) présentent une efficacité réduite contre plusieurs souches, en
particulier E. faecalis, K. pneumoniae et E. coli, avec des diametres inférieurs a 10 mm,
indiquant une résistance. L’ampicilline (AMP) est inefficace contre E. faecalis , K. pneumoniae
et E. coli . La pipéracilline (PRL) présente une faible activité, avec des diametres inférieurs a

10 mm pour plusieurs souches.

Les fluoroquinolones (Acide nalidixique (NAL), Norfloxacine (NOR)) sont
globalement actives contre les souches testées, avec des zones d’inhibition élevées pour E. coli
(33.29 mm pour la norfloxacine), P. mirabilis (33.40 mm), B. subtilis (28.06 mm) et S. aureus
(19.39 mm). Cependant, une résistance marquée est observée contre E. faecalis pour le

norfloxacine et I'acide nalidixique.

La tétracycline (Doxycycline (DOX)) montre une bonne activité contre S. aureus (29.30
mm) et B. cereus 1 (22.56 mm), suggérant une efficacité notable. En revanche, elle est peu active
contre E. faecalis (10.72 mm) et P. mirabilis (8.68 mm), suggérant une résistance dans ces

souches.

La sulfamide (Sulfaméthoxazole-triméthoprime (SXT)) présente une efficacité variable,
fortement actif contre B. subtilis (26.33 mm), S. aureus (22.88 mm) et E. coli (25.41 mm).

Completement inefficace contre E. faecalis et K. pneumoniae .
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La polymyxine B est modérément active contre E. coli (15.49 mm) et P. aeruginosa
(16.73 mm), mais inefficace contre S. aureus (6.93 mm) et E. faecalis , suggérant une résistance

intrinseque de ces souches.

Pour la sensibilité aux macrolides et glycopeptides (Erythromycine (E), Vancomycine
(VA)), L’érythromycine montre une efficacité modérée avec des diametres variant entre 13.4
mm (B. cereus 1) et 22.44 mm (B. subtilis). La vancomycine présente une activité intéressante
contre E. faecalis (17.11 mm) et B. subtilis (19.87 mm), mais reste peu active contre B. cereus
1 et B. cereus 2 (14-15 mm).

Concernant les agents antifongiques testés contre Candida albicans ATCC 10231,
I’éconazole et clotrimazole ont exercés une forte inhibition avec des diamétres de 23.46 mm, et
21 mm successivement.

Les résultats de cette étude montrent que les antibiotiques les plus efficaces contre les
bactéries testées sont les fluoroquinolones (norfloxacine, acide nalidixique), les aminosides
(gentamicine, amikacine) et certaines B-lactamines (céphalosporines de 3e génération).
En revanche, une forte résistance est observée pour les B-lactamines classiques (ampicilline,
pipéracilline, carboxypénicillines) contre plusieurs souches, en particulier E. faecalis et K.
pneumoniae. L’efficacité des antifongiques contre C. albicans est confirmée, avec une

sensibilité marquée au clotrimazole et a I’éconazole.
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Tableau 13 : Etude de la sensibilité des souches aux agents antimicrobiens standards.

ATB B.s B.cl B.c2 S.a E.f K.p P.m E.c P.a Ca
265+05 1855+0.78 16.85+0.01 23.92+0.01 21.22+1.18 23.69+0.3 17.55+0.2 31.53+0.83
(S M M S) S S) M S)
N 22.72+0.15 20.43+0.43 22.19+0.35 20.80+0.22 9.58+0.41 20.07+0.2 21.45+0.11 23.48+1.23 8.82+0.1
(S (S (S S) (R) S) S S) (R)
PB 11.76+0.21 20.39+0.39 22.19+0.35 6.93+0.18 0 18.20+0.42 14.10+0.47 15.49+0.17 16.73£0.5
(R) (S) (S) (R) (R) (S) () (1 O
CN 29.14+1.17 21.23+0.01 23.09+0.56 15.30+0.53 15.82+0.46 25.79£0.79 27.03+1.03 13.8£0.2
(S) (S) (S) ) () (S) (S) (R)
9.47+0.23 9.79+0.10 0 0 11.18+0.48 0
CAR - - . -
(R) (R) (R) (R) (M (R)
DOX 19.34+0.12 22.56+0.54 19.21+0.63 29.30+0.05 10.72+0.39 15.44+0.48 8.68+0.38 20.23%+0.05
(S (S S S) (R) M (R) (S)
SXT 26.33+0.65 0 0 22.88+0.45 26.42+0.90 0 22.14+0.56 25.41+0.99
(S (R) (R) S) S (R) (S (S)
£ 22.44+1.13 13.4+1.11 21.9+0.03 18.82+0.20 12.57+0.45
(S) (1 ) U (M
0 0 0 12.3£0.03
OX - - - - - -
(R) (R) (R) (1)
PRL 8.48+0.21 7.54+0.01 0 0 20.44%0.31 0 -
(R) (R) (R) (R) S (R)
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14.57+0.39 10.83+0.53 0 0 13.62+0.46 0
AMP - - ) -
M (R) (R) (R) M (R)
NAL 19.4740.33  14+0.19  15.89+0.24 10.03%0.2 0 17.29+0.63  26.04:0.1 0
(S) M M (R) (R) M ©®) (R)
VA 19.8740.68 14.02+0.18 15.61+0.13 17.12+0.54 17.11+0.70
(S) M M M ()
OB 24.52+0.50 15.47+0.365 13.5620.2 18.67+0.58 12.67+0.07 0 20.35£0.38 21.19+0.21 20.52+ 0.63
(S) M M ) M (R) () ®) ®)
NOR 28.06£0.14  21.4+0.36  19.89+0.53 19.39+0.42 0 0 33.40£0.69 33.29+0.7 24.29+ 0.69
(S) (S) ©) ©) (R) (R) () ®) ®)
AK 22.94+0.70 19.34+0.73 20.56£0.99 13.25+0.35 6.76+0.52 0 18.98+0.8 22.09+0.26 17.05+0.37
(S) (S) ©) ) (R) (R) M ©®) M
23.46% 0.35
Econ - - - - - - - - -
©®)
21+ 0.07
Clo - - - - - - - - -
©®)
. 18.05+ 0.4
Mico - - - - - - - - -
®)

B.s : Bacillus subtilis ATCC6633, B.cl : Bacillus cereus ATCC10876, B.c2 : Bacillus cereus ATCC11778, S.a : Staphylococcus aureus ATCC25923, E.f:
Enterococcus fecalisATTC29212 P.a : Pseudomonas aeruginosa ATCC27853, K. p : Klebsiella pneumoniae ATCC700603, E.c : Escherichia coli ATCC25922,
P.m : Proteus mirabilis ATCC35659 ; C.a : Candida albicans ATCC10231.

AK : Amikacine (30pg), CN : Gentamycine (30pg), NOR : Norfloxacine (10ug), C : Chloramphénicol (30pg), DOX : Doxycycline (30ug), TOB : Tobramycine (10ug),
SXT : Sulfamethoxazole-Triméthoprime (25ug), N : Néomycine (30ug), E : Erythromycine (15pg),PB (100): Polymyxine B, NAL : Acide Nalidixique (30ng), AMP :
Ampicilline (30pg), OXA : Oxacilline (1ug), PRL : Pipéracilline (30ug),VA : vancomycine (30ug), CAR : Carbénicilline (100ug), Eco :Econazole(100pg/mL), Clo :
Clotrimazole (100pg/mL), Mico : Miconazole (100pg/mL). - : Non testé
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5.3.2. Pouvoir antimicrobien de I’huile essentielle de C. nepeta
» Technique de diffusion en milieu gelosé (méthode de Vincent)

Face a l'augmentation des agents pathogenes resistants aux antibiotiques, les extraits de
plantes sont considérés comme de précieuses sources pour inhiber la croissance d'un large

éventail de micro-organismes résistants.

Selon Ponce et al., (2003), la sensibilité des souches est classée comme suit : non sensible
(-) pour des diamétres inférieurs a 8 mm, sensible (+) pour 9 a 14 mm, trés sensible (++) pour

15 a 19 mm et extrémement sensible (+++) pour plus de 20 mm.

L’évaluation de 1'effet antimicrobien de I'huile essentielle de C. nepeta a été réalisée par la
méthode de diffusion sur disque, les résultats ont révélé une efficacité variable contre toutes les
souches pathogénes testées (voir tableau 14). Les diamétres des zones d'inhibition de la
croissance ont varié entre 10.2 et 37.12 mm. La souche la plus sensible était Candida albicans
ATCC10231, tandis que les plus sensibles parmi les bactéries étaient Klebsiella pneumoniae
ATCC700603, Bacillus cereus ATCC11778 et Bacillus subtilis ATCC6633., avec des
diamétres de zones d'inhibition de 37.12 mm, 20.17 mm, 18.62 mm et 18.37 mm,
respectivement. L'huile essentielle de C. nepeta a montré une activité comparable ou supérieure
contre les bactéries a Gram positif et a Gram négatif. Ces résultats sont en accord avec ceux
de Gormez et al., (2015), qui n'ont pas révéle de différence significative de sensibilité entre les
bactéries a Gram positif et a Gram négatif pour I'huile essentielle de C. nepeta extraite en
Turquie.

Plusieurs études ont révélé 1’activité inhibitrice remarquable de diverses especes de
calament, confirmant leur efficacité contre une large gamme de microorganismes. Kerbouche
et al., (2013) confirment que I’huile essentielle de C. nepeta posséde un effet antimicrobien
puissant contre un large éventail de microorganismes, dont les diamétres des zones d’inhibition
obtenus pour K. pneumoniae ATCC 4352, P. aeruginosa ATCC 9027, E. coli ATCC 4157, S.
aureus ATCC 653, et C. albicans ATCC 24433 sont respectivement de 19.66 mm, 10.33 mm,
16.33 mm, 20 mm et 11.3 mm. Ces résultats sont plus ou moins semblables a ceux trouvés dans
notre expérimentation a 1’exception de C. albicans ATCC 24433 semble beaucoup moins
sensible par rapport a notre souche. Une autre étude faite par Kitic et al.,( 2002) a montré que
E. coli (32 mm) et S. aureus ATCC 6538 (31 mm) étaient plus sensibles, tandis que B. subtilis

(24,5 mm) et P. aeruginosa (21 mm) étaient 1égeérement résistants a 1'huile essentielle .D’autre
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part, un halo d’un diamétre plus grand que ceux obtenus avec notre huile contre P. mirabilis

ATCC29906 (30.67 mm) et E. coli K12 (48.67 mm) a été observé par Brahimi et al., (2023).

Tableau 14 : Evaluation de I’activité antimicrobienne de 1’huile essentielle de C. nepeta

(aromatogramme).
Souches Diamétres (mm)

B. cereus ATCC10876 17.18 £ 0.2
B. cereus ATCC11778 18.62 + 0.83
B. subtilis ATCC6633 18 .37 £ 0.22

S. aureus ATCC25923 17.21 +0.63
E. fecalis ATCC29212 12.29 + 0.54
E. coli ATCC25922 16,45 £ 0.92

P. aeruginosa ATCC27853 10.2+0.54
K. pneumoniae ATCC700603 20.17+£0.42
P. mirabilis ATCC35659 17.28 £ 0.54
C. albicans ATCC10231 37.12 £ 0.65

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
> Détermination de la CMI et la CMB /CMF

Les résultats de la détermination des concentrations minimales inhibitrices et des
concentrations minimales bactéricides/fongicides de I'huile essentielle de C. nepeta sont
exprimés dans le tableau 15. Les données révelent que C. nepeta posséde des propriétés
antimicrobiennes contre tous les micro-organismes testés, avec une CMI variant de 0.937 2 3.75
pL/mL et une CMB allant de 0.937 a 15 pL/mL. La plus faible concentration a été enregistrée
vis-a-vis la souche C. albicans ATCC10231, avec des valeurs de CMI et de CMB de 0.937

......

ul/mL) et une CMB (15 pl/mL) respectivement.

Selon Sbayou et al., (2014), un rapport CMB/CMI inférieur ou égal a 4 indique que l'agent
antimicrobien est considéré comme bactéricide ou fongicide. En revanche, un rapport supérieur
a 4 suggere un effet bactériostatique ou fongistatique. En se basant sur ce critéere, I'huile
essentielle de C. nepeta est classée comme bactéricide et/ou fongicide contre toutes les souches
microbiennes testeées. Nos résultats sont en accord avec ceux de travaux antérieurs, qui ont

constaté une sensibilité particuliere de C. albicans a I'huile essentielle de C. nepeta récoltée a
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difféerents moments dans la région de Tarquinia en Italie avec des CMI variant de 0.78 a 1.56
mg/ml (BozZovic et al., 2017). L'huile de C. nepeta récoltée au Portugal et en Sardaigne (Italie),
a présenté une inhibition importante avec des valeurs de CMI de 2.5 et 1.25 pl/mL,
respectivement (Marongiu et al., 2010). De plus, Brahimi et al., (2023) ont rapporté que
I’huile essentielle de C. nepeta possede un pouvoir antimicrobien prometteur contre plusieurs
souches bactériennes, a savoir Staphylococcus aureus ATCC6633, Escherichia coli K12,
Bacillus subtilis DSM6333 et Proteus mirabilis ATCC29906, avec des valeurs de CMI variant
entre 0.373 et 5.96 pg/mL. Les résultats obtenus par Bouzidi et Kemieg, (2021) corroborent
les notres, indiquant que la souche de P. aeruginosa ATCC 27853 présente une sensibilité
moindre par rapport aux autres souches testées, a savoir C. albicans ATCC 10231 et S. aureus
ATCC 29273.

L’activité antimicrobienne d'une huile essentielle est étroitement liée a sa composition
chimique, a sa configuration structurelle et aux groupes fonctionnels des constituants
principaux, ainsi qu'aux éventuelles interactions synergétiques entre ces derniers et les
composants mineurs. Cela pourrait expliquer les variations observées au sein d'une méme
espéce provenant de régions différentes (Dorman et Deans, 2000). Toutefois, I’activité
antimicrobienne de I’huile essentielle de C. nepeta pourrait étre attribuée a sa forte teneur en
composés principaux, notamment la pulegone, I’isoborneol et la menthone. De nombreuses
études ont démontré que ces composés possédaient des propriétés antimicrobiennes (Ambrico
et al., 2019; S. Arantes et al., 2017; Bozovi¢ & Ragno, 2017; Marongiu et al., 2010; D.
Wang & Shang, 2023). Cependant, d'autres composants de I'huile pourraient également
contribuer de maniere synergique a l'effet antimicrobien global (Garzoli et al., 2015). Les
composes monoterpéniques agissent en perturbant la membrane cytoplasmique microbienne,
qui perd ainsi sa grande imperméabilité aux protons et aux ions. Si l'intégrité de la membrane
est perturbée, ses fonctions sont compromises, non seulement en tant que barriére, mais aussi
en tant que matrice pour les enzymes et en tant que transducteur d'énergie (BoZovi¢ et Ragno,
2017).
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Tableau 15: Valeurs de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) et Bactéricide (CMB)

(UL/mL) de I'huile essentielle de C. nepeta.

CMB ou CMB ou
Microorganisme CMI (uL/mL) CMF CMF/ Activité
(uL/mL) CMI
B. cereus ATCC10876 1.875 3.75 2 Bacteéricide
B. cereus ATCC11778 1.875 3.75 2 Bacteéricide
B. subtilis ATCC6633 0.937 1.875 2 Bactericide
S. aureus ATCC25923 0.937 1.875 2 Bacteéricide
E. fecalis ATTC29212 0.937 3.75 4 Bactéricide
E. coli ATCC25922 0.937 1.875 2 Bactéricide
P. aeruginosa ATCC27853 3.75 15 4 Bactéricide
K. pneumoniae ATCC700603 1.875 3.75 2 Bacteéricide
P. mirabilis ATCC35659 1.875 3.75 2 Bactericide
C. albicans ATCC10231 0.937 0.937 1 Fongicide

5.3.3. Pouvoir antimicrobien des extraits

» Technique de diffusion en milieu gélosée (méthode de Vincent)

L’activité antimicrobienne des extraits hydro-éthanoliques de C. nepeta et de P. herba-venti a été

évaluée par la méthode de diffusion sur disque en milieu gélosé. Les résultats sont présentés dans

le tableau n°16 nous constatons qu’il y a une variabilité des diamétres des zones d’inhibition

exprimeés par les deux extraits vis-a-vis des souches testées.

Tableau 16 : Evaluation de I’activité antimicrobienne des extraits en fonction des souches

testées.

Diameétre (mm)

Souches Extrait de C.nepeta Extrait de P.herba venti
B. cereus ATCC10876 13.34 + 0.68 14 + 0.68
B. cereus ATCC11778 12.35+ 0.63 17 £ 0.85
B. subtilis ATCC6633 13+0.34 16 + 0.62
S. aureus ATCC25923 11.47 +0.63 14.31 +0.43
K. pneumoniae ATCC700603 9.85+0.85 12 £0.26

85



Résultats et Discussion

P. mirabilis ATCC35659 15.24 + 0.36 15+ 0.46
E. coli ATCC25922 10.62 + 0.41 10.14 £ 0.05
E. faecalis ATCC29212 10.56 + 0.37 10 £ 0.07
P. aeruginosa ATCC27853 0 0
C. albicans ATCC10231 18.13+0.25 11+0.32

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.

Les diametres des zones d’inhibition pour 1’extrait de C. nepeta a une concentration de
100 mg/mL varient entre 9.85 mm et 18.13 mm. Les plus grandes zones d’inhibition ont été
observées contre C. albicans ATCC10231 (18.13 mm), suivies de P. mirabilis ATCC35659
(15.24 mm), B. cereus ATCC10876 (13.34 mm), B. cereus ATCC11778 (12.35 mm) et S.
aureus ATCC25923 (11.47 mm). En revanche, I’extrait a montré aussi une activité relativement
faible contre les souches K. pneumoniae, B. subtilis, E. coli et E. faecalis, avec des diamétres

des halos formés compris entre 9.85 mm et 11 mm.

Concernant 1’extrait de P. herba-venti a une concentration de 625 mg/mL, les résultats
montrent une bonne activité inhibitrice enregistrée contre B. cereus ATCC11778 (17 mm), B.
subtilis ATCC6633 (16 mm), P. mirabilis ATCC35659 (15 mm), B. cereus ATCC10876 (14
mm), S. aureus ATCC25923 (14.31 mm) et K. pneumoniae ATCC700603 (12 mm). Cependant,
I’effet inhibiteur exercé contre les souches E. coli ATCC25922, E. faecalis ATCC29212 et C.
albicans ATCC10231 s’est révélé moins important. Les diamétres des halos formés étaient de

10,14 mm, 10 mm et 11 mm respectivement.

Les deux extraits ont montré une capacité d'inhibition sur milieu gélosé contre toutes les
souches testées, a I'exception de P. aeruginosa, qui s'est révélée plus résistante. Toutefois,
I'extrait de C. nepeta, qui a montré une activité significative a une concentration de 100 mg/mL,
contrairement a P. herba-venti, dont I'activité a été observée a une concentration plus élevée de
625 mg/mL. Markelova et Semenova (2017) ont trouvé que les souches multirésistantes, telles
que Pseudomonas aeruginosa, présentent des sensibilités différentes en fonction de leur

constitution génétique.

Des recherches antérieures ont révélé que l'extrait de C.nepeta présente une activité
antimicrobienne significative contre une large gamme de microorganismes (Celik et al., 2021).

D'apreés les travaux de Benfreha et al., (2022) , les extraits méthanolique et hydrométhanolique
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de C. nepeta montrent une action inhibitrice contre E. coli, avec des diamétres d’inhibition
allant de 8 a 27 mm pour I’extrait méthanolique et de 2 a 22 mm pour I’extrait
hydrométhanolique, en fonction des concentrations testées (25, 50, 100 et 200 mg/mL). Une
étude faite par Labiod, (2016), dont les diamétres des zones d’inhibition obtenus lors du test
de I’extrait méthanolique de C. nepeta sur les isolats de S. aureus et K. pneumoniae étaient
respectivement de 18 mm et 20 mm, alors qu’aucune zone d’inhibition n’a été observée sur
I’isolat d’E. coli ni sur les souches de référence E. coli ATCC25922, K. pneumoniae
ATCC700603 et S. aureus ATCC25923. Une étude menée par Bougandoura et Bendimerad,
(2012) a montré que I’extrait méthanolique posseéde une forte activité inhibitrice sur toutes les
souches fongiques testées sur milieu gélosé , avec un pourcentage d’inhibition allant de 66.66
% pour Fusarium oxysporum a 87.5 % pour Aspergillus flavus. Ces résultats confirment nos

propres résultats concernant la sensibilité de Candida albicans.

Concernant I'extrait de P. herba-venti, une investigation menée par Gaamoune, (2017)
montre que I’activité antimicrobienne de I’extrait indique un faible pouvoir antibactérien contre
Staphylococcus aureus, avec un halo d’inhibition de 7.67 mm. En revanche, aucune inhibition
n’a été observée contre E. coli, B. subtilis et C. albicans. Ces résultats sont plus faibles par
rapport aux nétres. D'autres recherches menées sur le genre Phlomis ont révélé les propriétés
antimicrobiennes de cette plante. Sonmez et ses collaborateurs (2020) ont démontré que
I'extrait de P. rigida a montré une grande efficacité, présentant une zone d'inhibition de 16.33
mm contre C. albicans. Il a aussi démontré une efficacité significative pour empécher la
multiplication de P. aeruginosa avec une zone d'inhibition de 11.33 mm. Par contre, les halos
détectés pour E. coli et S. aureus présentaient un diameétre moindre que celui observé dans notre
extrait, présentant des zones d'inhibition de 8.33 mm. Une autre étude menée par Shafiq et al.,
(2020) a exhibé que les extraits éthanolique et aqueux de Phlomis umbrosa présentent une
activité antibactérienne significative contre certains pathogeénes cliniques hautement résistants,
notamment B. subtilis, S. aureus, S. pyogenes et S. enterica, avec des zones d’inhibition variant
de 5.9 mm a 22.6 mm pour I’extrait éthanolique et de 4.0 mm & 17.9 mm pour I’extrait aqueux,

en fonction des différentes concentrations testées (20, 30, 40 et 50 mg/mL).

De maniere générale, il a été constaté que l'inhibition de la croissance microbienne
augmentait avec la concentration des extraits, les diametres des zones d'inhibition variant selon

les bactéries et les extraits. Ces variations dans l'activité antimicrobienne des extraits
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s'expliquent par les différences dans leur composition chimique (Biyiti et al., 2004; Ponce et
al., 2003).

» Détermination de la CMI et la CMB /CMF

Tableau 17 : Valeurs de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) et Bactéricide (CMB)
(mg/mL) de I’extrait de C. nepeta et P.herba venti

Souches Extrait de C.nepeta Extrait de P.herba venti
CMB CMB
ou ou
CMI CMB CMF Activité CMI CMB Activité
/ CMF/
CMI CMI
B.cl 3.125 25 8 Bactériostatique ~ 19.53 39.06 2 Bactéricide
B.c2 3125 125 4 Bactéricide 9.76 19.52 2 Bactéricide
B.s 156 3.125 2 Bactéricide 9.76 39.06 4 Bactéricide
S.a 1562 125 8 Bactériostatique  9.76 19.52 2 Bactéricide
K.p 6.25 25 4 Bactéricide 39.06 312.5 8 Bactériostatique
P.m 0.781 3.125 4 Bactéricide 9.76 39.06 4 Bactéricide
E.c 1562 3.125 2 Bactéricide 78.12  156.25 2 Bactéricide
E.f 0.39 125 32.05 Bactériostatique  78.12 625 8 Bactériostatique
C.a 0.781 3.125 4 Fongicide 78.12 312.5 4 Fongicide

B.s: Bacillus subtilis ATCC6633, B.cl: Bacillus cereus ATCC10876, B.c2: Bacillus cereus
ATCC11778, S.a : Staphylococcus aureus ATCC25923, E.f: Enterococcus faecalisATTC29212 P.a:
Pseudomonas aeruginosa ATCC27853, K. p : Klebsiella pneumoniae ATCC700603, E.c : Escherichia
coli ATCC25922, P.m : Proteus mirabilis ATCC35659 ; C.a: Candida albicans ATCC10231.

Selon le tableau n°® 17, il ressort que les extraits de C. nepeta et de P. herba venti ont
inhibé la croissance de 9 souches testés, avec des concentrations variant entre 0.39 et 6.25
mg/mL et entre 9.76 et 78.12 mg/mL, respectivement . Concernant les valeurs de CMB et de
la CMF, celles de I'extrait de C. nepeta se situent entre 3.125 et 25 mg/mL, tandis qu'elles

varient entre 625 et 19.52 mg/mL pour ’extrait de P. herba venti.
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Les concentrations minimales inhibitrices les plus faibles pour I’extrait de C. nepeta
sont de 0.39 mg/mL contre E. faecalis et de 0.781 mg/mL contre P. mirabilis et C. albicans. La
valeur de CMI la plus élevée pour cet extrait a été observee contre K. pneumoniae, avec 6.25
mg/mL. De méme, la CMI la plus faible pour I'extrait de P. herba-venti a été observée contre
B. cereus ATCC11778, B. subtilis, S. aureus et P. mirabilis, a 9.76 mg/mL, tandis que les
valeurs les plus élevées ont été enregistrées contre C. albicans, E. faecalis et E. coli (78.12
mg/mL). L’évaluation des CMB et CMF a montré que I'extrait de C. nepeta possédait une CMB
minimale de 3.125 mg/mL contre C. albicans, E. coli, P. mirabilis et B. subtilis. En revanche,
I'extrait de P. herba-venti présentait une CMB de 19.52 mg/mL contre B. cereus ATCC11778

et S. aureus.

Les rapports CMB/CMI et CMF/CMI varient en fonction des extraits et des souches
testées. 1l a été démontré que I'extrait de C. nepeta exerce des effets bactéricides contre la
majorité des germes testées, a l'exception de B. cereus ATCC10876, et E. faecalis, contre
lesquelles il présente des effets bactériostatiques. L'extrait de P. herba-venti exerce des effets
bactéricides et fongicide contre toutes les souches, sauf contre E. faecalis et K. pneumoniae,

pour lesquelles il présente des effets bactériostatiques.

Nos résultats confirment les observations d'études précédentes concernant I'extrait de C.
nepeta, pour lequel un pouvoir inhibiteur a été démontré contre E. faecalis ATCC 29212, S.
aureus ATCC 25923, E. coli ATCC 25922 et B. cereus 702 Roma, avec des CMI variant entre
119 et 955 pg/mL (Celik et al., 2021) . Concernant P. herba-venti, Ferrante et al., (2019) ont
également démontré un effet inhibiteur contre S. aureus ATCC 6538, E. coli ATCC 10536, et
C. albicans YEPGA 6183, avec une valeur de CMI égale a 4.76 mg/mL.

Les résultats obtenus indiquent que les extraits contiennent des substances
phytochimiques dotées d'une activité a large spectre contre les souches microbiennes. Selon la
caractérisation chimique décrite précédemment, l'activité antimicrobienne de I'extrait de C.
nepeta peut étre attribuée a sa richesse en monoterpénes oxygénés (63,78 %), principalement
le pulégone (24,98 %). Plusieurs auteurs ont démontré que le pulégone et la pipériténone
(Brandes et al., 2024) , le menthofurane, le bornéol et la menthone (Kolesnikova et al., 2024)
, le y-élemeéne (Fikri et al., 2020) , le a-pinéne et le B-pinéne (Bomfim de Barros et al., 2023;
Salehi et al., 2019) ainsi que le limonene (Ribeiro et al., 2023) présentent divers degrés

d'efficacité contre différents agents pathogenes.
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Concernant I’extrait de P. herba-venti, il est principalement riche en acide oléanolique
et en acide bétulinique, qui représentent les composés majeurs avec un taux combiné de 98 %.
Wei et al., (2024) ont montré que l'acide oléanolique possede des propriétés antimicrobiennes
efficaces, avec des CMI variant entre 1 et 2 pg/mL contre les champignons et les bactéries
multirésistantes aux medicaments. Par ailleurs, une autre étude réalisée par Spivak et al., (2020)
a révelé que l'acide bétulinique inhibait la croissance de diverses souches bactériennes et
présentait également une activité bactériostatique élevée contre S. aureus résistant a la

méticilline, avec des CMI aussi faibles que 0,25 ug/mL.
5.4. Activité antivirale de I’huile essentielle de C. nepeta
Les résultats de I’activité antivirale de 1’huile essentielle sont présentés dans le tableau suivant :

Tableau 18 : Activité antivirale de I'huile essentielle de C. nepeta contre le virus de I'herpés
simplex (HSV) et I'adénovirus de type 5 (Ad5).

Concentration de ’HE Virus de I'Herpes Simplex  Virus Adénoviral de type 5
0.25 mg/mi 99 % de l'activité virucide 99 % de I'activité virucide
0.50 mg/ml 99.9 % de I'activité virucide  99.9 % de l'activité virucide

Les propriétés antivirales de I'huile essentielle de C. nepeta contre le virus de I'nerpes
simplex (HSV) et l'adénovirus de type 5 (Ad5) révélent une efficacité notable. A une
concentration de 0.5 mg/mL, I'huile essentielle a induit une réduction remarquable de 99.99 %
de la réplication virale, tandis qu'a 0.25 mg/mL, une diminution significative de 99 % a été
observée. Les tests de cytotoxicité n'ont montré aucun effet indésirable sur les cellules en
culture a ces concentrations, ce qui suggere un profil de sécurité favorable. L’efficacité
antivirale de I'huile essentielle de C. nepeta peut étre attribuée a la diversité de ses composés
chimiques, dominés par des monoterpénes oxygénes tels que la pulegone, I'isobornéol, la
menthone, la pipériténone, le bicyclogermacréne et le caryophyllene. Ces composés ont
démontré des activités antivirales dans des études antérieures. Par exemple, il a été prouvé que
le béta-pinénene et le limonene bloquaient totalement l'infection par le HSV-1(Astani et
Schnitzler, 2014).Chen et al., (2024); Swamy et al., (2016) ont revéle que I'isobornéol, un
monoterpene, perturbe la glycosylation des protéines virales, tandis que I'oxyde de pipériténone
agit sur les stades avancés du cycle de vie du HSV-1. La pulegone, un des principaux

composants de I'huile essentielle de C. nepeta, a également montré une efficacité antivirale
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contre divers virus, y compris le HSV-1, le virus de la pseudorage, le SARS-CoV-2 et le virus
de la grippe (Chen et al., 2024).

De plus, d'autres plantes de la famille des Lamiacées, telles que Mentha suaveolens et
Satureja thymbra, ont présenté une activité antivirale contre le HSV-1, principalement due a
leurs concentrations élevées en oxyde de pipériténone et en o-pinene, respectivement. Par
ailleurs, des extraits aqueux et des huiles essentielles de Zataria multiflora, Thymus daenensis
et Thymus vulgaris ont montré leur capacité a inhiber I'infection par les adénovirus dans des
cultures cellulaires, suggérant un potentiel antiviral plus large au sein de la famille des
Lamiacées (Bekut et al., 2018; Saderi et Abbasi, 2011).

7. Activités biologiques in vivo

> Test de toxicité aigte

Le test de toxicité orale aigué n'a pas révélé de niveau d'effet nocif observé pour I'HE
de C. nepeta chez les rats Wistar jusqu’a une dose de 5000 mg/kg. Toutefois, cette dose s'est
avérée létale aprés 24 heures d'administration orale, entrainant I'apparition de certains
symptdmes cliniques, notamment des convulsions, une dyspnée et une salivation. Les résultats
indiquent que I'HE de C. nepeta est classée dans la catégorie 5 (>2000-5000 mg/kg) avec une
DLso de 2500 mg/kg. Une étude récente menée avec I'HE de C. nepeta chez des souris suisses
a permis d'observer une dose de toxicité létale par voie orale de 1500 mg/kg (Arantes et al.,
2019). Comparé a d'autres especes, un dépistage toxicologique de I'HE de Calamintha officinal
a révélé une faible toxicité intrapéritonéale avec une DLso de 100 mg/kg (Monforte et al.,
2011). En effet, la toxicité orale aigué d'un extrait brut de Calamintha vulgaris chez des souris

Balb/c s'est avérée sre jusqu'a une dose de 5 000 mg/kg (Khan et al., 2018).

Au cours d'une période d'observation de 24 heures, aucun signe de toxicité aigué a été
observé lors de I'administration orale d'extraits hydro-éthanolique de C. nepeta et P. herba venti
a des rats Wistar avec les doses de 50, 300, 2000 et jusqua 5000 mg/kg, y compris les

changements de comportement, la mortalité ou coma.

Ce resultat confirme que les extraits hydro-éthanoliques ont généralement une toxicité
plus faible que les huiles essentielles reposent sur les différences connues de composition
chimique entre ces deux types d'extraits. Les huiles essentielles sont des composés volatils
concentrés, souvent riches en monoterpénes et sesquiterpenes, dont certains sont connus pour

étre toxiques a fortes doses. Les extraits hydro-éthanoliques, quant a eux, contiennent une plus
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large gamme de composés polaires, notamment des flavonoides, des composés phénoliques et
d'autres composants non volatils, dont la toxicité aigué est généralement plus faible (Bakkali
et al., 2008b).

La présence de divers composés bioactifs dans les especes de Calamintha suggére des
avantages thérapeutiques potentiels sans toxicité significative (Araniti, Lupini, Mercati, et al.,
2013). En effet, l'utilisation traditionnelle de C. nepeta indique que I'extrait hydro-éthanolique
est probablement sans danger pour la consommation a petites doses, car il a été utilisé dans des

tisanes ou comme complément ( Gonzéalez et al., 2010).

Les données sur la toxicité aigué de l'extrait de P. herba-venti sont tres limites.
Toutefois, des études sur des espéces apparentées du genre Phlomis suggérent que les extraits
de la plante sont probablement sirs aux doses médicinales traditionnelles. Dans le cadre
d'études précliniques, la plupart des espéeces de Phlomis ne sont pas associées a une toxicité

significative lorsqu'elles sont administrées de maniere aigué (Senol et al., 2018)
7.1. Activité anti-inflammatoire in vivo

Il est important de noter que 1’utilisation des plantes est courante dans les pratiques
médicales traditionnelles en raison de la vaste gamme de composés bioactifs qu'ils contiennent
et qui présentent des opportunités importantes pour la création ou le développement de

nouveaux agents thérapeutiques anti-inflammatoires.

Dans ce cadre, la présente étude a permis d'élucider les propriétés anti-inflammatoires
de trois échantillons différentes a partir de deux plantes en comparaison avec un anti-
inflammatoire de référence, le diclofénac, sur des rats Wistar de laboratoire par le test de
I’inflammation induite par la carragénine. Les résultats de cette étude sont présentés dans le

tableau et les figures ci-dessous (Tableau 19 et 20 et figure 28 et 29).

Tableau 19 : Effet d’extrait de C. nepeta et P. herba vent sur I’cedéme de la patte (mm) induit

chez le rat par I’injection de la carragénine.

Traitement Epaisseur de la patte (mm)

H1 H2 H3 H4 H5 H6

Controle 53+055 541+065 518+040 479023 472+0.19 5.01+043
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Standard  4.03z 3.89 % 4.08 + ) . 375%
- . 399+05" 381%0.2

10mg/kg 051 0.29 0.2 0.23
C.nepeta  4.16+ 378+ 363 3.64 + 354+
*k 3'710'34 HKk *kk Fkk *kk

200mg/kg 0.53 0.29 0.22 0.23 0.38
C. nepeta 3,82+ . 4.02+ 3.38 3.54 + 342+
Kkk 448 i 033 FkK *kK FAk *kk

400mg/kg 0.43 0.37 0.58 0.49 0.33
P. herba 4.29 + 435+ 4.00 + . . 3.83 ¢
: ,  371+026" 391+0.14

200 mg/kg 0.25 0.25 0.33 0.28
P. herba 3.76 + 3.8+ 3.24 + 3.44 + 3.48 = 3.64 +
400 mg/kg 0.39™ 0.46*** 0.11™ 0.33" 0.48™ 0.357

Les résultats sont exprimés en en moyenne + écart-type. * p<0,05 différence significatif, ** p<0,01

différence trés significatif, *** p<0,001 différence hautement significatif.
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Figure 28 : Pourcentage d'inhibition (%) de l'cedéme plantaire par les extrait de C. nepeta et P.

herba vent induit par la carragénine chez les rats.

Les données présentées dans le tableau 19 et la figure 28 élucident I'impact des extraits

de deux especes botaniques sur I’inflammation des pattes induit par la carragénine chez les rats.

Suite a linjection de 1 % de carragénine dans la patte droite du groupe témoin, une

augmentation progressive du volume de I'eedéme plantaire est observée, atteignant sa valeur

maximale (5.41+0.65 mm) apres une durée de 2 heures. L’épaisseur de la patte reste

relativement constante, avec une légere réduction entre la premiere heure (H1) et la sixieme
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heure (H6), mais sans amélioration significative. Cela indique que I'inflammation persiste
naturellement avec peu de changement. Ce groupe a démontré une absence totale d'inhibition
de l'inflammation pendant toute la durée de I'étude (0 % a tous les intervalles de temps). Le
modele d'eedéme des pattes induit par la carragénine chez le rat est largement reconnu comme
une méthodologie efficace pour évaluer le potentiel thérapeutique de nouveaux agents anti-
inflammatoires et analgésiques (Amraoui et al., 2022; Solanki et al., 2015). De plus, le
carragenine est un agent phlogistique couramment utilisé pour examiner les impacts des anti-
inflammatoires non stéroidiens, en raison de sa capacité a provoquer des réponses
inflammatoires aigués, caractérisée par la libération de cytokines pro-inflammatoires telles que
I'IlL-6 et le TNFo (Vazquez et al., 2015).

En outre, a toutes les heures mesurées (H1 a H6), I'application préventive de diclofénac
(10 mg/kg) a montré une réduction significative de I’eedéme avec des niveaux de signification
statistique variant de p < 0.05 a p < 0.001 a partir de la premiere heure dans les rats standard
(4.03+0.51mm) par rapport au rats témoin (5.3+0.55 mm). Ce traitement classique montre un
taux d'inhibition initial modéré et constant, compris approximativement entre 50 et 60 %. Il est
un peu plus efficace jusqu'a H4 ; mais il reste nettement moins efficace que les autres
traitements. Ce résultat s'aligne sur plusieurs études qui soulignent I'efficacité du médicament

dans la gestion de l'inflammation et de l'cedéme (Ozgiiney et al., 2006).

L’utilisation de I’extrait obtenus a partir de feuilles de C. nepeta, a dose de 200 mg/kg,
a réveélé une réduction hautement significative (p < 0.001) de I'eedéme, commencant deés la
premiere heure apreés l'injection de I'agent inflammatoire et se poursuit jusqu'a atteindre un
minimum épaisseur a la sixieme heure (de 4.16 + 0.53 & 3.54 £ 0.38 mm). Les niveaux de
signification statistique (p < 0.01 a p < 0.001) montrent que cet extrait est efficace pour réduire
I’inflammation de maniere comparable au traitement standard, surtout aux heures tardives (H4
a H6). Par ailleurs, 200 mg/kg de C. nepeta provoque une inhibition assez stable, atteignant
environ 80 % a partir de H2 et maintenant jusqu'a H6. Cela indique une efficacité anti-
inflammatoire satisfaisante dans les premiéres heures, avec une forte inhibition et relativement

stable au fil du temps.

En revanche, a la dose plus élevée de 400 mg/kg de C. nepeta, I’effet anti-inflammatoire
est moins marqué a la deuxiéme heure (4.48 + 0.33 mm), avec une réduction moins efficace
qu’a la dose de 200 mg/kg. Cependant, a partir de quatrieme heure, la réduction est de nouveau
significative avec une amelioration notable a H6 (3.42 + 0.33 mm). Cela pourrait indiquer une
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réponse non linéaire a la dose, ou une dose plus faible de 200 mg/kg est plus efficace que la
dose plus élevée dans certaines phases de I’inflammation. Le pourcentage d'inhibition est plus
varié. Elle commence autour de 60 % & H1, augmente & plus de 80 % a H2, puis s'élargit
legérement pour atteindre 70 % a H6. Cela montre une efficacité initiale forte, mais un peu

différent au fil du temps.

Le pouvoir anti-inflammatoire de I'extrait de C. nepeta semblent dépendre de la dose,
avec une efficacité notable a 200 mg/kg et une diminution de I'effet 8 400 mg/kg, ce qui indique
que des concentrations plus élevées ne sont pas toujours synonymes d'une plus grande
efficacité. Cette observation correspond aux résultats de diverses études sur les extraits de
plantes, suggérant qu'un dosage optimal est crucial pour obtenir les résultats thérapeutiques
souhaités Ce phénomeéne peut étre expliqué par divers mécanismes, tels que la saturation des
récepteurs, ou des actions opposées sur certaines voies métaboliques. (Rios et al., 2000). Des
études similaires sur d'autres extraits de plantes, comme Kalanchoe crenata, indiquent que des
doses plus faibles produisent souvent de meilleures réponses anti-inflammatoires, dont

I'inhibition maximale étant observée a 300-600 mg/kg (Dimo et al., 2006).

Les effets anti-inflammatoires C.nepeta pourraient impliquer I'inhibition de cytokines
et la modulation de la synthése des prostaglandines, a l'instar des effets observés avec la
curcumine et I'indométhacine (Buadonpri et al., 2009). En particulier, il a été noté que I’extrait
hydro-éthanolique de C. nepeta est capable d'inhiber la synthése de COX-2 de 40.10 %. Cette
inhibition est importante étant donné le réle de la COX-2 dans l'inflammation et le cancer
(Pacifico et al., 2015). En plus, Il a été démontré que les acides gras de Satureja Calamintha
nepeta modulent les réponses inflammatoires dans les macrophages stimulés par le
lipopolysaccharide (LPS) en régulant a la baisse I'expression de NOX et de NF-kB
(Obeidnejad et al., 2024).

Selon notre analyse chromatographique de cette plante, plusieurs des composés
identifiés sont connus pour leurs propriétés anti-inflammatoires. En effet, a-Pinéne est connu
pour inhiber des enzymes comme la COX-2 et la production de cytokines pro-inflammatoires
(comme TNF-a, IL-6). Ces actions conduisent a une réduction des processus inflammatoires
dans les tissus affectés (Neves et al., 2010). De plus, le p-pinéne inhibe la production de
prostaglandines et d'autres médiateurs pro-inflammatoires (Salehi et al., 2019). In addition, le
caryophyllene agit principalement via [lactivation des recepteurs CB2 du systéme

endocannabinoide, ce qui permet de réduire les réponses inflammatoires sans causer d'effets
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secondaires (Horvath et al., 2012; Jha et al., 2021; Matacchione et al., 2021). Ces composes
responsables de l'activité anti-inflammatoire observée dans cet extrait. Ils agissent de maniere
complémentaire pour réduire I'inflammation par divers mécanismes moléculaires, en inhibant
la production de cytokines pro-inflammatoires (ex. IL-6, TNF-a), en régulant les enzymes clés
de I'inflammation comme la COX-2 et la INOS, et en activant les récepteurs CB2 pour une

réduction systémique de I'inflammation.

A dose de 200 mg/kg, P. herba venti montre une réduction progressive de 1’épaisseur
de la patte, mais avec une réponse un peu moins efficace que C. nepeta et le traitement standard.
Bien que les valeurs soient statistiquement significatives, I’inflammation reste 1égérement plus
élevée, surtout aux premieres heures (H1 et H2). Cependant, a partir de H3, la réduction devient
plus prononcée (p < 0.001), indiquant un effet anti-inflammatoire retardé. De plus, le traitement
de P. herba a 200 mg/kg est plus instable. L'inhibition est forte a H2, mais elle diminue ensuite
et change entre 60 % et 80 % pendant le reste de I'expérience. Ce traitement est efficace, mais

il y a des effets variables sur l'inflammation.

En outre, I’administration de P. herba venti a la dose de 400 mg/kg montre une réduction
trés significative de I'eedéme dés la premicre heure (H1 : 3.76 £ 0.39 mm) qui atteignant un pic
d'inhibition de plus de 90 % a H3, suivi d'une légére diminution, mais il reste dans une plage
élevée d'inhibition (entre 70 % et 90 % jusqu'a H6). Ce traitement semble étre le plus efficace
a toutes les heures mesurées, surtout avec des niveaux de signification p < 0.001 pour presque
toutes les mesures. Cela suggére qu’a cette dose, P. herba venti présente une efficacité anti-

inflammatoire tres puissante et relativement soutenue dans le temps.

Des études ont montré que les extraits alcooliques de Phlomis herba-venti peuvent
inhiber les marqueurs pro-inflammatoires tels que les nitrites et le malondialdéhyde (MDA)
dans des modeéles d'inflammation. Il s'est également avéré efficace contre certaines bactéries et
certains champignons, ce qui suggere son role potentiel dans le traitement d'affections telles
que la colite ulcéreuse en réduisant I'inflammation et le stress oxydatif. Ces résultats soulignent
son potentiel en tant qu'agent anti-inflammatoire dans la gestion des troubles gastro-intestinaux
(Ferrante et al., 2019). En effet, il a été démontré que les thérapies a base de plantes, y compris
celles dérivées de Phlomis, réduisent l'activité inflammatoire et le stress oxydatif dans des

modeles expérimentaux de colite (Triantafi et al., 2016).

Des investigations montre que, l'acide oléanolique, le composant majeur dans cette

plante, inhibe la Phospholipase A2 sécretoire (SPLA2), une enzyme cruciale dans les processus
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inflammatoires, avec des valeurs IC50 allant de 3,08 a 7,78 uM, démontrant une efficacité

concentration-dépendante ainsi son potentiel thérapeutique (Dharmappa et al., 2009).

De plus, I'acide bétulinique (BA) présente une activité anti-inflammatoire significative
en inhibant les cytokines pro-inflammatoires et en modulant des voies telles que NF-«xB et
MAPKSs, ainsi il réduit la sécrétion d'IL-6 dans les macrophages et présente une cytotoxicité
moindre par rapport aux anti-inflammatoires traditionnels tels que la dexaméthone (Adepoju
et al., 2023; Szlasa et al., 2023). Des études récentes soulignent ses propriétés thérapeutiques
a multiples facettes, en particulier ses effets anticancéreux et antiviraux (Banerjee et al., 2024;
Nska et al., 2023).

En autre, le B-sitostérol, un phytostérol important présent dans diverses plantes, présente
des propriétés anti-inflammatoires significatives en modulant la production de cytokines. Les
recherches indiquent que le B-sitostérol réduit efficacement les cytokines pro-inflammatoires
telles que I'lL-6 et le TNF-a, en particulier dans les mod¢les d'inflammation induite par les
lipopolysaccharides (Fan et al., 2023). Son mécanisme implique la promotion de I'autophagie,
qui est cruciale pour ses effets anti-inflammatoires, comme en témoigne l'inhibition de
l'autophagie qui annule ses avantages (Chen et al., 2023). En outre, le B-sitostérol améliore la
polarisation des macrophages et I'angiogenese, ce qui confirme son réle dans I'inflammation et

la réparation des tissus (Liu et al., 2023).

Globalement, P. herba venti & 400 mg/kg et C. nepeta a 200 mg/kg se démarquent
comme les traitements les plus efficaces dans la réduction de [l'inflammation, avec un
pourcentage d'inhibition soutenu tout au long des six heures. Les résultats in vivo confirment

en partie les observations faites in vitro.

Les résultats concernant I'épaisseur de la patte des rats et le pourcentage d'inhibition de
I'inflammation induite par la carragénine dans les groupes traités par 1’huile essentielle de C.

nepeta par rapport au Diclofénac sont présentés dans le tableau 20 et la figure 29.
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Tableau 20 : Effet de I’huile essentielle de C. nepeta sur I’cedéme de la patte (mm) induit chez

le rat par I’injection de la carragénine

Traitement Epaisseur de la patte (mm)
H1 H2 H3 H4 H5 H6
Controle 5,73+0.55  6,51+0.65 5,61+0.40 5,26+0.23  5,09+0.19  6,45+0.43
Standard * *kk *kk *kk *k *kk
4.36:£0.14" 4.71+0.19 4.1+0.18 3.92+0.15 3.86+£0.28"" 3.87+0.37
10 mg/kg
C' nepeta *kk *kk *kk *% *kk
4.74+0.25 4.81+0.21 4.5+0.22 4.32+0.27 4.11+0.44" 4.24+0.90
100mg/kg
C' nepEta * *kk *kk *kk *hk *kk
4.78+0.43" 4.80+0.52 4.42+0.24 4.20+0.32 4+0.17 4.10+0.33
200mg/kg
C' nepeta *% *kk KKk *kk *kk *kk
3.34+0.55" 4.59+0.30 4.22+0.20 3.97+0.50 3.8+0.48 3.75+0.43
400mg/kg

Les résultats sont exprimés en en moyenne * écart-type. * p<0,05 différence significatif, **

p<0,01 différence trés significatif, *** p<0,001 différence hautement significatif.
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Figure 29 : Pourcentage d'inhibition (%) de 1'eedéme de la patte par I’huile essentielle de C.

nepeta induit par la carragénine chez les rats.
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Les resultats obtenus ont indiqué que I'administration d'huile essentielle de C. nepeta a
des rats prétraités a différentes concentrations entrainait une réduction progressive de la taille
de ';edéme des pattes apres la deuxieme heure d'inflammation, démontrant une différence tres
significative (P<0.001) lorsqu'elle était juxtaposée au groupe témoin de rats. Apres une durée
de 6 heures, I'huile essentielle présentait des pourcentages d'inhibition de 75.17, 79.44 et 88.96
% a des doses respectives de 100, 200 et 400 mg/kg de poids corporel ,alors que les rats traités
au diclofénac ont présenté une réduction significative de 1'eedéme des pattes seulement apres
une période de 2 heures, atteignant un pourcentage d'inhibition maximal de 82.30 % au bout de
6 heures, I'efficacité anticedémique de I'huile essentielle de C. nepeta administrée a une dose de
400 mg/kg de poids corporel s'est révélée comparable a celle du diclofénac. L'administration
d'huile essentielle de C. nepeta a des doses de 100, 200 et 400 mg/kg a entrainé une diminution
marquée de l'cedeme des pattes, de I'hyperalgésie thermique et de 'allodynie mécanique induits

par l'injection de carragénine.

L'apparition d'un cedéme des pattes induit par la carragénine représente une réaction
inflammatoire biphasique (Coruzzi et al., 2007; Karim et al., 2019). Dans la phase initiale, qui
sétend de 0 & 150 minutes aprés I'administration de carragénine, il y a une libération
d'histamine, sérotonine et bradykinine. Pendant la phase terminale, qui dure de 2 a 30 minutes
et se prolonge jusqu'a 6 heures aprés I'administration de carragénine, les macrophages et les
neutrophiles sont activés pour générer des radicaux libres, libérer des cytokines (notamment
IL-1, IL-6, TNF-a et IL-10), s'infiltrer dans la région affectée, stimuler la cyclooxygénase
(COX-2), synthétiser de I'oxyde nitrique et finalement produire des prostaglandines (Bidian et
al., 2022; Mekkaoui et al., 2022). Les résultats ont indiqué que I'huile essentielle de C. nepeta
présente un effet anti-inflammatoire prononcé contre l'cedéme des pattes provoqué par la
carragénine a une dose de 400 mg/ kg en cas de juxtaposition avec du diclofénac et d'autres
doses administrées (100 et 200 mg/kg).

Ce spécimen botanique a toujours été utilisé comme agent thérapeutique pour ses propriétés
anti-inflammatoires et analgésiques dans le traitement des rhumes fébriles et des affections
respiratoires (Demirci et al., 2011). Contrairement aux résultats d'une autre enquéte, il a été
déterminé que I'extrait méthanolique de C. nepeta présente une efficacité réduite dans
I'atténuation de [I'inflammation induite par le carragénine, démontrant un pourcentage
d'inhibition de 49 % apres une période de 3 heures a une dose de 200 mg/kg (Smain et al.,
2012). La pertinence des propriétés anti-inflammatoires observées dans cette recherche peut

étre attribué a la présence de pulegone comme principal composé actif.
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7.2. Activité antibactérienne in vivo

7.2.1. Résultats de I’examen bactériologique des urines

Aprés deux semaines de traitement, des échantillons d'urine sont collectés, et les rats
sont sacrifiés. La présence de Staphylococcus aureus a été confirmée par I'ensemencement sur
gélose au sang, mettant en évidence une hémolyse béta caractéristique autour des colonies, ainsi

que par une coloration de Gram révélant sa morphologie typique (figure 30).

Les analyses microbiologiques quantitatives (figure31) des urines montrent une
diminution tres significative du nombre de colonies dans les groupes traités avec 1’huile
essentielle a une dose de 50 mg/kg, par rapport au groupe témoin positif (P < 0.01). De plus,
une diminution significative est également observee avec la dose de 25 mg/kg (P < 0.05). Une
réduction du nombre de bactéries a également été observée dans le groupe d’animaux traités
avec la céfalexine par rapport au témoin positif, bien que cette diminution ne soit pas
statistiquement significative. La céphalexine est un antibiotique B-lactame de premiére
génération, efficace contre diverses infections bactériennes, notamment celles dues aux
staphylocoques et aux streptocoques. Couramment prescrite chez les adultes et les enfants, elle
agit en inhibant la synthése des peptidoglycanes, éléments essentiels de la paroi cellulaire
bactérienne. Cette altération structurelle accroit la perméabilité membranaire, entrainant la

destruction de la bactérie (Kanan et al., 2023).

Figure 30 : Caractéristiques macro- et microscopiques de Staphylococcus aureus prélevé a
partir des urines des rats. A : Hémolyse béta de Staphylococcus aureus, B : Coloration de Gram.
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L’activité anti-Staphylocoque est principalement attribuée a la présence de
monoterpenes oxygenes, qui perturbent les membranes cellulaires bactériennes et inhibent la
formation de biofilms. Plusieurs études in vitro ont rapporté I’efficacité de 1’huile essentielle de
C. nepeta contre S. aureus. Par exemple, Kerbouche et al., (2013) ont observé une zone
d’inhibition de 40 mm et une CMI de 0,25 %, tout en identifiant une composition riche en
monoterpenes oxygénés (97,4 %), avec le pulégone comme composé majeur (39,5 %). Une
autre étude, réalisée par (Brahimi et al., 2023), a également démontreé la sensibilité de S. aureus

a I’huile essentielle de C. nepeta.

I | I
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Figure 31 : Résultats bactériologiques quantitatifs de la culture urinaire.
7.2.2. Résultats histopathologies du vagin

Les résultats histopathologies du vagin des différents groupes sont présentés dans la
figure 32. L’examen microscopique du vagin du groupe témoin (Figure 32 A) a montré une
architecture normale de la paroi vaginale, formée d'un épithélium pavimenteux stratifié non
kératinisé reposant sur une lame basale, avec un stroma de tissu conjonctif sous-jacent
contenant des fibroblastes et des vaisseaux sanguins. Cette architecture est cruciale pour
diverses fonctions physiologiques, notamment la protection et la lubrification (Kiric et al.,
2021; You et al., 2020).

L’infection vaginale a S. aureus a serieusement affecte la morphologie de tissus (Figure
32 B et C). Un épaississement de I'épithélium de revétement, I'apparition d'une couche de

kératine avec la présence de débris tissulaires nécrotiques ont été observés dans la couche
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épithéliale, associée a une infiltration inflammatoire neutrophiles dans le tissu conjonctif et

congestion des vaisseaux sanguins.

Il est clairement établi qu'une augmentation de I'épaisseur de la couche épithéliale est
d'une importance fondamentale dans I'évolution de I’infection, car elle réduit la desquamation
des cellules épithéliales superficielles. Cette augmentation de I'épaisseur de la couche
épithéliale est due a un gonflement, essentiellement des cellules de la couche intermeédiaire, a
une augmentation du nombre de ces cellules et & une augmentation de la quantité de la matrice
intercellulaire (McCracken et al., 2021). Néanmoins, quelques études fournissent des
informations sur la couche de kératine et la nécrose dans le vagin infecté, ce qui pourrait étre
témoigne de réactions inflammatoires graves, souvent liées a une infiltration inflammatoire
neutrophiles qui participe a la défense contre diverses bactéries pathogenes (ElFeky et al.,
2023).

Le traitement avec la céfalexine a la dose de 2.5 mg/kg pendant une période de 15 jours
a montré une diminution de certain altérations et Iésion tissulaire (Figure 32 D). Une épaisseur
de I’épithélium normale et similaire au controle sans 1’apparition de couche de kératine et une
réduction de I’infiltrat inflammatoire dans le tissu conjonctif ont été observé dans le tissu

vaginale.

Des études indiquent que la céfalexine peut améliorer de maniére significative les
marqueurs inflammatoires et l'intégrité des tissus, ce qui suggere son potentiel dans le
traitement des infections vaginales en réduisant I'inflammation et les lésions tissulaires et
restaurer I'épaisseur normale de I'épithélium au fil du temps (Dehpahni et al., 2021; Kanan et
al., 2023).

Cependant, 1’observation microscopique de groupe traité avec I’huile essentielle de
Calamintha nepeta a la dose de 25 mg/kg (Figure 32 E) a montré une amélioration partielle des
dommages tissulaires occasionnés lors de I’installation de S. aureus, y compris 1’épaississement
de I’épithélium de revétement, I’apparition de la couche de kératine avec les débris tissulaires,
et I'infiltration de neutrophiles dans le stroma. Les images histologiques ont montré que le tissu
vaginale reste endommagé y compris ’apparition des cellules inflammatoires dans le tissu

conjonctif.

En revanche, la dose de 50 mg/kg de I’huile essentielle de C. nepeta a été capable de
rétablie tous les Iésions tissulaires induit par S. aureus a 1’état physiologique normale, ainsi que

d'inhiber sa croissance (Figure 32 F). Les coupes histologiques présentaient une epaisseur
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normale de 1’épithélium avec la disparition complete de la couche de kératine et I’inflammation

dans le tissu.

C. nepeta a des implications potentielles dans le traitement des infections, y compris
celles causees par S. aureus. Les recherches indiquent que son huile essentielle, principalement
composée de pulégone, présente des activités biologiques significatives, notamment des effets
antimicrobiens (BoZovi¢ & Ragno, 2017). Selon la composition chimique, I'huile essentielle
de C. nepeta est principalement composée de monoterpenes oxygénés, avec le pulégone comme
composé majeur. Ce dernier posséde des propriétés anti-inflammatoires qui pourraient moduler
la réponse inflammatoire en réduisant l'infiltration leucocytaire et les dommages tissulaires
(Roy et al., 2018).Farhanghi et al., (2022) ont démontré que le pulégone présente une forte
activité antibactérienne contre des agents pathogenes tels que S. aureus, avec une CMI de 5.85
pL/mL.Le composant principal peut ne pas étre le seul responsable de I'activité
antimicrobienne, mais un effet synergique peut se produire avec d'autres composants en
agissent ensemble pour renforcer I'activité antimicrobienne de I'huile, notamment, la menthone
et le menthol, qui contribuent a son efficacité contre divers agents pathogenes (Ambrico et al.,
2019; Mastelic et al., 1998).

Les mécanismes d'action associés a cette activité peuvent étre dus a Il'inhibition du
métabolisme énergétique des agents pathogénes, a la perturbation des membranes cellulaires
procaryotes (Araniti, Lupini, Mercati, et al., 2013; Marongiu et al., 2010; Negro et al.,
2013).
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Figure 32 : Coupes histologiques du tissu vaginal. A : groupe témoin négatif, B et C : groupe

infecté par Staphylococcus, D : groupe infecté par Staphylococcus et traité par la céfalexine, E :
groupe infecté par Staphylococcus et traité par 25 mg/kg de Calamintha nepeta, F : groupe infecté par
Staphylococcus et traité par 50 mg/kg de Calamintha nepeta. E : épithélium, VS : vaisseaux sanguins,
TC : tissu conjonctif, TN : tissu nécrotique.

104



Conclusion et perspectives




Conclusion et perspectives

En Algérie, la médecine conventionnelle occupe toujours une place prépondérante au
sein de la population. Cependant, l'utilisation de la flore médicinale a des fins thérapeutiques
demeure trés répandue en raison de ses nombreux bienfaits. Cette recherche vise a approfondir
le profilage phytochimique, la valorisation et I'évaluation des propriétés biologiques des huiles

essentielles et des extraits hydro-éthanoliques de Calamintha nepeta et de Phlomis herba-venti.

Avant d'explorer leurs activités biologiques, un criblage phytochimique a été réalisé
pour identifier les principales classes de métabolites présentes dans ces deux especes. Les tests
phytochimiques, basés sur des réactions de caractérisation, ont révélé la présence de
polyphénols, tanins, alcaloides, flavonoides, glucides, coumarines, quinones et terpénoides

dans les extraits de P. herba-venti et C. nepeta.

L’extraction de I’huile essentielle de C. nepeta et des extraits hydro-éthanoliques de C.
nepeta et P. herba-venti a donné des rendements respectifs de 2.32 %, 12.33 % et 17.51 %.
L’analyse de ces extraits par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de
masse a révélé que les principaux composés de I’huile essentielle de C. nepeta étaient le
pulégone (58.36 %) et I'isobornéol (10.40 %). Pour I'extrait, les composés majeurs incluaient
également le pulégone (58.36 %), la menthone (8.91 %), le menthofurane (11.89 %) et la
menthone (8.04 %). Concernant I’extrait de P. herba-venti, les principaux composés étaient

I'acide oléanolique et I'acide bétulinique (98 %), ainsi que le B-sitostérol (1.21 %).

L'analyse quantitative des extraits hydro-éthanoliques de C. nepeta et P. herba-venti a
mis en évidence une richesse notable en polyphénols (230.16 + 3.32 et 206.33 + 4,19 mg EAG/g
d’extrait), en flavonoides (29.44 £ 0.13 et 19.31 £ 0.26 mg EQ/g d’extrait) et en tanins (0.07 £
0.004 et 0.14 + 0.03 mg EC/g d’extrait), respectivement.

L’activité antioxydante des deux especes étudiées a été évaluée par la technique du
piégeage du radical libre DPPH et le pouvoir réducteur. Les résultats obtenus ont montré une
forte capacité antioxydante pour les extraits de C. nepeta et P. herba-venti, avec des 1Cso de
34.43 et 36.34 ng/mL et des ECso de 28.58 et 29.41 pg/mL, respectivement. En revanche, 1’huile
essentielle de C. nepeta a présenté un potentiel antioxydant modérément faible (ICso =3 772 +
70 ng/mL ; ECso = 544.6 £ 12 pg/mL).

L’effet antimicrobien a ét¢ évalué¢ par la méthode de diffusion sur disque, révélant un
fort pouvoir inhibiteur de I’HE de C. nepeta, avec des diametres de zones d'inhibition variant
entre 10.2 et 37.12 mm. Les souches les plus sensibles étaient Candida albicans ATCC10231,
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Klebsiella pneumoniae ATCC700603, Bacillus cereus ATCC11778 et Bacillus subtilis
ATCC6633. L’utilisation de la méthode de microdilution en milieu liquide a permis de
déterminer les concentrations minimales inhibitrices (CMI), bactéricides (CMB) et fongicides
(CMF), avec des valeurs allant de 0.937 a 3.75 pL/mL pour la CMI et de 0.937 a 15 pL/mL
pour la CMB et la CMF.

L’administration orale des extraits a des rats Wistar, a des doses croissantes, n’a révélé
aucune toxicité, a I’exception de I’HE de C. nepeta, classée dans la catégorie toxique avec une
DLso de 2500 mg/kg. L'évaluation de I’effet anti-inflammatoire a montré des réductions
significatives de l'cedéme de la patte, avec un pourcentage d'inhibition maximal enregistré pour
I'HE de C. nepeta (88.96 %) a la dose de 400 mg/kg. Enfin, 1'étude de D’activité anti-
staphylococcique in vivo a la dose de 50 mg/kg de I’huile essentielle de C. nepeta a montré
qu'elle était capable de rétablir toutes les lésions tissulaires induites par S. aureus a un état
physiologique normal, ainsi que d'inhiber sa croissance. Les coupes histologiques ont révélé
une épaisseur normale de I’épithélium, avec une disparition compléte de la couche de kératine

et une réduction de 1’inflammation dans le tissu.

Cette étude apporte des informations précieuses, démontrant que C. nepeta et P. herba-
venti possedent un potentiel antioxydant, antimicrobien et anti-inflammatoire. Elle valide

également leur usage traditionnel et ouvre la voie a des recherches futures, notamment :

e Le fractionnement des extraits pour identifier les molécules bioactives responsables des
activités biologiques, a I'aide de la chromatographie liquide haute performance (HPLC)
et d’autres techniques avancées.

e L'évaluation in vitro et in vivo de l'effet antioxydant de chaque composé phénolique
isolément, afin d’identifier les principes actifs et les synergies potentielles.

e [’exploration des mécanismes d’action et des interactions entre les divers composés
chimiques des extraits.

e L'investigation d'autres activités biologiques, telles que leur impact sur I’inflammation

chronique et leur potentiel anticancéreux par le biais de tests de cytotoxicité.
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Annexe 1

Réactifs de screening phytochimique

1. Réactif de Mayer

Chlorure mercurique (HgCI2)...............oee 1.358¢g
Todure de potassium (KI).................cooeenin. S5¢g
Eaudistillée ............oooviiiiii e 100mL

2. Reéactif de Wagner

Iodure de potassium (KI)...............cooooieiiiin. 2g
lode (12)...vieie 1.27¢g
Eaudistillée.............oooooiiiiiiii, 100mL

3.Réactif de Dragendorff (Solution A+B (V/V))
Solution A

Acide tartrique concentré..............oeevieninnnn. 20g
Nitrate de bismuth.....................oooinl. 1.7g
Eaudistillée...........oooiiiiiiii i, 100mL

Solution B

Iodure de potassium..............coovviiiiiniinn... 10g

Faudistillée......oovunieeeeiee i, 100mL
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Annexe 2

Milieux de culture utilisés :
1. Bouillon nutritif (g/L)

Peptone. ....cooeuiii 10g
Extraitde viande..............oooiiiiiiiiiii 5¢
Chlorure de sodium............cooeiiiiiiiiiiiiiiiiei e, S5g

Eaudistillée.........oooiiiiiii 1000 ml

pH=7,3+0,2
2. Gélose nutritive (g/L)

Peptone......c.ooneiii 10g
Extraitde viande............coooiiiiiiiiiii e 3g
Extraitde levure.............ooooiiiiiii 3g
Chlorure de sodium............c.oooiiiiiiiiiiii e, 5¢g
AT 18 ¢g
Eaudistillée.........cooooiiiii e, 1000 ml

pH=7,3+0,2
3. Gélose Mueller Hinton (g/L)

Extraitde viande..............cooooiiiiiiiiiii 3g
Hydrolysat acide de caséine..................ccoeevvnnnnnn. 175¢g
AMION. ..o 15¢g
AGAT. . 16 g
Eaudistillée.........c.ooooiiii 1000 ml

pH=7,3
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Annexe 3
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Klebsiella pneumoniae ATCC700603 /

\ Bacillus cereus ATCC11778

Bacillus subtilis ATCC6633

N 5%

Escherichia coli ATCC25922

Figure 1 : La sensibilité des souches aux agents antimicrobiens standards.
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Annexe 6

S. aureus ATCC25923 E. fecalis ATCC29212 P. mirabilis ATCC35659

B. cereus ATCC11778 B. cereus ATCC10876

K. pneumoniae ATCC700603 P. aeruginosa ATCC27853  C. albicans ATCC10231

Figure 1 : les zones d’inhibition de I’huile essentielle de C. nepeta.
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Annexe 7

B. cereus ATCC10876 B. subtilis ATCC6633 B. cereus ATCCI11778

K. pneumoniae ATCC700603 E. coli ATCC25922 P. mirabilis ATCC35659

S. aureus ATCC25923

Figure 1 : les zones d’inhibition des extraits de P. herba venti et de C. nepeta.
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Etude in vivo de la toxicité aigue selon la méthode décrite par la ligne directrice OECD code

423 et determination des DLsg selon la classification établie par GHS (Globally Harmonized

System).
S5mgKg 50mg/Kg 300 mgKg 2000 mgEg
3 animamx -+ 3 animanx | 3 animax —| 3 animaux
1 1 1 L 1 1 L
N T o TN N N ./’ ™ ./’
ORCY, G | G o | & v
] - | - o=
5 mgKg 50 mg/Kg 300 mgKg 2000 mg/Kg
3 animaux 3 animanx 3 animaux ANIMATK
I

o lo oo el loe

_ Catégorie 1 Catégorie 2 Catégorie 3 Catégorie 4 Catégorie 5
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Trois animaux d’un seul sexe sont utilisés (généralement des femelles) ; 0, 1, 2, 3 : nombre
d’animaux morts a chaque étape ; GHS : Globally Harmonized Classification System (mg/Kg
p.c) ; : inclassable
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