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Introduction



Introduction :

La médecine traditionnelle joue un rdle crucial dans la prise en charge et la prévention des
problémes de santé a I'échelle mondiale. Les plantes médicinales et aromatiques (PMA)
constituent une source inestimable d'agents thérapeutiques, aussi bien pour la médecine
moderne que traditionnelle (Masengo et al., 2023). En effet, ces plantes renferment une
multitude de substances actives aux propriétés variées, ce qui incite a mener des recherches

approfondies sur leurs potentialités pour le bien-étre humain (Soro et al., 2023).

L'Algérie, riche en biodiversité, mérite une attention particuliere en ce qui concerne ses plantes
médicinales. Sa position géographique en région méditerranéenne lui permet d'abriter une
grande variété de plantes aromatiques et médicinales, notamment de nombreuses espéces de la
famille des Lamiacées (Lazli et al., 2019). Cette famille, remarquablement homogeéne, est le
sujet de nombreuses recherches axées sur I'étude des métabolites secondaires et I'évaluation in

vivo et in vitro de leurs activités biologiques (Goudjil et al., 2020).

Dans un contexte de santé publique ou les infections bactériennes, les maladies inflammatoires
et les troubles de la coagulation représentent des défis majeurs, il est essentiel d'explorer des
alternatives thérapeutiques efficaces. Les activités antibactériennes de certaines substances
naturelles peuvent offrir des solutions face a la résistance croissante aux antibiotiques, tandis
que leurs propriétés anti-inflammatoires et hémostatiques peuvent contribuer a la gestion des

maladies inflammatoires et des troubles de la coagulation (Iwaka et al., 2022).

Le genre Teucrium, riche de 350 espéces, appartient a la famille des Lamiaceae, et se distingue
par la forme de ses inflorescences et calices (Touaibia et al., 2020). L'espéce Teucrium polium.,
appelée "Khayatta" ou "Djaada, Gattaba", est une plante médicinale méditerranéenne réputée
pour ses metabolites secondaires, tels que les huiles essentielles et polyphénols (Baali et al.,
2024). Utilisée en médecine traditionnelle pour ses effets relaxants et énergisants, elle présente
aussi des propriétés anti-inflammatoires, antidiabétiques, antioxydantes et antibactériennes
(Sharifi-Rad et al., 2022).

Dans cette optique, nous avons proposé un travail ayant pour objectif général de
contribuer a 1'é¢tude des bioactivités d’une plante médicinale de la flore algérienne, en
I’occurrence une espéce de la famille des Lamiaceae. Cette étude a été réalisee en quatre

chapitres :



- Le premier chapitre présente une étude bibliographique contenant des informations sur la

famille des Lamiaceae ainsi que des notions sur la plante T. polium L.

- Le deuxiéme chapitre est consacré a I'évaluation des propriétés biologiques de T. polium L.

(Activités antibactérienne, hémostatique, anti-inflammatoire, toxicité).

- Le troisieme chapitre traite de la partie expérimentale, ou nous décrivons la méthode

d'extraction de I'extrait aqueux et I'étude de ses activités biologiques.

- Enfin, une discussion des résultats obtenus lors de cette étude est établie dans le dernier

chapitre.

Cette étude se termine par une conclusion générale et des perspectives envisagées.
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Famille des Lamiaceae et le
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Chapitre 01 : Famille des Lamiaceae et le genre Teucrium.

Chapitre 01 : Famille des Lamiaceae et le genre Teucrium.

1. Famille des Lamiaceae.
1.1. Présentation générale.

La famille des Lamiaceae, également connue sous le nom de Labiées, est I’une des plus
vastes parmi les familles botaniques. Elle compte entre 233 a 263 genres et de 6900 a 7200
especes qui répartissent sur tout le globe (Adjoudj, 2019). Elle est divisée en deux principales
sous-familles : les Stachyoideae et les Ocimoideae (Benchikh, 2017). Les Lamiacées
constituent une source importante de composés phytochimiques, notamment des terpénoides,
des phénols et des flavonoides. Ces composés sont responsables de I’ardme et du gott
caractéristiques des Lamiaceae. Ainsi que de leurs propriétés médicinales et aromatiques
(Bendif, 2017).

Selon Viard (2021), cette famille de plantes est distribuée dans le monde entier, principalement

dans les régions méditerranéennes et en Asie du Sud-ouest.
1.2. Données botaniques.

D'un point de vue botanique, les Lamiaceae se caractérisent par une grande diversité
morphologique. Elles se présentent principalement sous forme d'herbes aromatiques, mais
peuvent également se développer en arbustes ou en petits arbres. Leurs feuilles, généralement
opposees et simples, peuvent avoir des bords entiers ou dentés. Les fleurs sont typiquement
bilabiées, comportant une levre supérieure et une levre inférieure. Cette famille regroupe de
nombreuses plantes importantes, telles que la menthe, le basilic, le romarin, la lavande et la
sauge (Viard, 2021).

1.3. Taxonomie.

Selon la nouvelle classification de 1’Angiosperms Phylogeny Group 3 (APG Il1I, 2009)

(Bendif, 2017), la famille des Lamiaceae est répertoriée comme suite :

e Embranchement : Embryophytes.

e Sous-embranchment: Trachéophytes.
e Super-classe : Spermaphytes.

e Classe : Angiospermes.

e Clade : Triporées évoluées.



Chapitre 01 : Famille des Lamiaceae et le genre Teucrium.

e Clade : Astéridées.
e Clade : Lamiidées (Euastéridées I).
e Ordre : Lamiales.

e Famille : Lamiaceae.
2. Genre Teucrium .

Le genre Teucrium est un genre vaste et polymorphe de la famille des Lamiaceae, répandu
dans les zones a climat doux, notamment dans le bassin méditerranéen et en Asie centrale.
(Candela et al., 2020). Divers taxons sont des arbustes nains et des herbes vivaces,
bisannuelles ou annuelles, qui peuvent étre trouvées dans différents habitats, notamment les
champs cultivés, les dunes de sable ou les rochers des montagnes a haute altitude (Juan et al.,
2004).

Depuis I'Antiquité, les espéces du genre Teucrium occupent une place importante dans la
médecine traditionnelle. Leurs propriétés biologiques multiples, telles que [l'action
antimicrobienne, anti-inflammatoire, antispasmodique, insecticide et antipaludique, en font des
remedes naturels précieux. De plus, plusieurs taxons de Teucrium ont été identifiés et étudiés

pour leurs propriétés spécifiques (Candela et al., 2020).
2.1. Répartition géographique.
Dans le monde :

Le genre Teucrium, I'un des plus prolifiques en espéces, compte plus de 340 especes. Ces
germandrées, présentes dans le sud-ouest de 1’ Asie, en Europe et en Afrique du Nord (Figure
01), se concentrent principalement dans les zones arides et rocheuses du bassin méditerranéen.
La Turquie et I'lran abritent respectivement 27 et 13 espéces de ce genre (Daghbouche, 2018).
Elles poussent dans les pelouses seches, les rocailles de basse altitude, les collines et les déserts
arides (Bencheikh, 2017).

En Algérie :

L'Algérie se distingue par une riche diversité végétale tant dans sa région méditerranéenne que
saharienne, bien que moins abondante dans le Sahara septentrional et au Tassili. Ces plantes
prospérent dans des environnements rocailleux et arides, ainsi que dans des lits de riviéres
asséchées, des formations rocheuses et des zones sablonneuses. Le Teucrium, une plante

méditerranéenne, est freqguemment observé dans I'Atlas saharien, notamment dans les lits
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pierreux des oueds et sur les rochers en altitude, entre 1200 et 2600 métres (Fettah, 2019). Les
especes de Teucrium les plus courantes en Algérie comprennent : pseudo-chamaepitys,
campanulatum, botrys, flavum, kabylicum, lucidum, polium, mauritanicum, montanum,
compactum, albidum, bracteatum, buxifolium, atratum, santaequezeli, simonneau,

ramosissimum, scordioides, fruticans, spinosum et resupinatum(Fettah, 2019).
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Figure 01 : Carte de la distribution géographique du genre Teucrium(Personnelle, 2024).

https.//d-maps.com/index.php?lang=fr

» Afrique du Nord :
= Algérie (1) : Région de Djurdjura (2): 17 espéces environ 5% de flore vasculaire
(Aaitkaci, 2020).
= Atlas Saharien (6) : 4 espéces environ 2% de flore vasculaire (Aaitkaci, 2020).
= Tassili n’Ajjer (7) : 3 especes environ 1% de la flore vasculaire (Benabdellah, 2018).
= Région de Tunisie méridionale (3) : 23 especes environ 10% de la flore vasculaire
(Ben nejma, 2012).
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= Maroc (4) : 29 espéces environ 4% de la flore vasculaire (El mzibri, 2016).
= Egypte (5) : 13 especes, soit environ 1% de flore vasculaire (El karemy et al., 2017).
» Sud-ouest de I’Asie :
= Jran (8):
* La région du Zagros : 45 especes environ 10% de la flore vasculaire (Khosravi,
2018).
* La région du Khorasan-e Razavi : 20 espéces environ 5%de la flore vasculaire
(Khosravi, 2018).
= Turquie (9) : 45espece, soit environ 3%de la flore vasculaire (Duran, 2015).
» Europe (10):
= Larégion Mediterranéenne : soit 17% de I’espéce de genre (Figier, 2013).

2.2. Composition phytochimique.

Des recherches portant sur la composition phytochimique du Teucrium ont révélé une
présence notable de divers composés, tels que des acides phénoliques, des flavonoides, des
diterpenes et des triterpénes. Ces composés sont connus pour leurs propriétés antioxydants,

anti-inflammatoires, antibactériennes et antivirales (Benayache et al., 2020).

La méthode d’analyse par chromatographie liquide haute performance (CLHP) s’est avérée
étre un outil précieux pour identifier et quantifier les composes phytochimiques dans les plantes
Teucrium(Tableau 01). L’CLHP permet une séparation efficace des composés en fonction de
leurs propriétés physico-chimiques, facilitant ainsi une analyse précise et détaillée de leur profil

phytochimique (Benayache et al., 2020).
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Tableau 01 : Composition phytochimique de I’extrait aqueux de Teucrium par CLHP
(Personnelle, 2024).

Composé Classe chimique Auteur et année
Quercétine Flavonoide (Ait M’Hamed et al., 2017).
Kaempférol Flavonoide (Ait M’Hamed et al., 2017).

Acide chlorogénique Acide phénolique (Benamara, 2014).
Acide caféique Acide phénolique (Benamara, 2014).
Acide coumarique Acide phénolique (Benamara, 2014).

Lutéoline Flavonoide (Guinéet al., 2014).

Apigénine Flavonoide (Guinéet al., 2014).
Acide rosmarinigie Acide phénolique (Belaicheet al., 2012).
Acide ursolique Triterpéne (Boukeraa, 2011).
Acide oléanolique Triterpéne (Boukeraa, 2011).

2.3. Utilisation en médecine traditionnelle.

Le genre Teucrium est largement utilisé en médecine traditionnelle depuis plus de 2000
ans dans diverses régions du monde (Abdollahi et al., 2003). Les propriétés pharmacologiques

de certaines espéces de ce genre ont été confirmées par des études scientifiques.

Les utilisations traditionnelles du Teucrium incluent le traitement des troubles digestifs,
des états neurotoniques, des inflammations, des rhumatismes, des troubles du sommeil mineurs,
et comme antirhumatismaux, diurétiques, toniques, antipyrétiques, et antispasmodiques. De
plus, ces plantes sont utilisées comme anti-inflammatoires, antihypertenseurs, antidiabétiques,
antiseptiques, anthelminthiques, et carminatives. Certains spécimens, comme Teucrium
montbretii, sont employés pour leurs propriétés cicatrisantes, anti-inflammatoires, et dans le

traitement du cancer, avec des effets antioxydants avérés.
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Des études ont également démontré les activités antimicrobiennes, spasmolytiques,
antipyrétiques, anti-inflammatoires, et anti-insecticides de certaines especes de Teucrium, telles
que Teucrium marum. En outre, des travaux antérieurs ont mentionné ['utilisation de

Teucriumpour le traitement du paludisme (Hammoudi, 2015).
2.4. Travaux antérieurs.

Depuis des siecles, les plantes du genre Teucrium, aux propriétés médicinales reconnues,
sont employées en médecine traditionnelle. Leurs feuilles et fleurs, les parties les plus prisées,
sont généralement séchées et transformeées en tisanes, teintures ou extraits. Riches en composés
bioactifs tels que les diterpénes, les flavonoides et les acides phénoliques (Tableau 02), ces
plantes ont démontré divers effets bénéfiques sur la santé (Ben Said, 2017).

Tableau 02 : Les travaux antérieurs sur I'extrait aqueux du genre Teucrium (Personnelle,

2024).
Espéce Principe(s) actif(s) Région Auteur et année
iS0lé(s)
Teucrium polium L. | Acide rosmarinique, Bouira- Benkhalifa et al.,
acide carnossique. Algérie. 2018
Teucrium ramusium Rosmarinicacid, M'sila- Boumendjel et al.,
L. apigenin, luteolin. Algérie. 2017

Teucrium scorodonia | Acide rosmarinique, | Batna-Algérie. | Khenfer et al., 2016
L. acide carnossique,
acide caféique.

Teucrium arduini L. | Acide rosmarinique, | Tizi Ouzou- Oudriss et al., 2015
acide caféique, acide Algérie.

chlorogénique.

Teucrium mas L. Acide rosmarinique, | Blida-Algérie. | Meghmouche et al.,
apigenin, 2014
naringénine.
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2.5. Espece Teucrium polium.
2.5.1. Description morphologique.

Teucrium polium, une plante herbacée vivace de la famille des Lamiaceae, se présente sous la
forme d'un sous-arbrisseau ou d'un arbuste doté d'une base ligneuse et de tiges ramifiées qui
s'élevent a partir du sol. Ses feuilles arborent une teinte gris-vert ou gris-blanchatre, comme
illustré dans la figure 02. Les fleurs, quant a elles, sont petites et revétent des nuances allant du
blanc au rose péle. Sa période de floraison s'étend généralement de mai a aodt (Akin et al.,
2010).

Cette espéce prospere dans des environnements rocheux et sablonneux, principalement dans
les régions méditerranéennes, ainsi que dans diverses parties de I'Europe, du nord de I'Afrique
et du sud-ouest de I'Asie (Mozafar et al., 2017). T. polium, une plante médicinale vénérée, est

appréciée depuis longtemps pour ses propriétés thérapeutiques.

Pour déméler la tapisserie complexe de composés bioactifs présents dans cette plante
remarquable, les chercheurs emploient souvent une technique connue sous le nom de
chromatographie liquide haute performance (CLHP). Ce puissant outil analytique permet la
séparation et Il'identification de divers composés phytochimiques présents dans les extraits

aqueux de T. polium (Benamara, 2014).

Figure 02 : Description morphologique de la plante Teucrium polium (Messaoudi, 2022).
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2.5.2. Taxonomie.
Selon Mozafar et al. (2017), la classification taxonomique de T. polium est le suivant :
Régne : Plantae (plantes).
Division : Magnoliophyta (plantes a fleurs).
Classe : Magnoliopsida (Dicotylédones).
Ordre : Lamiales.
Famille : Lamiaceae (Lamiacées).
Genre : Teucrium.
Espece : Teucrium polium (T. polium).
2.5.3. Nomenclature.
T. polium compte plusieurs noms vernaculaires suivants (Tableau 03) (Bendif, 2017) :

Tableau 03 : Noms vernaculaires de T.polium.

Pays Noms vernaculaires
Algérie Kayatta, Djadda ou Gattaba.
Maroc Jaaida.

Liban Hachichetelrih.
Yémen Elgaslam et Elhalal.
Arabe Barall () yadlddla (dks

12
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2.5.4. Utilisation en médecine traditionnelle.

Depuis plus de 2000 ans, T.poluim a été employ¢é en tant qu’herbe médicinale en raison de

ses propriétés médicinales (Ait Chaouche, 2018).

Selon Ait Chaouche (2018), les parties aériennes fleuries de cette plante sont utilisées pour
traiter des troubles gastro-intestinaux. Elle est utilisée pour soulager les douleurs viscérales et
diminue la glycémie. T.poluim est utilisé en période de stress pour favoriser la relaxation, la
sérénité, I’énergie, et pour lutter contre les agressions. Elle est également réputée pour favoriser

le sommeil, stimule la mémoire et agir positivement sur la digestion (Hammoudi, 2015).

Depuis I'Antiquité, la germandrée (T. polium) est reconnue pour ses propriétés médicinales.
Partagée avec les autres plantes ameres et aromatiques, elle cumule des actions toniques,
stimulantes de I'appétit, anti-ballonnements, anti-fievre et vermifuges (Bellakhdar, 2006). En
infusion, elle soulage la goutte, les rhumatismes, les excés de mucosités et la fievre. D'autres
usages traditionnels lui sont attribués : troubles digestifs, douleurs abdominales et bronchites

chroniques (Rafieian-Kopaei et al., 2013).
2.5.5. Métabolites Secondaires de T. Polium.

T. polium, une plante médicinale de la famille des Lamiaceae, est largement reconnue pour ses
vertus thérapeutiques. Sa composition chimique variée, riche en métabolites secondaires, lui
confére des propriétés pharmacologiques intéressantes (Sami et al., 2023). Voici un
développement sur les principaux types de métabolites identifiés dans cette plante, ainsi que

leurs effets bénéfiques :

1. Flavonoides

Les flavonoides, tels que la quercétine et I'apigenine, sont des composés phénoliques présents
dans T. polium. Ces composés sont réputés pour leurs propriétés antioxydantes, qui aident a
neutraliser les radicaux libres dans I'organisme, réduisant ainsi le stress oxydatif. De plus, la
quercétine a démontré des effets anti-inflammatoires, ce qui en fait un candidat potentiel pour

le traitement de maladies inflammatoires (Mansouri et al., 2012).
2. Acides Phénoliques
L'acide rosmarinique est I'un des principaux acides phénoliques trouvés dans T. polium. Ce

composé est reconnu pour ses effets antimicrobiens et anti-inflammatoires, contribuant a la
13
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lutte contre les infections et a la réduction de I'inflammation. Des études montrent que I'acide
rosmarinique posséde également des propriétés neuroprotectrices, suggérant un potentiel

bénéfique dans des maladies neurodégéneératives (EI-Khatib et al., 2015).
3. Terpénes

T. polium contient divers monoterpénes et sesquiterpenes, responsables de ses ardmes et de
ses propriétés médicinales. Ces terpénes montrent des activités antimicrobiennes et
antifongiques, ce qui les rend utiles dans le traitement d'infections cutanées et d'autres
affections (Gulcin et al., 2006).

4. Huiles Essentielles

Les huiles essentielles extraites de T. polium contiennent une variété de composes volatils,
dont des alcools et des cétones. Ces huiles essentielles possédent des activités antifongiques et
antibactériennes, permettant leur utilisation dans des produits phytopharmaceutiques et
cosmétiques. L'utilisation d'huiles essentielles dans I'aromathérapie est également reconnue

pour ses effets relaxants et équilibrants (EI-Khatib et al., 2015).
5. Saponines

Les saponines présentes dans T. polium peuvent avoir des effets cytotoxiques et interagir avec
les membranes cellulaires. Ces composés sont étudiés pour leur potentiel anticancéreux et leur
capacité a moduler le systeme immunitaire, ainsi que pour leurs effets bénéfiques sur la santé

cardiovasculaire (Mansouri et al., 2012).

2.5.6. Travaux antérieurs de T. polium.

Les recherches antérieures sur divers extraits de T.polium, notamment aqueux, méthanolique

et éthanolique, sont résumées dans le tableau 04 (Annexe 01)
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Chapitre 02 : Les propriétés biologiques de T. polium.

T. polium est une plante aux propriétés pharmacologiques prometteuses, comme le montre la
littérature scientifique. Des recherches ont mis en evidence ses effets antibactériens, anti-
inflammatoires, anti-ulcéreux, analgésiques, antispasmodiques, antidiabétiques, diurétiques,
hypolipidémiques, antifongiques, antagonistes du calcium et cytotoxiques (Bencheikh, 2017).
Dans ce chapitre, nous allons nous concentrer sur certaines activités, a savoir : l'activité

antibactérienne, anti-inflammatoire, antalgique, toxicité et hémostatique.

1. L'activité antibactérienne de T. polium contre des souches d'intérét

médical.

Les bactéries, responsables d'infections variées chez les organismes vivants, ont suscité
I'espoir d'étre éradiquées grace a la découverte des antibiotiques (Fettah, 2019). Cependant,
I'émergence de la résistance aux antibiotiques pose un défi croissant a la santé publique,
nécessitant des alternatives thérapeutiques efficaces. Dans ce contexte, les études scientifiques
ont validé l'utilisation traditionnelle de T. polium en démontrant son activité antibactérienne
contre un large éventail de bactéries pathogenes (Mozafer et al., 2018). Cette découverte revét
une importance particuliére dans la lutte contre la résistance aux antibiotiques, car elle suggere
que les extraits de T. polium pourraient offrir une nouvelle voie thérapeutique pour le traitement
des infections bactériennes, en contournant les mécanismes de résistance développés par les

bactéries.

Ainsi, cette évaluation de l'activité antibactérienne de T. polium met en lumiére son
potentiel en tant qu'outil précieux dans la lutte contre les infections bactériennes, notamment

dans le contexte de la résistance aux antibiotiques.

1.1. Activité antibactérienne de T. polium contre les souches bactériennes les plus

courantes.

L'activité antibactérienne de T.polium a été étudiée sur plusieurs souches bactériennes
(Fettah, 2019). Le choix des bactéries s’est porté sur sept souches fréquemment rencontrées
en pathologie humaine, réparties en deux catégories différentes (Gram positif et Gram négatif)
(Dridi, 2018).

Bactéries Gram positives.

«+ Staphylococcus aureus ATCC.

++ Enterococcus faecalis ATCC 29212.
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+» Bacillus subtilis ATCC 7033.
Bactéries Gram négatives.

++ Escherichia coli ATCC 25922.

% Klebsiella, pneumoniae ATCC 700603.

+«» Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.
% Salmonella Typhimurium ATCC 10428.

1.2. Etude de la sensibilité des souches bactériennes a T. polium.

Les recherches menées sur T. polium ont démontré ses importantes proprietes
antibactériennes vis-a-vis de diverses souches bactériennes. Des études ont révélé que les
extraits de T. polium présentent des effets antimicrobiens contre Salmonella Typhimurium, y
compris les souches résistantes a la pénicilline (Vashvaei et al., 2015). De plus, ’extrait
méthanolique de la plante a montré des effets inhibiteurs significatifs sur les souches de
Staphylococcus aureus résistantes a la méthicilline (SARM), suggérant son potentiel en tant

que source naturelle d’antibiotiques (Motamedi et al., 2015).

Par ailleurs, les extraits de différents stades phénologiques de T. polium ont présenté des
niveaux variables d’activité antibactérienne, I'extrait du stade de floraison montrant la plus
grande efficacité contre les bactéries Gram-positives et Gram-négatives (Sharifi-Rad et al.,
2022). De plus, l'extrait aqueux de T. polium s'est avére efficace contre les bactéries
responsables des infections urinaires, notamment les souches d’entérocoques (Shahba et al.,
2014). Dans I’ensemble, ces résultats soulignent le potentiel antibactérien a large spectre de T.

polium contre diverses souches bactériennes.
1.3. Efficacité de T. polium contre les infections bactériennes.

Une étude in vitro a montré que I'extrait de T. polium présente une activité antibactérienne
notable contre diverses souches de bactéries Gram positives et Gram négatives (Al-Hilaly et
al., 2015). En in vivo, I'extrait a réduit la gravité et la durée des infections intestinales causées
par Escherichia coli chez les souris (Mousa et al., 2020). Ces résultats suggérent que T. polium
pourrait étre efficace contre un large éventail de bactéries, y compris celles résistantes aux
antibiotiques. Cependant, des recherches supplémentaires sont nécessaires pour évaluer son
efficacité et sa sécurité chez I'homme, ainsi que pour développer des médicaments basés sur
cette plante, tout en prenant en compte les effets secondaires potentiels et la nécessité de
standardiser les extraits. Des etudes cliniques approfondies sont essentielles pour établir des

protocoles de dosage appropriés (Yassine et al., 2019).
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2. L'activité anti-inflammatoire de T. polium in vitro et in vivo.

L'inflammation est une réaction immunitaire essentielle pour éliminer les agents pathogenes, se
manifestant par chaleur, douleur, rougeur et gonflement. Elle peut étre aigué ou chronique, et
les traitements anti-inflammatoires se classifient principalement en corticoides et anti-
inflammatoires non stéroidiens (AINS) (Diallo, 2019).

2.1. Efficacité de T. polium sur I'inflammation in vitro.

Des études ont montré que I'extrait de T. polium inhibe significativement la production d'oxyde
nitrique (NO), de prostaglandine E2 (PGE2) et d'interleukine-1p (IL-1B) dans les monocytes
THP-1 humains exposes aux lipopolysaccharides (LPS). De plus, cet extrait entrave l'activation
du facteur nucléaire kappa B (NF-«B), crucial dans la réponse inflammatoire, suggérant des
applications thérapeutiques prometteuses pour les maladies inflammatoires (Ashley et al.,
2012).

2.2. Effet de T. polium sur I'inflammation in vivo.

D’oroian et Escriche (2015) traitent précisément de I’effet de T.poluim sur I’inflammation in

vivo, notamment I’cedéme de la patte, la migration des leucocytes et la production de cytokines:

e Réduit I’(Edeme de la patte : un signe classique de I’inflammation.

e Inhibe la migration des leucocytes : empéchant les cellules inflammatoires d’atteindre
le site de I’inflammation.

e Diminue la production de cytokines pro-inflammatoire : telles que le facteur de nécrose
tumorale alpha (TNF-a) et I’interleukine-1f (IL-1p), qui jouent un réle crucial dans la

médiation de la réponse inflammatoire.

2.3. Mécanismes d'action de T. polium sur I’inflammation.

T. polium présente des effets anti-inflammatoires grace a divers mécanismes observés in vitro
et invivo. Les extraits de cette plante inhibent la synthése de médiateurs inflammatoires, comme
les prostaglandines, en agissant sur la cyclo-oxygénase et modulent I'expression des génes
associés a la réponse inflammatoire, notamment ceux des cytokines (Shaikh et al., 2015)
(Krache, 2015).

In vitro, T. polium réduit la migration des cellules immunitaires telles que les neutrophiles et
les lymphocytes T, diminuant ainsi une réponse immunitaire excessive. De plus, il inhibe la

production d'oxyde nitrique (NO), un médiateur clé de I'inflammation (Krache, 2015).
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In vivo, des études montrent que les extraits aqueux de T. polium diminuent significativement
I'cedéme induit par la carraghénine, surpassant méme l'efficacité de I'indométhacine, un AINS
standard (Rahmouni et al., 2017). De plus, T. polium modifie des paramétres hématologiques
en réduisant les niveaux de protéine C-réactive (CRP) et de fibrinogéne. Il augmente également
I'expression de I'interleukine 10 (IL-10), une cytokine anti-inflammatoire, tout en diminuant les
cytokines pro-inflammatoires comme I'IL-13 et le TNF-a (Al-Naemi et al., 2024). Ces
mécanismes combinés montrent le potentiel thérapeutique de T. polium dans le traitement des

inflammations.

3. L'activité antalgique de T. polium in vitro et in vivo.

T. polium est une plante médicinale reconnue pour ses propriétés analgésiques, particulierement
étudiée pour son extrait aqueux (Makhlouf et al., 2019). Riche en terpénes, terpénoides et
flavonoides, elle présente des effets prometteurs pour soulager différents types de douleur.
3.1. Efficacité de T. Polium pour soulager la douleur :

T. polium, une plante médicinale riche en terpénes, terpénoides et flavonoides, a montré des

effets prometteurs pour soulager la douleur (Tayebeh et al., 2022).
< Invivo.
e Douleur nociceptive.
Douleur aigué : Des études sur des modeles animaux (souris et rats) ont montré que I'extrait

de T. polium peut réduire la douleur induite par des agents nocifs comme l'acide acétique, la

capsaicine et le formaldéhyde (Benabdallah et al., 2015).

Douleur chronique : Des études sur l'arthrite induite par I'adjuvant chez le rat ont révélé que
I'extrait de T. polium peut atténuer I'inflammation et la douleur chronique (Bendahou et al.,
2013).

e Douleur neuropathique.

Des études sur des modéles de douleur neuropathique diabétique et de ligature du nerf
sciatique chez le rat ont démontré que I'extrait de T. polium peut réduire les symptdémes de la

douleur neuropathique (Benayache et al., 2014).
< Invitro.

L'étude de Zouihri et al. (2017) a révélé que I'extrait aqueux de T. polium inhibe l'activité des

cellules nociceptives, responsables de la transmission de la douleur, entrainant ainsi une
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réduction significative de la signalisation douloureuse. Parallelement, Kaaboub et al. (2016)
ont identifié des composes bioactifs, tels que des flavonoides et des acides phénoliques, dans
cet extrait, qui contribuent & son activité analgésique. Ces composés possédent également des
propriétés anti-inflammatoires et antioxydantes, renforcant leur réle dans les mécanismes de

soulagement de la douleur.
3.2. Mécanismes d'action de T. polium sur la douleur.
e Activation des opioides endogénes.

T. polium stimule la libération d'opioides endogenes, tels que les endorphines et les
enképhalines, qui agissent sur les récepteurs opioides du systéme nerveux central pour atténuer
la douleur (Figure 03) (Shams-Eldin et al., 2020).

Constitution de T. polium

17 stimulation Libération de précurseurs Tels que :
opioides prodynorphine
2°me: Conversion enzymatique par des Opioides Tels que: (endorphines,
enzymes actifs enképhalines)

3™e : jaison aux récepteurs opioides dans le (SNC)

4°M - Inhibition des signaux de douleur

5¢me : Réduction de la douleur pergue (Réduction de signaux de douleur).

Figure 03 : Représente le processus de 1’action analgésique de T. polium par activation
endogene des opioides (Shams-Eldin et al., 2020).

Les composants actifs de la plante interagissent avec des cellules spécifiques, déclenchant la
libération de précurseurs d’opioides endogenes, tels que la proenképhaline et la prodynorphine.
Selon Shams-Eldin et al. (2020), ces précurseurs subissent ensuite une conversion
enzymatique au sein des cellules, principalement dans le cerveau et la moelle épiniere, pour
produire des peptides opioides actifs, notamment des endorphines et des enképhalines. Ces

derniers nouvellement formés se lient a des récepteurs opioides spécifiques situés dans tout le
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systeme nerveux central (SNC), en particulier dans les voies de traitement de la douleur. La
liaison des opioides aux récepteurs déclenche une cascade d’événements de signalisation
intracellulaire qui aboutissent finalement a 1’inhibition des signaux de douleur. L’effet global
de cette action est une réduction significative de la perception de la douleur, procurant un

soulagement de diverses affections douloureuse (Shams-Eldin et al., 2020).
e Blocage des canaux calciques.

Certains composés de la plante, comme les triterpénes, bloquent les canaux calciques
voltage-dépendants, réduisant I'excitabilité neuronale et la transmission des signaux de douleur
(Benayache, 2015)

e Inhibition de ’inflammation.

La plante contient des composés anti-inflammatoires tels que les diterpénes, les flavonoides
et les acides phénoliques. Ces composés inhibent la production de prostaglandines et de

cytokines, qui sont des mediateurs de I'inflammation et de la douleur (Khedim et al., 2018).
3.3. Sécurité de T. polium pour le traitement de la douleur.

Le T. polium est généralement considéré comme sar lorsqu'il est utilisé pour traiter la douleur,

mais il est important de garder a I'esprit certaines précautions (Benhaddou et al., 2020).

e Données limitées.

La plupart des preuves de son efficacité et de sa sécurité proviennent d'études animales. Des
recherches plus approfondies chez I'nomme sont nécessaires pour confirmer ces résultats
(Benhaddou et al., 2020).

¢ Interactions médicamenteuses.

Le T.polium peut interagir avec d'autres médicaments, il est donc crucial de consulter un
médecin avant de I'utiliser, surtout si vous prenez des médicaments sur ordonnance ou des
compléments alimentaires (Benhaddou et al., 2020).

e Effets secondaires potentiels.

Bien que généralement bien toléré, le T.polium peut provoquer des effets secondaires tels que
des troubles digestifs (maux d'estomac, diarrhée) et des réactions allergiques (éruptions

cutanees, démangeaisons) (Benhaddou et al., 2020).
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4. L activité hémostatique de T. polium in vitro et in vivo.

L'évaluation de I'activité hémostatique de T. polium implique des études in vitro et in vivo
afin d'évaluer ses applications thérapeutiques potentielles. Les recherches indiquent que T.
polium possede divers composés bioactifs susceptibles de contribuer a ses propriétés

hémostatiques (Yazdanparast et al., 2013).

4.1. Les Mécanismes d’action proposés.
Les mécanismes exacts par lesquels I'extrait aqueux de T.polium exerce ses effets
hémostatiques ne sont pas entierement élucidés. Cependant, plusieurs mécanismes d'action

potentiels ont été proposes, notamment (Asefnia et al., 2016) :

e Activation des plaquettes :
L'extrait pourrait activer les plaquettes, augmentant ainsi leur capacité a s'agréger et a former

un caillot sanguin (Asefnia et al., 2016).

e Augmentation de la production de thrombine :
L'extrait pourrait augmenter la production de thrombine, une enzyme essentielle & la

formation de fibrine, le composant principal des caillots sanguins (Asefnia et al., 2016).

e Constriction des vaisseaux sanguins :
L'extrait pourrait induire la constriction des vaisseaux sanguins, réduisant ainsi le flux

sanguin et favorisant la formation de caillots (Asefnia et al., 2016).
4.2. Etude de Pactivité hémostatique de T. polium.

L'extrait aqueux de T. polium, une plante médicinale traditionnelle, présente des propriétés
hémostatiques prometteuses qui pourraient s'avéerer utiles dans le traitement des troubles
hémorragiques (Yazdanparast et al., 2013). Des études in vitro et in vivo ont démontré que
I'extrait peut :

- Augmenter la libération de thromboxane A2 (TXA2), un composé favorisant la coagulation
sanguine.

- Améliorer la fonction plaquettaire, essentielle a la formation des caillots sanguins.

- Réduire I'inflammation, qui peut aggraver les saignements.

Ces effets s'expliquent par la présence de divers composés bioactifs dans I'extrait, notamment

des flavonoides, des terpénoides et des acides phénoliques (Yazdanparast et al., 2013).
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« In vitro.

Les études in vitro ont démontré que I'extrait aqueux de T. polium posséde des effets

hémostatiques sur la coagulation sanguine et la fonction plaquettaire.

1. Prolongation du temps de saignement : L'extrait a prolongé le temps de saignement,
ce qui pourrait étre lié & une modulation de la réponse inflammatoire et vasculaire,
favorisant ensuite une coagulation plus efficace (Mahmoudi et al., 2015).

2. Augmentation de I'agrégation plaquettaire : L'extrait a significativement stimulé
I'agrégation plaquettaire, un processus essentiel a la formation des caillots,
probablement via I'activation de récepteurs plaquettaires et la libération de médiateurs
pro-agrégants comme le thromboxane A2 (Mahmoudi et al., 2015).

3. Diminution de I'activité fibrinolytique : L'extrait a inhibé I'activité fibrinolytique,
stabilisant ainsi les caillots sanguins et réduisant le risque de saignements secondaires,
en interférant avec les enzymes fibrinolytiques ou en augmentant les inhibiteurs de la
fibrinolyse (Mahmoudi et al., 2015).

Ces résultats suggeérent que T. polium influence plusieurs étapes clés de I'némostase, grace a
des composés bioactifs tels que les flavonoides, les terpénoides et les acides phénoliques, qui

agissent sur divers mécanismes cellulaires et moléculaires.

< In vivo.

Dans le contexte in vivo, I'extrait a démontré des effets bénéfiques significatifs. Dans des
modeéles animaux d'hémorragie, il a réduit de maniére notable la perte de sang, suggérant un
potentiel pour le traitement des situations de saignement excessif. De plus, chez des animaux
hémophiles, I'extrait a entrainé une amélioration notable de la fonction plaquettaire. Ces
résultats, rapportés par Yazdanparast et al. En 2013, soulignent le fort potentiel thérapeutique

de I'extrait dans le traitement des troubles liés a la coagulation et de I'hnémophilie en particulier.

5. La toxicité de T. polium in vitro et in vivo.

T. polium, une herbe a fleurs sauvage de la famille des Lamiaceae, Elle est utilisée pour
traiter divers troubles tels que le diabéte, les maladies rhumatologiques, I'inflammation et les
troubles gastro-intestinaux. Cependant, les médicaments a base de plantes ne sont pas sans
risque, et de nombreux cas de néphrotoxicités, d'hépatotoxicités ou d'autres complications ont

éte signales. Il est donc essentiel d'étudier la toxicité potentielle de T. polium.
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(Forouzandehet al., 2013).
5.1. Etude de la toxicité aigué de T. polium.

La toxicité aigué systémique se caractérise par des effets toxiques survenant apres
'administration d'une dose unique d'un extrait de la plante. L’OCDE recommande d’administrer
plusieurs doses qui permettent d’obtenir un taux de mortalité animale allant de 0 a 100%
(OCDE 423, 2002b). Ces doses doivent se situer entre 5 et 5000 mg/kg de poids corporel pour
situer les substances testées sur une echelle comparative de toxicité des substances chimiques
(Chabane, 2021).

Ghasemi et al. (2019) ont mené en Iran, une étude pour évaluer la toxicité aigué de I'extrait
hydro-alcoolique de T.polium chez des rats. L'étude a révélé que I'extrait était toxique pour les
rats, avec une DL50 de 2400 mg/kg de poids corporel. Les animaux exposés a des doses plus
élevées de I'extrait ont présenté des symptomes tels que la diarrhée, la l1éthargie, des convulsions

et la mort.

Rasekh et al. (2005) décrit la méthodologie d'une étude menée en Iran sur 60 rats Sprague-
Dawley (30 méles et 30 femelles) répartis en six groupes de 10 rats chacun. Cing groupes ont
recu par voie orale différentes doses de I'extrait (0,5 ;1 ; 2 ; 4 et 8 g/kg de poids corporel),
tandis qu'un groupe témoin a recu une solution saline normale (1,0 ml). Les modifications du

comportement, de la posture et la mortalité des rats ont été surveillées pendant 14 jours.

5.2. Etude de la toxicité chronique de T.polium :

Des études de toxicite chronique sur T. polium ont révélé des effets préoccupants sur les organes
vitaux, notamment des Iésions histologiques dans le cerveau, le foie et les reins, caractérisées

par I'apoptose et la dégénérescence cellulaire (Nematollahi-Mahani et al., 2021).

Une étude réalisée sur 90 jours chez des rats a montré que les groupes exposés a des doses de
800 mg/kg, 1600 mg/kg et 2500 mg/kg présentaient des niveaux de toxicité respectifs de 25%,
50% et 75% de la dose létale médiane (DL50) de 3333 mg/kg. Ces groupes ont manifesté des
effets toxiques dose-dépendants, incluant des altérations biochimiques et des signes cliniques,

tandis que le groupe témoin n’a montré aucun effet toxique (Bachtarzi et al., 2016).

En outre, des extraits de T. polium ont montré des effets cytotoxiques sur les cellules

leucémiques humaines, induisant I'apoptose (Zaric, 2020). Cependant, la plante possede
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également des propriétés hépatoprotectrices, réduisant la cirrhose hépatique induite par le

tétrachlorure de carbone par des mécanismes antioxydants (Rahmouni, 2022).
5.3. Sécurité de T. polium pour une utilisation a long terme.

T. polium présente plusieurs activités pharmacologiques, incluant des propriétés antioxydantes,
anti-inflammatoires, antibactériennes et anticancéreuses. Cependant, des préoccupations
concernant sa sécurité a long terme ont été soulevées (Sahrifi-Rad et al., 2022). Des études
montrent que l'utilisation prolongeée de ses extraits peut provoquer des Iésions dans des organes
vitaux tels que le cerveau, le foie et les reins, entrainant apoptose, dégenérescence et

vacuolisation cellulaire.

L'administration chronique de T. polium peut également induire des dommages néphrotoxiques
et hépatotoxiques, comme en attestent des examens histopathologiques. Par conséquent, il est
recommandé de faire preuve de prudence lors de son utilisation prolongée en raison des risques
de toxicité rénale et hépatique. Des recherches supplémentaires, tant précliniques que clinigues,

sont nécessaires pour évaluer son profil de sécurité a long terme (Krache, 2015).
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Matériel et méthodes.

L’objectif général de ce travail est d’étudier les effets anti-inflammatoires in vivo et in vitro,
hémostatiques et le pouvoir antibactérien de I’extrait aqueux de T. polium, issu de la médecine

traditionnelle algérienne.

Ce travail a été réalisé au laboratoire de recherche LARTA de I’Université de Boumerdes, au
département de biologie M'Hamed Bouguerra, ainsi qu’a I’Ecole Nationale Supérieure
Vétérinaire (ENSV). 11 s’est déroulé sur une période de quatre mois. L'étude repose sur le

protocole expérimental suivant (Diagramme 01) :
* Extraction de I’extrait aqueux de 1’espéce végétale étudiée.
« Test hémostatique :

- Evaluer I’effet de I’extrait aqueux sur la coagulation sanguine et I’agrégation plaquettaire,

en mesurant le temps de recalcification plasmatique.
- Evaluer la capacité de I’extrait aqueux a induire la précipitation du lait.
» Test anti-inflammatoire :

- Le test de dénaturation de 1’albumine d’ceuf est utilisé pour évaluer 1’activité anti-

inflammatoire « in vitro ».
- L’activité anti-inflammatoire « in vivo » est évaluée sur des rats.
* Tests antibactérien :
- Etude de Dactivité antibactérienne vis-a-vis de quelques souches bactériennes.

- Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) et de la concentration

minimale bactéricide (CMB).
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Matiére végétale
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Diagramme 01 : Plan général de la partie expérimentale.

1. Matériels biologiques.

1.1. Matériel végétal.

Le matériel végétal, constitué des parties aériennes (Tiges, feuilles, fleurs) de la plante
T. polium, a été récolté en juin et juillet dans la région de Khenchela. La plante a été séchée a
I'abri de la lumiére et de I'numidité, a température ambiante (Figure 04).

Aprés séchage et broyage, elle a été réduite en poudre, puis soigneusement stockée dans un

flacon en verre hermétiquement fermé, dans un endroit sec, en vue d'une utilisation ultérieure.

Figure 04 : La plante T.polium : séchée (1), Broyer (2).
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1.2. Situation géographique de la zone d’étude.

La Wilaya de Khenchla est située a une altitude de 35°25' Nord, et une longitude 7°08” Est, a
une altitude moyenne de 1 200 meétres. Elle se trouve au Nord-Est de I'Algérie, dans les Aures,
et est bordée au Nord par les Wilayas d’Oum EI Bouaghi, & 1’Ouest par les Wilaya de Batna et
de Biskra, a I’Est par la Wilaya de Tébessa, et au Sud par les Wilayas d’El Oued (Figure 05).

Elle couvre une superficie de 9 715 Km2, ce qui en fait la 18eme plus grande wilaya d'Algérie.
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Figure 05 : Localisation géographique de la wilaya de Khenchela.

https://d-maps.com/index.php?lang=fr

1.3. Matériels de test biologique.
a) Matériel de laboratoire.
Le matériel de laboratoire utilisé dans ce travail comprend des verreries, des équipements, des
appareils, des produits chimiques et des milieux de culture (Annexe 02).
b) Solutions et réactifs (Annexe 03).
- Eau distillée stérile.
- Eau physiologique stérile.

- Solution de CaCl: a 0,025 M.
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- Solution saline tamponnée au phosphate (PBS, pH = 6,4).
c) Les souches bactériennes.
L'activité antibactérienne de I'extrait aqueux de T. polium a été évaluée sur plusieurs souches
bactériennes, incluant des souches de référence ainsi que d'autres isolées cliniqguement
(Tableau 05).

Tableau 05 : Caractéristiques des souches microbiennes testees.

Salmonella Dublin A ATTC (15480) - Salmonellaceae
E. coli B ATTC (25922) - Enterobacteriaceae
E. coli I ATTC (43888) - Enterobacteriaceae
Pseudomonas aerogenusa D ATTC (27853) - Pseudomonadeae
Pseudomonas sp J Alimentaire - Pseudomonadeae
Staphylococcus aureus E Urines + Microoccaceae
Staphylococcus aureus C ATTC (25923) + Microoccaceae
Streptococcus spp F Urines + Streptococcaceae
Enterrococcus G Urines + Enterococcaceae
Bacillus subtilis H ATTC (6633) + Bacillaceae

2. Préparation de I’extrait aqueux.

2.1. Extraction par maceération.

L’extraction des substances bioactives contenues dans la partie aérienne de chaque plante est
réalisée par maceration dans de I'eau distillée tiede. Apres broyage de la partie aérienne dans
un moulin, 100 g de poudre sont ajoutés a 1 litre d'eau distillée, puis laissés en macération
pendant 48 heures, avec agitation occasionnelle (Figure 06). Le mélange obtenu est ensuite

filtré et centrifugé a 3000 tours par minute pendant 10 minutes pour éliminer les débris, puis
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filtré a I’aide de papier Whatman N°1. L'extrait est ensuite séché a 42°C dans une étuve, puis

conserve a 1’abri a +4°C. La poudre obtenue constitue 'extrait aqueux de la plante.

Figure 06 : Agitation de mélange (1), Le melange apres 48h (2).

2.2. Détermination de rendement d’extraction.

Le rendement d’une extraction se calcule par le rapport entre la masse de I’extrait obtenu
et la masse de la matiere premiére végétale traitée. Ce rendement est exprimé en pourcentage

et calculé par la formule suivante (Fettah, 2019) :

R (%) = (M / M0) x 100

* R (%) : Rendement exprimé en %.
= M : Masse en gramme de I’extrait sec obtenu.

= MO : Masse en gramme de la poudre végétale utilisée (100g).
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3. Les Activités biologiques.
3.1. Activité hémostatique in vitro.

3.1.1. Activité hemostatique in vitro par mesure du temps de recalcification plasmatique
(PRT).

0,

% Le principe.

L'étude présentée visait a évaluer le potentiel hémostatique de I'extrait aqueux de la partie
aérienne de T. polium. Pour ce faire, le temps de recalcification du plasma sanguin a été mesuré

par une méthode décrite par Sunmathit et al. (2016).

0,

% Mode opératoire.

Les tubes de 5 ml de sang ont été prélevés chez un adulte sain a I'hdpital Salim Zemirli El
Harrach. Le sujet n'a recu aucun traitement médicamenteux depuis au moins 15 jours. Le sang
a été recueilli dans un tube contenant du citrate de sodium a 3,8 % (rapport citrate/sang de 1/9
vIv). Apres prélevement, le sang a été centrifugé a 3000 tr/min pendant 20 minutes afin de
séparer les cellules sanguines du plasma. Le plasma surnageant, pauvre en plaquettes, a ensuite

été récupéré (Figure 07).

Figure 07 : Prélévement de plasma.

200 pL de plasma pauvre en plaquettes (PPP) ont été mélangés a 200 uL d'extrait aqueux a
différentes concentrations (0,25, 1, 2, 3, 5 et 7 mg/mL) (Annexe 03), puis incubés a 37 + 1°C
pendant 1 minute (Figure 08). Ensuite, 200 puL de solution de CaCl. a 0,025 mol/L (Annexe
03), préalablement chauffée & 37 + 1°C au bain-marie, ont été ajoutés au mélange. Le CaCl:
joue un réle crucial dans I'activation de la cascade de coagulation sanguine.
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Groupe de controle négatif : Un tube contenant 200 uL de PPP et 200 pL de solution de CaClz
a 0,025 mol/L a été utilisé comme référence.

Le mélange a été incubé a 37°C et surveillé attentivement a I'aide d'un chronometre. Il a été
agite et, dés l'apparition de fils de fibrine, le temps nécessaire a la formation d'un caillot de
fibrine visible, indiquant la recalcification du plasma, a été enregistré.

g
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Figure 08 : Préparation les différentes concentrations de 1’extrait aqueux de T. polium.

Le taux de raccourcissement (R%) a été calculé pour chaque concentration d'extrait aqueux a

I'aide de la formule suivante :

ﬂ R% = [(T1- T2)/T1] x 100 D

Ou:
R% : Taux de raccourcissement du temps de coagulation (%).
T1 : Temps de recalcification du groupe témoin (secondes).
T2 : Temps de recalcification du groupe avec extrait aqueux (secondes).
La coagulation a été évaluée en penchant le tube a 45° pour observer la formation d'un caillot.

Les observations ont été effectuées toutes les 30 secondes au début, puis plus fréquemment
jusqu'a la formation du caillot. Pour chaque essai trois répétions (N=3).

Le temps de coagulation a été noté pour chaque tube de chaque concentration.
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3.1.2. Activité hémostatique in vitro par précipitation du lait ;
e Le principe.

L'activité hémostatique in vitro par précipitation du lait repose sur le principe de séparation des
constituants solides du lait de sa phase liquide en utilisant un extrait de plante T. polium comme
agent précipitant. Le lait est une émulsion complexe constituée de gouttelettes de graisse, de
protéines, de glucides et d'eau dispersées dans une phase aqueuse. Ce protocole est inspiré de
la méthode décrite par Daugon et al. (2012), qui explore le phénoméne physique de la
précipitation du lait pour isoler les éléments solides du liquide.

e Mode opératoire.

Neuf tubes a essai sont numérotés : un pour le témoin et huit pour les différentes concentrations
d'extrait de plante (2, 3, 4, 5, 6, 7, 10, 100 mg/mL) (Annexe 04). Ensuite, a I'aide d'une pipette,
1 mL de chaque concentration d'extrait aqueux de plante est ajoutée dans les tubes
correspondants. Le tube de contréle est rempli avec 1 mL d'eau physiologique. Par la suite, 100
uL de lait frais est soigneusement ajouté dans chaque tube, et chaque tube est doucement agité

pour assurer un mélange uniforme du contenu (Figure 09).

Figure 9 : Préparation des concentrations.

Les tubes sont ensuite laissés a température ambiante pendant 3 minutes pour permettre aux
réactions de se dérouler. Apres cette période, les tubes sont placés dans une centrifugeuse et
centrifugés a 3000 tours par minute (tr/min) pendant 1 minute. Une fois la centrifugation
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terminée, on observe chaque tube pour noter la présence ou I'absence de précipité (pellet). Ces
observations sont cruciales pour évaluer la capacité de I'extrait aqueux de plante & interagir avec

les protéines du lait.

3.2. L'activité anti-inflammatoire.

3.2.1 L activité anti-inflammatoire in vitro.
e Principe.

L'effet anti-inflammatoire in vitro de I'extrait aqueux de T. polium a été évalue en utilisant lam
¢thode de dénaturation de I'albumine d'ceuf. Le principe repose sur l'inhibition de la dénaturati

on des protéines provoquée par la chaleur (Mouffouk, 2019).
e Mode opératoire.

200 pl d'albumine d'ceuf (a partir d'ceufs de poule frais) ont été ajoutés a 2,8 ml de solution
saline tamponnée au phosphate (PBS, pH 6,4) (Annexe 03) et a 2 ml de différentes
concentrations d'échantillons (Annexe 04), comprenant I'extrait et le Diclofénac sodique
comme référence, a des concentrations de 62,5, 125, 250, 500, 750 et 1000 pg/mL. Une solution
témoin a été préparée en remplacant les échantillons par de I'eau bi distillée. Les tubes obtenus
ont été incubés a 37°C pendant 15 a 20 minutes, puis chauffés a 70°C pendant 5 minutes. Apres
refroidissement a température ambiante, les absorbances ont été mesurées a 660 nm a l'aide
d'un spectrophotometre UV-visible a double faisceau. Toute la procédure a été réalisée en

triplicata (Figure 10).

Pour chague concentration, un blanc constitué de 3 ml de PBS et 2 mL d'extrait ou de Diclofénac

a été préparé. Le Diclofénac a été utilisé comme anti-inflammatoire de référence dans ce test.

Le pourcentage d'inhibition de la dénaturation de 1'albumine d'ceuf est calculé en utilisant la

formule suivante :

[ % inhibition =[V ¢c-V s/V c] x100 ]

Ou,
V¢ : Absorbance du témoin.

Vs : Absorbance de I'échantillon test.
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|
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Figure 10 : Protocole récapitulatif du test de la dénaturation d’albumine d’ceuf.
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3.2.2 L'activité anti-inflammatoire in vivo.
e Principe.

L'activité anti-inflammatoire in vivo de la plante T. polium repose sur la capacité a réduire
un cedéme local induit par la carraghénine dans la patte des rats, selon le protocole décrit

par Sene et al. (2016).

e Mode opératoire.

L’expérience a été réalisée chez des rats adultes de souches Wistar, de poids compris entre
200 g et 240 g, avec une moyenne de 236,1 + 2,687 g. Les rats ont été répartis au hasard
en 4 groupes homogeénes de 5 rats chacun. Aprés une période de jelne de 12 heures, avant
I'induction de I'cedéme, les rats ont recu par voie orale (gavage) différentes solutions

experimentales :

e Groupe contréle : une solution de NaCl (0,9 %).

e Groupe standard : I’anti-inflammatoire Diclofénac (50 mg/kg) dissous dans du NaCl
(0,9 %).

e Groupe essai (Dose 01) : I’extrait aqueux de T. polium a la dose de 200 mg/kg

e Groupe essai (Dose 02) : I’extrait aqueux de T. polium a la dose de 400 mg/kg

e 30 minutes apres I’administration du traitement, chaque animal regoit par injection dans
la patte arriere droite 0,1 mL d’une suspension de carraghénine a 1 % dissoute dans du
NaCl (0,9 %). L’inflammation causée sera réduite en présence de 1’extrait ayant une

activité anti-inflammatoire.

Trois heures aprés l'injection de carraghénine, les rats sont sacrifiés et leurs pattes postérieures

droites et gauches sont coupees pour étre pesées sur une balance analytique (Figure 11).

o Le taux d’augmentation d’cedéme est exprimé en pourcentage selon la formule
suivante :

0% = (MPPD — MPPG) / MPPG x100

Ou:

0% : Pourcentage de 1’cedéme.
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MPPG : Moyenne des pattes de la patte gauche.
MPPD : Moyenne des pattes de la patte droite (traité).

o Le pourcentage d’inhibition d’cedéme (ID%) :

ID% = (OT% — OE %) / OT% x 100

Ou:
OT% : Pourcentage d’augmentation d’cedéme témoin.

OE % : Pourcentage d’augmentation d’cedéme d’échantillon ou standard (Diclofenac)
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Figure 11 : Protocole sxparimental da 1'activits anti-inflammatoirs i 1o chez las rats.

40



Matériels et méthodes

3.3 Activité antibactérienne.

L’activité antibactérienne de I’extrait aqueux de plante a été évaluée par deux méthodes
différentes : méthode de diffusion sur disque (Aromatogramme = Analyse qualitative) et la
méthode des concentrations minimales inhibitrices et bactéricides (CMI /CMB = Analyse

quantitative).
3.3.1 Aromatogramme.
e Principe.

L’aromatogramme ou méthode de diffusion sur milieu gélosé ou méthode des disques, est

une technique qualitative permettent de déterminer la sensibilité des souches microbiennes.
a) Préparation de I’inoculum.

Les souches bactériennes a tester sont ensemencees dans des boites de Pétri contenant de la
gélose nutritive, par la suite incubées a 37 °C pendant 18 a 24 heures. A partir de ces cultures
jeunes, a I’aide d’une anse de platine stérile 3 a 5 colonies bien isolées et parfaitement identique
sont prélevées, ensuite on décharge 1’anse de platine dans 10 mL d’eau physiologique stérile a
0.9%. Apres, les suspensions bactériennes sont bien homogénéisées a 1’aide d’un vortex, la
densité optique est justifiéee a 0.5 Mac Farland est réalisée par un spectrophotomeétre.
L’inoculum obtenu doit avoir une densité optique comprise entre 0.08 a 0.1 nm lue a 625 nm.

Ce qui est équivalent & une concentration de 1.5x 108 UFC/mL (Figure 12).

Figure 12 : Préparation des suspensions bactériennes.

A : Salmonella Dublin (15480). B : E. coli (25922).C : Staphylococcus aureus (25923).
D : Pseudomonas aeroginosa (27853). E : Staphylococcus aureus . F : Streptococcus spp.
G : Enterococcus. H : Bacillus subtilis (6633). I : E. coli (43888). J : Pseudomonas.
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# L’inoculum doit étre ajusté par ’ajout d’eau physiologique stérile si I’opacité est trop
forte, ou par I’ajout de colonies si elle est trop faible.

b) Préparation des disques.

Des disques de 6mm de diametre sont préparés a partir d’un papier filtre (Whattman N°3),
placés dans un tube a essai, puis ce dernier est stérilisé a 1’autoclave pendant 20min a 120 °C

puis conservés hermétiquement jusqu’a utilisation
¢ Mode opératoire.

Ensemencement.

Le milieu Mueller-Hinton en surfusion est coulé dans des boites de Pétri en raison de 15mL
dans chaque boite (Figure 13). Apres solidification du milieu de culture, un écouvillon stérile
imbibé par la suspension bactérienne est étalé sur la totalité de la surface gélosée de haut en bas
en stries serrées a trois reprises, en tournant la boite de 90 °dans le méme sens a chaque fois
sans oublier de pivoter I’écouvillon sur lui-méme, et finir ’ensemencement en passant

I’écouvillon sur la périphérie de la gélose.

Figure 13 : Préparation de milieu Mueller-Hinton dans les boites de Pétri.

Dépdts des disques.

Dans des conditions aseptiques, dans chaque boite de Pétri préalablement ensemencée, trois
disques de papier Whatman stériles de 6 mm de diametre sont déposés a la surface gélosée a
I’aide d’une pince stérile. Trois disques sont imbibés de 15 pL (chacun) de I’extrait de plante,
et un disque sert de témoin en recevant de 1’eau distillée a la place de 1’extrait. Un disque de

pénicilline (10 pg/mL) et un disque de gentamicine (10 pg/mL) sont utilisés comme contrdles
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positifs. Avant de les mettre dans 1’étuve, les boites sont maintenues au réfrigérateur pendant
30 minutes a 1 heure pour permettre la diffusion de 1’extrait. Ensuite, I’ensemble est incubé a
37 °C pendant 24 heures. Les diamétres des zones d’inhibition sont mesurés a 1’aide d’un pied
a coulisse (Soro et al., 2007). Cette opération est répétée trois fois, et les résultats sont notés
sous forme de moyenne + écart-type.

La lecture :

Apreés incubation de 24 h, les diamétres des zones d’inhibition (mm) ont été mesurés. D’aprés
Ponce et al (2003), 1a sensibilité a ’extrait a été classée par le diamétre des halos d’inhibition
(Tableau 06) :

Tableau 06 : type d’inhibition des souches testées en fonction de diameétre de la zone

d’inhibition mesuré.

Non sensible Diameétre < 8 mm
Sensible 9 mm < diametre < 14 mm
Trés sensible 15mm > diametre <19 mm
Extrémement sensible Diamétre > 20 mm

3.3.2 Détermination de CMI/CMB :

La CMI et la CMB de I’extrait ont été déterminées par la méthode de dilution en milieu solide
ou la méthode de dilution agar décrite par Mayachiew et Devahastin (2008). Le choix de cette
technique est basé sur un point de vue économique de la quantité de I’extrait, ou plusieurs

souches bactériennes sont testées dans la méme boite de Pétri au méme temps.

e Principe

Le principe de cette technique consiste a I’incorporation d’un agent antibactérien dans un
milieu gélosé a des concentrations variables, suivie d’un dépdt d’un inoculum bactérien a la

surface de la gélose dans le but de déterminer le taux d’inhibition (EI Kalamouni, 2010).
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A. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI).
¢ Mode opératoire.

1. Préparation des dilutions de I’extrait aqueux.

A partir d’une solution mére de 1’extrait aqueux, on prépare une gamme de dilutions de

concentrations allant de 10000 pg/mL a 1000 pg/mL de la maniére suivante (Figure 14) :

- A T’aide d’une balance analytique, peser 1g de I’extrait aqueux (Soro et al., 2007).

- Introduire cette quantité dans un tube a essai contenant 4 mL d’eau physiologie pour
obtenir une solution mere a concentration égale a (250 mg/mL).

- Des volumes de 1, 0.8, 0.6, 0.4, 0.2, 0.1 mL de la solution mére préparée sont ajoutés
respectivement dans des tubes contenant 9, 9.2, 9.4, 9.6, 9.8 et 9.9 mL d’ecau
physiologie, pour obtenir une gamme de concentrations (10000, 8000, 6000, 4000,
2000, 1000 pg/ml) = (10, 8, 6 4, 2 et 1 mg/mL).

Solution mére
1lg de I'extrait + 4 ml de I’ean
physiologique.
250 000 pg/ml
|
I I I I |
1 mL 0.8 mL 0.6 mL 0.4 mL 0.2 mL 0.1 mL
g ml 9,2 ml 9,4 ml 9,6 ml 9,8 ml 9,9 ml
10000pg/ml §000pg/ml G000pg/ml  4000pg/ml 2000pg/ml  1000pg/ml

Figure 14 : Préparation des dilutions de 1’extrait aqueux.

2. Préparation des dilutions d’agar :

Introduire aseptiquement dans un tube a essai 19 mL de milieu Mueller Hinton fondues et
refroidis a 45°C, en lui rajoutant par la suite ImL de chaque concentration d’extrait
préalablement préparée, pour obtenir une série de concentrations finales (500, 400, 300, 200,

100, 50 pg/mL) calculées par 1’équation suivante :
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CF: C1/ 20

Cr : Est la concentration finale de 1’extrait aqueux dans 1’agar.
Ci : Est la concentration initiale de 1’extrait aqueux.

3. Dépots de ’inoculum.

Les tubes contenant les concentrations finales (dilutions d’extrait +MH) sont homogénéisés
puis coulés dans des boites de Pétri. Apres solidification du mélange, Chacune des boites de
Pétri précédentes, est divisée en deux parties. Sur la premiére partie, nous avons déposé des
gouttes de 1pL de chaque suspension bactérienne d’une concentration de 108 UFC/ml, et sur la
deuxiéme partie des disques imbibés avec les mémes suspensions bactériennes sont placés
symétriquement avec les gouttes pour les déplacés par la suite vers d’autres boites de Pétrie afin
de déterminer la CMB. Les boites de Pétri dont les concentrations ayant montré une absence
totale de croissance bactérienne ont été sélectionnées pour déterminer les concentrations
minimales inhibitrices (CMI) et bactéricides (CMB) (Bouguerra, 2012).

A partir des concentrations sélectionnées, la CMI représente la plus faible concentration

d’extrait inhibant toute croissance bactérienne visible a I’ceil nu apres 24 heures d'incubation

a 37°C (El Kharraf et al., 2021).

B. Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB).

¢ Mode opératoire.

A partir des boites de Pétri déja sélectionnées (absence de croissance bactérienne), nous
avons déplacé les disques imbibés de souches bactériennes vers d’autres boites de pétri
contenant la gélose MH dépourvue d’extrait et incubés pendant 24h a 37°C afin de déterminer
la CMB, la lecture se fait comme suit :

v La ou il y a une croissance bactérienne, correspond a une concentration dite
bactériostatique.

v Laou la croissance est absente, correspond a la concentration bactéricide.

Le calcul du rapport CMB/CMI, permet de déterminer le pouvoir bactéricide ou

bactériostatique de I’extrait testé.
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Lorsque ce rapport est supérieur a 4, I’extrait est qualifi¢ bactériostatique et on dit que ’extrait

1
1
1
est bactéricide et lorsqu’il est inférieur ou égal a 4 (Canillac et Mourey, 2001). :
1
1

r-—------

Ainsi, si le rapport : CMB / CMI < 4, la substance est dite bactéricide.
CMB / CMI > 4, la substance est dite bactériostatique.

Une substance bactéricide est une substance ayant la capacité de tuer des bactéries. Une
substance bactériostatique est une substance ayant la capacité d’inhiber la croissance des

bactéries sans les tuer.
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Résultats et discussions.

1. Rendement d’extraction.

L’extraction des substances bioactives contenues dans la partie aérienne de plante T. polium

est réalisée par maceration dans de I'eau distillée.

Le rendement d’extraction est calculé en utilisant la formule suivante :

R% = (M/ MO0) x100

Tableau 07 : Rendement (%) d’extraction des parties aériennes de plante T. polium.

MO (9) M (g) R%

100 g 9,82 ¢ 9,82 %

Le tableau 07 représente le rendement de I'extrait brut, exprimé en pourcentage (%), obtenu
par macération dans I'eau distillée tiede. Pour une quantité de matiere végétale (MO0) de 100 g,
le rendement d'extraction obtenu est de 9,82 g, soit un rendement de 9,82 %. Ce rendement a
été mesuré a trois reprises, et les valeurs obtenues lors de ces répétitions confirment la constance
du rendement d'extraction. Cela indique que la quantité d’extrait aqueux de T. polium est
satisfaisante, avec un rendement stable autour de 9,82 %.

Le choix et la mise en ceuvre de la technique d'extraction sont déterminent pour maximiser le
rendement en composés phytochimique et préserver leur intégrité conformément aux
observations de Saleem et al. (2020). Une étude réalisée par Ounis et al. (2018) a Oum El
Bouaghi offrants un rendement de 17,8% car les parties aériennes de T.polium ont été macérées
dans du meéthanol . Le rendement d'extrait dépend du type de solvant utilisé (méthode
d'extraction), I’origine et la taille de la plante, (Faimegos et al.,2005).

2. Les activités biologiques.

2.1. Test de I’activité hémostatique in vitro.

2.1.1 Activité hémostatique in vitro par mesure du temps de recalcification plasmatique
(PRT).

L'étude de I'activité hémostatique in vitro de I'extrait aqueux de la plante a permis d’évaluer son
impact sur le temps de coagulation et le taux de raccourcissement du plasma sanguin. Les
résultats présentés dans le (Tableau 08) ci-dessous indiquent une diminution progressive du

temps de coagulation avec l'augmentation de la concentration de I'extrait, ce qui se traduit par
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des taux de raccourcissement plus élevés. Par exemple, a une concentration de 0,25 mg/mL, le
temps de coagulation est de 210,3 secondes avec un taux de raccourcissement de 27,80%, tandis
gu'a une concentration de 7 mg/mL, le temps de coagulation est réduit a 109,6 secondes avec
un taux de raccourcissement de 62,37%.

Cette corrélation positive entre la concentration de I'extrait et I'efficacité hémostatique suggere
un potentiel prometteur de cet extrait de plante dans la modulation de la coagulation sanguine.
Ces résultats mettent en lumiére I'effet bénéfique de I'extrait sur la formation du caillot sanguin
in vitro, soulignant son intérét potentiel en tant qu'agent hémostatique. Cependant, des études
complémentaires sont nécessaires pour approfondir la compréhension des mecanismes d'action
impliqués et pour évaluer la sécurité et I'efficacité de cet extrait dans des modéles in vivo. Ces
données encourageantes ouvrent la voie a de futures investigations pour explorer davantage les
applications thérapeutiques de cet extrait de plante dans le domaine de I'hnémostase (MohdNor
etal., 2019).

Tableau 08 : Variation de temps de coagulation et du taux de raccourcissement en fonction

de la concentration de I’extrait aqueux.

Concentrations Temps de coagulation (s) Le taux de raccourcissement
(mg /mL) () (R%)
0,25 mg/mL 210,3+4,5 27,80
1mg/mL 201,3+3,51 30,89
2mg/mL 180+11,13 38,20
3 mg/mL 138,3+23,62 52,52
5mg/mL 118,6+4,5 59,28
7mg/mL 109,6+7,02 62,37
Contrdle négatif 291,3+27,3

(@): les valeurs exprimées sont la moyenne +SD de trois mesures (p < 0.05).
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Ces résultats suggerent que I'extrait aqueux de la plante a des propriétes hémostatiques. Cela

signifie qu'il pourrait étre utile pour le traitement des troubles de la coagulation sanguine.

L'activité hémostatique d'un extrait de plante peut étre évaluée en mesurant le temps de
recalcification du plasma sanguin. Cette mesure permet d'analyser la capacité de I'extrait a
influencer la coagulation sanguine, un processus essentiel pour l'arrét des saignements. La
courbe d'activité hémostatique illustre généralement I'effet de différentes concentrations de
I'extrait sur le taux de raccourcissement du temps de coagulation. Les concentrations testées

varient de 0,25 mg/mL a 7 mg/mL (Figure 15).

(R %)

70

60

50

40 5

(R %)

Taux de raccourcissement (R %)

20

10

0,25mg/ml 1mg/ml 2mg/ml 3mg/ml 5mg/ml 7mg/ml
Concentration (mg/mL)

Figure 15 : Effet de la concentration de I'extrait aqueux sur le taux de raccourcissement du

temps de coagulation.

La courbe (Figure 15) met en évidence une augmentation du taux de raccourcissement du
temps de coagulation avec l'augmentation de la concentration de I'extrait aqueux. Cela suggere
que l'extrait de plante posséde un effet dose-dépendant sur la coagulation sanguine, réduisant

le temps de formation du caillot a des concentrations plus élevees.

Cette observation encourage la discussion sur le potentiel de I'extrait de plante a influencer
positivement la cascade de coagulation sanguine. Cette propriété pourrait s'avérer bénéfique
dans des situations nécessitant une réponse hémostatique rapide. Des eétudes complémentaires
seraient nécessaires pour élucider les mécanismes moléculaires sous-jacents a cet effet et pour

évaluer la sécurité et I'efficacité de cet extrait dans un contexte cliniqgue (MohdNor et al., 2019).
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2.1.2 Activité hémostatique in vitro par précipitation du lait.

Les résultats présentés dans le (Tableau 09) ci-dessous d'une expeérience visant a étudier
I'impact d'un extrait végétal sur la coagulation du lait permettent d'évaluer I'activité coagulante
de cet extrait en observant la formation de précipités dans des tubes contenant du lait additionné

de différentes concentrations de I'extrait.

L'analyse de ces observations est cruciale pour déterminer si I’extrait aqueux possede des

propriétés coagulantes exploitables dans I'industrie laitiere.

Tableau 09 : Effet d’extrait aqueux de T. polium sur le lait.

Controle | Solution 2 3 4 5 6 7 10

mére
mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL

Observation

S

Résultats - + + + + + + + +

(+) = résultat positive, (-) = résultat négative.

D'aprés les observations du tableau 9, tous les tubes a essai, a I'exception du tube contréle,
présentent un précipité au fond. Cela signifie que I’extrait de T. polium testé, a des
concentrations allant de 2 mg/mL a 10 mg/mL, possédent une activité coagulante sur le lait.
Le tube contrble, contenant uniquement de I'eau physiologique et du lait, ne présente pas de
précipité. Cela confirme que la présence d'un précipité dans les autres tubes est bien due a
I'activité coagulante des extraits de plantes.

Les résultats de ce test indiquent que 1’extrait de plante testé a la capacité de coaguler le lait
. Cela signifie qu’il contient des enzymes protéolytiques capables de décomposer les caséines,

les principales protéines du lait, en peptides plus petits. Ces peptides s'associent ensuite les un
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s aux autres pour former un réseau tridimensionnel, ce qui entraine la coagulation du lait (Dup
ont, 2015). L'activité coagulante d’extrait aqueux peut étre due a la présence de différentes en
zymes protéolytiques, telles que les chymosines, les pepsines ou les sérines protéases. Le type
d'enzymes présents dans chaque concentration d’extrait peut varier en fonction de la plante uti

lisée et de la méthode d'extraction (Dupont, 2015).

L’extrait aqueux de T. polium ayant une activité coagulante sur le lait, pourrait avoir des appli
cations intéressantes dans I'industrie laitiere. Il pourrait étre utilisé comme alternatives aux pré
sures animales, qui sont actuellement les coagulants les plus couramment utilisés dans la fabri
cation du fromage. L’extrait de plante pourrait également étre utilisé pour développer de nouv
eaux produits laitiers, tels que des yaourts ou des fromages a base de plantes (Sait Dag et al., 2
014).

2.2 Activité anti-inflammatoire.

2.2.1 Activité anti-inflammatoire in vitro par la méthode de dénaturation de ’albumine
d’ceuf.

Pour l'activité anti-inflammatoire in vitro, évaluée par la méthode de dénaturation de I'albumine
d'ceuf, I’extrait aqueux a une concentration de 62,5 ug/ml a inhib¢ la dénaturation de I'albumine
d'ceufa 96,63 %, tandis que le Diclofénac montrait un pourcentage d'inhibition de 24,58 % a la
méme concentration. Comme indiqué dans le tableau 10, I'extrait aqueux de T. polium a
présenté une protection protéique significativement plus élevée que le Diclofénac, un anti-

inflammatoire standard. L histogramme récapitule les pourcentages obtenus (Figure 16).
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Tableau 10 : Absorbance et I’inhibition en % de I’activité anti-inflammatoire in vitro par
différentes concentrations de 1’extrait aqueux et de Diclofénac sodique par la méthode de

dénaturation d’albumine d’ceuf.

Extrait aqueux Diclofénac sodique (25mg)
Concentrations
(ng/mL) e YT
Absorbance % d’inhibition | Absorbance % d’inhibition
62,5 0,04+0,003 96,63 0,80+0,08 24,58
125 0,05+0,01 94,95 0,82+0,06 22,90
250 0,10+ 0,005 90,18 0,85+0,03 20,46
500 0,19+0,008 82,14 0,69+0,15 34,86
750 0,29+0,004 72,89 0,90+0,02 15,80
1000 0,40+ 0,014 62,33 0,92+0,03 14,40
Controéle 1,07+ 0,09
negatif
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Figure 16: Résultats d’inhibition de la dénaturation par I’albumine d’ceuf.

Les protéines, molécules dynamiques, sont particulierement sensibles aux modifications de leur
environnement. La chaleur, le pH, la force ionique ou les solvants organiques peuvent induire
une perte de leur structure native, un processus connu sous le nom de dénaturation. L'albumine,
protéine abondante dans le blanc d'ceuf et le sérum, sert souvent de modele pour étudier ce
phénomeéne (Fatine, 2021). Lorsqu’elle est chauffée, elle coagule, illustrant ainsi la perte de sa
structure tertiaire. Ce changement conformationnel est associé a la rupture des liaisons faibles
stabilisant la protéine native et a la formation de nouvelles liaisons, notamment des ponts
disulfures. De plus, les états inflammatoires sont souvent caractérisés par une diminution du
taux d'alboumine plasmatique, suggeérant un lien entre I'inflammation et la dénaturation de cette
protéine. Ces résultats expérimentaux mettent en évidence la fragilité des protéines et leur

dépendance vis-a-vis de conditions environnementales précises (Fatine, 2021).

L’effet inhibiteur de I’extrait aqueux de T.polium montre réellement que cette plante a une
activité anti-inflammatoire, et celle due a la richesse de 1’extrait aqueux en composés bioactifs,
principalement les flavonoides qui exercent une forte inhibition sur la cyclooxygénase (COX)

et la lipoxygénase(Rahmouni et al., 2017).

2.2.2 Activité anti-inflammatoire in vivo.

Dans le but d'évaluer I'activité anti-inflammatoire de T. polium in vivo pour I'extrait aqueux
des parties aériennes, notre étude a été réalisée sur la patte droite des rats injectés par la

carraghénine. Une dose de 2mL a été administré par voie orale pour chaque dose d’extrait, d'eau
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physiologique, Le Diclofenac sodique été la référence pour cette étude car il posséde une

activité anti-inflammatoire important.

L'extrait aqueux de T. polium a démontré une efficacité significative dans la réduction de
'cedéme induit par la carraghénine chez les rats, indiquant ses propriétés anti-inflammatoires.
Les résultats suggerent que cette activité pourrait étre attribuée a la présence de composés
bioactifs tels que les triterpénoides, flavonoides et alcaloides, qui inhibent les voies
inflammatoires et diminuent la production de médiateurs pro-inflammatoires (Rahmouni et al.,
2017). De plus, I'extrait a montré une capacité a réduire le stress oxydatif, en augmentant les
niveaux d'enzymes antioxydantes et en diminuant les marqueurs de peroxydation lipidique.
Comparé a l'indométacine, un anti-inflammatoire standard, T. polium a montré des effets
similaires, soulignant son potentiel en tant que traitement alternatif. Ces résultats mettent en
lumiere I'importance de T. polium comme source de composés anti-inflammatoires naturels,
avec des implications prometteuses pour le développement de nouveaux traitements pour les

maladies inflammatoires (Bencheikh et al., 2022).

Ces résultats sont résumés dans le tableau 11 ci-dessous, qui présente les pourcentages

d’eedéme et d’inhibition observées.

Tableau 11 : Effet de I’inhibition de 1’cedéme par I’extrait aqueux de T.polium L et Diclofénac

de sodium.
Standard _ )
_ ) Extrait dose : | Extrait dose :
Témoin Diclofenac
200mg/kg 400mg/kg
50mg /ml
% d’cedéme 11,755 3,77 8,851 4,99
% d’inhibition X 72 37,3333 64
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Figure 17 : Le pourcentage d'inhibition chez les rats pour les différents groupes.

Les résultats présentés dans le tableau 11 et illustrés par la figure 17 mettent en évidence
I'efficacité de I'extrait aqueux de T. polium en tant qu'agent anti-inflammatoire. Le groupe
contrdle, traité avec une solution de NaCl, a montré un pourcentage d'cedéme de 11,76 %,
établissant une base de référence. En comparaison, le groupe standard traité avec Diclofénac a
50 mg/kg a présenté un pourcentage d'cedéme de 3,77 %, ce qui correspond a une inhibition de
72 %.

A la dose de 400 mg/kg, I'extrait de T. polium a montré un pourcentage d'cedéme de 4,99 %,
entrainant une inhibition de 64 %. Cela indique que l'extrait a cette dose possede une activité
anti-inflammatoire comparable a celle du Diclofénac. Méme a une dose plus faible de 200
mg/kg, I'extrait a démontré une inhibition de 37,33 % avec un pourcentage d'cedéme de 8,85 %.
Ces résultats suggerent que I'extrait aqueux de T. polium a une activité anti-inflammatoire
notable, particulierement a la dose de 400 mg/kg, ce qui pourrait offrir de nouvelles perspectives

pour son utilisation dans le traitement des inflammations (Rahmouni et al., 2017).

e Dans une étude menée par Rahmouni et al. (2017) a Sidi Bouzid, Tunisie, I'extrait
aqueux de T. polium a montré une réduction significative du volume d'cedéme induit

par la carraghénine. L'inhibition des TBARS était de 0,03 + 0,0006 nmol/mg de
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protéines pour I'extrait, contre 0,01 £ 0,0004 nmol/mg dans le groupe contréle. Les
niveaux de CRP et de fibrinogene ont également diminué, indiquant une réduction de
I'inflammation. L'extrait a par ailleurs augmenté les niveaux des enzymes antioxydantes
SOD, CAT et GPx, mettant en avant son potentiel comme agent anti-inflammatoire
naturel efficace.

e De plus, I'étude de Krache (2015) a Sétif a évalué l'activité anti-inflammatoire de
I'extrait de T. polium. Les résultats ont révélé une réduction de l'cedéme induit par la
carraghenine, atteignant 62 % a une dose de 400 mg/kg, contre 47,03 % pour le
Diclofénac a 10 mg/kg, soulignant le potentiel de T. polium comme alternative

thérapeutique pour les maladies inflammatoires.

L'efficacité de T. polium peut étre attribuée a des composés bioactifs tels que les triterpénoides,
flavonoides et alcaloides, connus pour leurs propriétés anti-inflammatoires. L'extrait pourrait
également moduler les réponses immunitaires et réduire le stress oxydatif, renforgant ainsi son
potentiel thérapeutique. Ces résultats ouvrent des perspectives prometteuses pour l'utilisation
de T. polium dans le développement de nouveaux traitements anti-inflammatoires et soulignent
la nécessité de recherches supplémentaires pour explorer ses mécanismes d'action et son

efficacité clinique (Krache, 2015).

2.3 Activité antibactérienne.

L’¢évaluation de I’activité antibactérienne de I’extrait aqueux des parties aériennes de T.
poluim a été effectuées qualitativement par la méthode d'aromatogramme et quantitativement a
travers la détermination de CMI/CMB.

Le test de la sensibilité des souches bactériennes vis-a-vis de I’extrait aqueux permettant de
déterminer le diametre de la zone d’inhibition autour de chaque disque qui différentes d’une
bactérie a une autre. Les données de diametre de la zone d’inhibition sont exprimées sous forme

de moyenne + écart type.
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Tableau 12 : Diamétre de la zone d’inhibition de I’E.AQ vit a vis de souches testées effectuées par la méthode des disques.

Les souches bactériennes Gram négatif

Salmonella Dublin E. coli Pseudomonas E. coli Pseudomonas
ATTC (15480) ATCC (25922) aeroginosa ATTC (43888) Alimentaire
ATCC (27853)

Extrait aqueux 15,33+ 0,57 15,66 + 0,57 16,66 + 0,57 17,33+ 0,57 13,66+ 0,57
Sensibilité Tres sensible Trées sensible Trées sensible Trées sensible Sensible
Controle + 22+0 245+0,70 46,5+ 2,12 29+141 255+2,12

(GN) 10 pg/ml

Sensibilité

Extrémement sensible

Extrémement sensible

Extrémement sensible

Extrémement sensible

Extrémement sensible
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Les souches bactériennes Gram positif

Zone d’inhibition

Staphylococcus aureus
ATCC (25923)

Staphylococcusaureus

Urines

Streptococcusspp

Urines

Enterrococcus

Urines

Bacillus subtilis

ATTC (6633)

Extrait aqueux 14 15,33+ 1,52 14,33+ 0,577 15,66 + 0,57 17,33+ 0,57
Sensibilité Sensible Tres sensible Sensible Tres sensible Tres sensible
Controle + 22,5+6,36 26 + 15,55 29 + 22,62 51+8,48 37,5+3,53

(P) 10 pg/mi

Sensibilité Extrémement sensible Extrémement sensible Extrémement sensible Extrémement sensible Extrémement sensible

59



Résultats et discussions.

§ 60 -
]
:E 50 -
£
- 40 -
)]
s 30 - -
: g | | [0 , ] |
o 20 A
g 10 - :I‘ H les souches testés
8 0 L1 controle +/-
N A DN B & DN @ LD 1 Col 1
'\?)bfb (99'1:1/ 'f\c) b?)%‘b (\\9\ ’f)gﬁl/ \)‘\(\ \)(\(\ \)‘\ b") olonne
S SR SER P S 6%
SO M AR R S P P\
»oo& O C o @ D) 9
R R &9
e * & 3
souches microbiennes testées

Figure 18 : Résultats de test de la sensibilité des souches bactériennes.

D'apres les résultats enregistrés dans le tableau 12, I'extrait de T.polium présente un large

spectre d'activité antibactérienne. Rappelons que nous avons utilisé un volume de 10 L.

La totalite des souches bactériennes s'est révelée sensible, voire trés sensible, avec des
diametres d'inhibition variant entre 13,66 + 0,57 mm et 17,33 £ 0,57 mm (Figure 18). Les
souches microbiennes ont montré une sensibilité allant de modérée a extréme vis-a-vis de cet
extrait. Les diametres d'inhibition ont varié entre 22 £ 0 mm et 46 + 2,12 mm pour les Gram
négatives testées avec la gentamicine, et de 22,5 + 6,36 mm a 51 + 8,48 mm pour les Gram
positives testées avec la pénicilline.

Ces résultats sont en accord avec les travaux de BenOthman et al. (2017), qui ont indiqué que
I'extrait aqueux obtenu a partir de T.polium tunisienne présente une activité inhibitrice contre
les Gram+ et Gram- a différentes concentrations. P. aeruginosa était la plus résistante (9 + 13

mm), tandis que S. aureus (10 + 17 mm) était plus sensible.

Fertout-Mouri et al. (2016), ont testé I'extrait aqueux de T. polium contre S. aureus, observant
un effet important a 100 pg/mL (19,5 + 2,03 mm). En revanche, E. coli a montré une résistance
a toutes les concentrations utilisées. L'effet bactérien était relativement moyen sur P.
aeruginosa (14 = 00 mm) et P. mirabilis (12,25 + 2,64 mm).
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Une étude iranienne décrite par Yazid et Bhbahani, (2013) a rapporté que les souches S.
pyogenes et S. epidermidis montraient un effet bactérien pour toutes les concentrations a 40
mg/mL (6,90 + 0,50 mm et 19,10 £ 0,28 mm, respectivement), a I'exception de P. aeruginosa
440 mg/mL (16,90 + 0,57 mm).

2.3.1 Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI).

Dans ce tableau ci-dessous sont consignés les résultats de CMI (mg/ml) de I’extrait de plant

étudiée (tableau 13).

Tableau 13 : CMI d’extrait aqueux de T.polium contre les bactéries.

CMI d’extrait CMI d’extrait
Souche microbienne aqueux Souche microbienne aqueux
(mg/ml) (mg/ml)
Salmonella Dublin Staphylococcusaureus
>10 10
ATTC (15480) ATCC (525923)
E coli Staphylococcus
10 aureus >10
ATTC (25922) Urines
Pseudomonasaeroginosa Streptococcus spp
>10 ) >10
ATTC (27853) Urines
E. coli Enterrococcus
>10 1
ATTC (43888) Urines
Bacillus subtilis
Pse_udomo_nas 5 =10
Alimentaire ATTC (6633)

L'évaluation de la CMI (Concentration Minimale Inhibitrice) de I'extrait aqueux de

T.polium a donné des valeurs supérieures ou égales a 10 mg/mL pour les souches suivantes :
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S. DublinATTC (15480), P.aeroginosa ATTC (27853), E. coli ATCC (43888),
Streptococcusspp(urine),S. aureus (urines),B. subtilis ATCC (6633), S.aureus ATTC
(25923)et E. coli ATTC (25922).

La CMI la plus faible a été obtenue avec les souches Enterococcus et Pseudomonas
alimentaire avec des valeurs comprises entre 1 et 2 mg/ml. Aucune croissance bactérienne n'a
été observée pour la souche Enterococcus (urines) a toutes les concentrations testées (annexe
08). Pour les souches P.aeroginosa ATTC (27853),S. aureus(urines), Streptococcus spp, B.
subtilis ATCC (6633), et E. coli ATCC(25922), S Dublin ATTC (15480), une croissance
bactérienne a été observée a toutes les concentrations testées.

2.3.2 Détermination de la concentration minimale bactéricide.
Les résultats de CMB sont rapportés dans le tableau 14 suivant :

Tableau 14 : Concentration minimale bactéricide d’extrait aqueux de T. polium.

Souche Souche
microbienne microbienne

E.coli Enterrococcus
ATTC (25922) Urines

CMB CMB

S. aureus Pseudomonas
ATTC (25923) Alimentaire
CMB = 10mg/mL CMB
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Les résultats de CMB sont négatifs ¢’est-a-dire que I’extrait aqueux de plante ont juste inhibé

les bactéries sans les tuées (Tableau 14).

Shahba et al. (2013) ont évalué l'activité antimicrobienne de I'extrait de T. polium sur 147
souches bactériennes impliquées dans des infections. Leurs résultats ont mis en évidence une
activité sélective envers les genres Enterococcus et Pseudomonas, avec des concentrations
minimales inhibitrices (CMI) allant de 1,25 a 5 mg/mL pour les Enterococcus et de 5 a 20
mg/mL pour les Pseudomonas. La concentration minimale bactéricide (CMB) pour ces deux

genres était identique, a 10 mg/mL, dans I'extrait aqueux.

De maniére complémentaire, Yazid et Behbahani (2013) ont rapporté des CMI plus élevées
pour l'extrait aqueux de T. polium contre S. pyogenes, S.epidermidis et P. aeruginosa,
respectivement 16, 32 et 64 mg/mL. Les CMB correspondantes étaient de 64, 256 et 128
mg/mL.

Les résultats indiquent que I'extrait aqueux de T. polium présente une activité antimicrobienne
variable selon les souches bactériennes testées, avec des effets bactéricide et bactériostatique
observés a des concentrations comprises entre 1 et 256 mg/mL, comme en témoignent les
valeurs de CMI et CMB.

La sensibilité des bactéries aux extraits peut étre expliquée par la structure de leur paroi
cellulaire. Les bactéries Gram positives possédent une paroi cellulaire épaisse, riche en
peptidoglycane, qui peut retenir les agents antimicrobiens. En revanche, les bactéries Gram
négatives ont une paroi plus complexe, composée d'une fine couche de peptidoglycane entourée
d'une membrane externe, ce qui peut conférer une certaine résistance aux agents antimicrobiens.
Cependant, certains extraits, comme celui de T. polium, semblent avoir la capacité de traverser
cette membrane externe et d'inhiber la croissance des bactéries Gram négatives, ce qui souligne

leur potentiel en tant qu'agents antimicrobiens naturels.

Les travaux de Darabpour et al. (2010) ont mis en évidence l'activité antibactérienne des
extraits de T. polium sur les souches Gram positif et Gram négatif, notamment Staphylococcus
aureus et Escherichia coli. Cependant, les auteurs ont noté une moindre sensibilité des bactéries
Gram négatif comme Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli, qu'ils attribuent a une
imperméabilité membranaire accrue. Cette hypothése est corroborée par Carlo Silva et al.
(2012) qui expliquent que la couche externe des bactéries Gram négatif, riche en lipides,
protéines et lipopolysaccharides, constitue une barriere efficace contre la pénétration de

nombreuses molécules, y compris les composés bioactifs présents dans les extraits de T. polium.
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En conclusion, bien que les deux types de bactéries montrent une sensibilité aux extraits de
T. polium, les résultats suggeérent que les souches Gram négatives peuvent étre plus sensibles

dans certains cas, en raison de la capacité de I'extrait a interagir avec leur structure de paroi

cellulaire.
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Conclusion

Conclusion et perspective :

Cette étude a réveélé les propriétés biologiques prometteuses de T. polium L., notamment ses effets
anti-inflammatoires, antibactériens et hémostatiques, confirmant ainsi son usage traditionnel en
médecine. L’extrait aqueux de cette plante a démontré une réduction significative du temps de
coagulation sanguine, soulignant son potentiel en tant qu'agent hémostatique. Par ailleurs, les tests in
vitro ont mis en évidence une activité antibactérienne marquée contre plusieurs souches, et des effets
anti-inflammatoires, mesurés par la dénaturation de l'aloumine. Les études in vivo ont corroboré

I’efficacité de I’extrait dans la modulation de la réponse inflammatoire.

Pour approfondir ces résultats, des recherches supplémentaires sont nécessaires pour isoler et
caractériser les composeés actifs responsables des effets observes. 1l est également crucial de mener des
études cliniques afin d’évaluer I’efficacité et la sécurité de ces extraits en conditions réelles. Le
croisement des connaissances traditionnelles et des avancées scientifiques pourrait permettre de

développer des traitements standardisés.

A l'avenir, I'exploration de la flore algérienne pour découvrir d'autres plantes aux composés bioactifs
prometteurs, ainsi que l'optimisation des méthodes d'extraction, pourraient améliorer la préparation
des extraits. La sensibilisation a I'importance de la médecine traditionnelle et la promotion de la
recherche sur les plantes médicinales contribueront a préserver la biodiversité tout en enrichissant les

options thérapeutiques.
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Annexe

Tableau 04 : Les travaux antérieurs sur les différents extraits du T. polium (Personnelle, 2024).

Auteurs et L Type d’extrait / Activité . i .
. Région ype drextral . i Methodes utilisees Résultats obtenus
annees Extraction biologique
Activité anti-inflammatoire
Selon les parties extraites de la plante
de T.polium récolté au stade de la
floraison :
+ Extrait éthanolique. Stabilisation de la - Forte activité pour les extraites de
Iran (Macération In vitro membrane des partie aérienne est de 68,5%.
- thanoli globules rouges
Sharifi-rad ethanolique). (HRBC). - Faible activité pour I’extrait de
etal., 2022 racine est de 19,4%.
- Le pourcentage de Diclofenac est
de : 90%
- T.poluiminhibe de maniére
significative ’cedéme de la patte
induit par carragéhnine apres la 5
. M de I’cedéme d . .
.. * Extrait aqueux . esure ce § cedemne de éme heure de traitement (79,62%).
Tunisie (Sfax) (Décoction) In vivo la patte induit par la
Rahmouni carragéhnine - Le pourcentage d’inhibition de
et al.,2017 I’inflammation aprés I’administration

de prétraitement avec T.poluim dans la
1ére heure est (25% 45%), dans le
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5éme heur par rapport au carragéhnine
le pourcentage élevé a (80% 60%).

- La carragéhnine provoque une
augmentation de pourcentage
d’inhibition de (+7% +21%).

Bencheikh
etal., 2022

Algérie (Djelfa).

*Huile essentielle
(Hydrodistillation)

In vitro

In vivo

Teste de dénaturation
de Sérum Albumine
Bovin (BSA).

Mesure la patte des
souris Injecté par la
carragéhnine.

- L’extrait de T.poluim & démontré
une forte activité. 1l a inhibe la
dénaturation des protéines de 97,3% a
une concentration de 2mg/ml cet effet
était proche de celui du médicament
standard diclofenac sodique, ce qui a
inhibé la dénaturation de 100% a la
méme concentration.

-L’administration a des
souris présentant un gonflement
des pattes (provoqué par la
carragéhnine) d’une boisson contente
’extrait a réduit le gonflement 62, %
contre 47,03% pour diclofenac
sodique (10mg /kg).

Krache,2015

Algérie
(Sétif).

* Extrait
méthanolique.
*Macération
méthanolique.

In vivo

Mesure de I’cedéme de
I’oreille induit par le
PMA chez les souris.

Epaisseur (apreés 6h) :

- Groupe témoin regudmg/oreille la
solution acétone contenu le phorbol
myristate acétate (PMA) :
augmentation de 0,304+0,051mm.
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- Groupe injecté par diclofenac
(10mg/kg) :0,128+0,033mm.

- Groupe injecté par extrait
méthanolique de T. polium
(100mg/kg) : 0,238+0,005mm.

- Poids :

Témoin : 5,92+0,11 mg.
Diclofenac : 4,44+0,13mg.

Extrait méthanolique de T. polium :
7,26+-0,15mg

Rahmouni
etal., 2017

Tunisie (Sfax).

*

Extrait aqueux

Décoction

In vitro

En utilisant un modeéle
d'inflammation induite
par la carraghénine
chez des rats.

- Les résultats ont montré que 1’admin
istration de 5 g /ml de I'extraitde T. p

olium ou d'indométacine a diminué le

volume d'cedeme induit par la carragh

énine. De plus, I'extrait a réduit les niv
eaux de protéines inflammatoires (CR
P, fibrinogene) et a diminué le stress o
xydatif, tout en augmentant les niveau
x d'enzymes antioxydantes (SOD, CA
T, GPx) et de vitamine C dans la peau
et les érythrocytes. - Les résultats on
t été confirmés par des sections histolo
giques de la peau [T2]. Des applicatio

ns dans la prévention des dommages o
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xydatifs et dans le domaine alimentair
e.

Activité antioxydante

Krache,
2015

Algérie(Setif).

* Extrait
méthanolique.
* Macération
méthanolique.

sang

. anti oxydante
In vivo

de radicale DPPH

la technique FRAP

- Effet sur la capacité
antioxydant totale du

- Effet sur la capacité

plasmatique vis-a-vis

- Pouvoir réducteur
plasmatique évalué par

- Groupe témoin traité par 100mg/kg :

- Groupe témoin :

146,5+1,77min)

(HT50=

Extrait méthanolique de T.polium:
Tempe d’hémolyse
(HT50=179,6+10,39min)

VitC : (HT50= 158,2+3,849min)

-Groupe témoin :
(21,42+0,043%)100mg/kg de TPME :
augmentation de la  capacité
antioxydant plasmatique
(28,64+5,84%)50mg/kg de vit C:
augmentation significative de la

capacité plasmatique jusqu’a
(47,27+0,017%)
- Pouvoir réducteur contenue

augmente aprés 4min de réaction et
méme double a30min pour TPME.
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Bendjabeur
etal., 2021

Algérie (Relizane
et Bouira).

* Huile essentielle
* Extrait éthanolique

In vitro

- DPPH
- ABTS
- Test de superoxyde

- Test de Décoloration
du p-carotene

-Test de réduction des
ions ferriques et
cupriques

Wilaya de Relizane :
Huiles Essentielles (EO) :

= |nhibition de I'AChE : EO de T.
polium : 261.97 £ 1.70 ug/mL

= Inhibition de la BChE : EO de T.
polium : 89.71 £ 41 ug/mL

Extraits Ethanoliques (EE) :

= |nhibition de I'AChE : Pas de
données disponibles (Na)
= Inhibition de la BChE : Pas de

données disponibles (Na)

Entrer

Wilaya de Bouira :

Huiles Essentielles (EO) :

= Inhibition de I'AChE : EO de T.
polium : 261.97 £ 1.70 ng/mL

= Inhibition de la BChE : EO de T.
polium : 89.71 + 41 pg/mL

Extraits Ethanoliques (EE) :

= Inhibition de I'AChE : Pas de données
disponibles (Na)

= Inhibition de la BChE :
données disponibles (Na)

Pas de

Les resultats montrent que I'EO de T.
polium a une activité
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anticholinestérase mesurable, mais les
extraits éthanoliques n'ont pas montré
d'inhibition significative dans les tests
d'AChE. Les valeurs spécifiques pour
I'activité antioxydante n'ont pas été
fournies dans le texte, mais les EEs ont
montré une activité antioxydante
significative

Activité antibactérienne

- Contre Staphylococcus aureus: Une
zone d'inhibition de 13 mm a une
concentration de 300 mg/ml.

Algerie. : eccian | - Contre  Staphylococcus — aureus
Timizaret * Extrait éthanolique Technique de diffusion phy _ ’
| (Bouira) In vitro sur disque en miliey | Pseudomonas aeruginosa, et
al., 2024 (soxhlet) Mueller-Hinton Escherichia  coli:  Des  effets
intermédiaires avec des  zones
d'inhibition de 11 mm, 11 mm, et 10
mm respectivement a une

concentration de 400 mg/ml
. Extrait éthanolique :
Tabatabaei *Extraits aqueux -La méthode de diffusion | Méthode de diffusion (2000 pg/ml)
Yazdi etal., Iran *Extrait éthanoliques — In vitro sur disque.et CMI - Streptococcus pyogenes : ++ (forte
2013, Macération activité  antibactérienne, pas de

croissance bactérienne)
- Staphylococcus epidermidis : +
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(activité  antibactérienne, pas de
croissance bactérienne)
- Pseudomonas aeruginosa: - (pas
d'activité antibactérienne, croissance
bactérienne présente)
CMI :

- Streptococcus pyogenes: 8 mg/ml
- Staphylococcus epidermidis: 16
mg/ml

- Pseudomonas aeruginosa: 32 mg/mi

. Extrait aqueux :
Méthode de diffusion (2000 pg/ml)
- Streptococcus pyogenes : + (activité
antibactérienne, pas de croissance
bactérienne)

- Staphylococcus epidermidis : +
(activité  antibactérienne, pas de
croissance bactérienne)
- Pseudomonas aeruginosa: - (pas
d'activité antibactérienne, croissance
bactérienne présente)
CMI :

- Streptococcus pyogenes: 16 mg/ml
- Staphylococcus epidermidis: 32
mg/mi

- Pseudomonas aeruginosa: 64 mg/ml
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Ces résultats montrent que I'extrait
éthanolique a une CMI plus faible pour
Streptococcus pyogenes et
Staphylococcus epidermidis, indiquant
une plus grande efficacité par rapport a
I'extrait aqueux. Les deux extraits
montrent une absence d'activité contre
Pseudomonas aeruginosa.

Activité hémostatique

MohdNor et
al., 2019

Malaisie

*Extrait aqueux
*Extrait
polysaccharidiques
*Extraitméthanoliques

In vitro

-Temps de
prothrombine (PT) et
temps de
thromboplastine
partielle activée
(APTT)

= Extraits aqueux de B. vulgaris
(BVAE) et T. polium (TPAE) :
Prolongation significative des temps
de PT et APTT, indiquant des
propriétés anticoagulantes.

-Extraits de polysaccharides de B.
vulgaris (BVPE) et T. polium(TPPE) :

Prolongation significative des temps
de PT et APTT, avec une activité
anticoagulante plus forte que celle des
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extraits aqueux et méthanoliques,
dépendante de la concentration.

= Extraits méthanoliques de B.
vulgaris (BVME), T. polium (TPME),
et O.stamineus (OSME) :

Pas de prolongation significative des
temps de PT et APTT par rapport au
groupe normal, indiguant un manque
d'effet anticoagulant.
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Annexe 02 :
Matériel de laboratoire.
> Appareillage :

Tableau 15 : Matériels de laboratoire utilisé lors de travail.

Nom Photo

Centrifugation

Balance de précision

Agitateur mécanique

Galaxy F13
10/06/2024 12:57 PM
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Plaque chauffante

Vortex

| INT
| @ INTEGRL '
v o e

Etuve




Annexe

Autoclave

Bain marie
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Spectrophotometre

Bec bunsen
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Lyophilisateur

Galaxy F13
28/03/2024 1:09 PM

PH métre

> Verreries :
Flacons ; bécher ; fiole ; entonnoirs ; tubes a essai ; papier filtre ; barreau magnétique ;
spatules ; pipettes graduées ; portoirs ; verres de montre ; micropipettes ; boites de pétri en
verre et plastique ; flacons en verres ; Eprouvette ; papier aluminium ; papier para film ; tubes
secs a bouchons ; pipette pasteur ; embouts (jaune, bleu) ; pince stérile ; anse de platine ;

seringues de sonde gastrique ; les pots.
» Produits chimiques et réactifs utilisé :

Glucose (CsH120¢), Citrate de sodium, Acide citrique, Chlorure de Calcium (CaCly), Chlorure
de sodium (NaCl), Chlorure de potassium (KCI), Phosphate monobasique de potassium
(KH2PQO4), Phosphate dibasique de sodium (NazHPOs).
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Annexe 03 : Préparation des solutions.

1. Préparation d’une solution CaCl::

Pour calculer la masse de chlorure de calcium (CaCl,) dans une solution de 500 ml a une

concentration de 0, 025 mol/L, vous pouvez suivre les étapes suivantes :
e Calculer le nombre de moles de CaCl. dans 500 ml de solution :
Moles de CaCl, = Concentration x VVolume de la solution (en litres)
Moles de CaCl2 = 0,025 mol/L x 0,5 L = 0,0125 moles
e Utiliser la masse molaire du CaClzpour convertir les moles en grammes :
Ca (calcium): 40, 08 g/mol Cl (chlore): 35, 45 g/mol
La masse molaire du CaClz = 40,08 g/mol + 2x 35,45g/mol = 110, 98 g/mol.
e Calculer la masse de CaClz en gramme :
Masse de CaClz = Moles de CaClz x Masse molaire de CaCl.
Masse de CaCl2 =0, 0125 moles x 110, 98 g/mol = 1,38725 ¢

Dans 500 ml d’une solution de CaCl..a 0,025 mol/L, il y aura environ 1,38725 grammes de
C&Clz.

2. Préparation d’une solution saline tamponnée au phosphate (PBS) :
* 500 ml d’eau distillée Stérile.
« 4 g Chlorure de sodium (NaCl).
» 0,1 g Chlorure de potassium (KCI).
« 0,1225 g Phosphate monobasique de potassium (KH,PO,).
* 0,72 Phosphate dibasique de sodium (Na;HPOQO,).
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Ajustement de pH et en ajoutant de petites quantités de KH2PO4 ou de NaHPO4 selon les

besoins.

Figure : La solution saline tamponnée au phosphate.

3. Préparation d’une solution de sérum physiologique NaCl (0,9%0) :

* 500 ml de I’Eau distillée stérilise.
« 4,5g Chlorure de sodium (NaCl).

Figure : L’eau physiologique.
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Annexe 04 :

Préparation de la solution mére :

Préparation de la solution mére d’extrait aqueux a une concentration de 100 mg / ml.

- -
- -o

{ SM =C1=100mg/ ml. 7
100 mg ——— Iml X =(10ml x 100mg) / 1 ml
X —» 10ml X =100 mg/ml

Donc [ 1000 mg = 1g ] 10 ml : e

Masse d’extrait mettre dans 10 ml

1gd’extrait mettre dans 10 ml d’eau distillé stérile

\_/

Solution mére 100 mg / mL

l. Préparation des concentrations d’extrait aqueux de I’activité hémostatique :

Objectif : Préparer des dilutions d’un extrait aqueux a différents concentrations (0.25, 1, 2, 3,

4,5,6, 7, 10et 100 mg / ml) a partir d’une solution mére de 100 mg/ml.

_____ ~ ~

V1 : volume de la solution mere a prélever.

1 : concentration initiale (100 mg/ml).

C2 : concentration cible.

V2 : volume totale de dilution.

. J
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Solution meére

\_/

100 meg.mil
+ ¥ ¥ ¥ ¥ v
0.1ml 0.15ml 0.2ml 0.25ml 0. 3ml 0.35ml
C C
4, % ml 4, 55 ml 4, 5 ml 4, T3 ml 4, Tml 4, & ml
\_/ \_/
Img ml Jmg m] dmg ml Sme ml fimg ml Tmg 'l
v v
05ml 5ml
' Yy
e e
4, 5ml i ml Lieam
diztille
- -
10mg m] 100mg/ ml

Lizan

distille

Figure : Schéma de préparation de dilutions d’extrait aqueux a différentes concentrations a

partir de la solution mére.
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1. Préparation des concentrations d’extrait aqueux de ’activité anti-

inflammatoire :

Préparation des concentrations d’extrait aqueux de Pactivité anti-inflammatoire in

Vitro :

Objectif : Préparer des dilutions d’un extrait aqueux et de Diclofénac sodique a différents
concentrations (62,5, 125, 250, 500, 750, 1000 pg/ml.) a partir d’une solution meére de 100
mg/ml.

~N

C2Vv2
(C1 :

V1 : volume de la solution mere a prélever.

concentration initiale (1 mg/ml).

C2 : concentration cible.

V2 : volume totale de dilution.

- J
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Annexe 05 :

Figure : L’activité hémostatique.
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Annexe 06 :

Figure : L’activité anti-inflammatoire in vitro.
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Annexe 07 :

Figure : L activité antibactérienne.
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Annexe 08 :

Tableau : Les résultats de CMI de différentes concentrations d’extrait aqueux.

Concentration en extrait

aqueux

1 mg/mi

2 mg/mi

4 mg/ml

10 mg/ml

Salmonella Dublin ATTC

L’image

E.coli ATTC

L’image

Staphylococcus ATTC
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L’image

Pseudomonas ATTC

L’image

Staphylococcus aureus

Urines

L’image

Streptococcus sppUrines




L’image

Annexe

EnterrococcusUrines

L’image
Bacillus ATTC +
L’image
E. coli ATTC +
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L’image

Pseudomonas Alimentaire - - - - - _

L’image

La zone entourée correspond a la partie de la boite de pétri dédiée au genre étudié, + : pousse microbienne, - : Absence de pousse microbienne.




Résumé :

Teucrium polium (T. polium) est une plante médicinale réputée pour ses bienfaits en médecine traditionnelle. Cette
étude a pour but d'examiner ses effets anti-inflammatoires, hémostatiques et antibactériens afin de mieux comprendre
son potentiel thérapeutique. L'objectif est d'évaluer les effets anti-inflammatoires in vivo et in vitro, ainsi que les
propriétés hémostatiques et antibactériennes de I'extrait aqueux de T. polium, tiré de la médecine traditionnelle
algérienne.

Le rendement de I'extrait, obtenu par macération, est de 9,82 %. Les tests hémostatiques ont montré une augmentation
significative de l'agrégation plaquettaire, suggérant un potentiel hémostatique prometteur. Concernant I'activité anti-
inflammatoire, les tests in vitro et in vivo ont révélé que l'extrait inhibe efficacement la dénaturation de 1'albumine d'ceuf
et réduit I'inflammation chez les rats. De plus, I'extrait a présenté une activité antibactérienne notable contre dix souches
pathogénes ATCC & Gram positif et négatif, y compris celles résistantes aux antibiotiques, avec des valeurs de CMI et
CMB confirmant son efficacité. Les résultats sont les suivants : E. coli ATCC (25922) : CMI = 10 mg/ml, CMB = 10
mg/ml ; Staphylococcus aureus ATCC : CMI = 10 mg/ml, CMB = 10 mg/ml ; Pseudomonas aeruginosa ATCC : CMI
> 10 mg/ml ; Enterococcus : CMI = 1 mg/ml, CMB = 10 mg/ml ; Salmonella Dublin ATCC : CMI > 10 mg/ml ;
Staphylococcus aureus : CMI > 1 mg/ml ; Streptococcus spp : CMI > 10 mg/ml ; E. coli ATCC (54388) : CMI > 10
mg/ml ; Pseudomonas spp : CMI = 2 mg/ml, CMB = 2 mg/ml ; Bacillus subtilis ATCC : CMI > 10 mg/ml. Ces résultats
soutiennent les utilisations traditionnelles de T. polium et mettent en évidence son potentiel en tant que source d'agents
thérapeutiques naturels, ouvrant la voie a des recherches supplémentaires sur ses composeés bioactifs.

Mots-clés : T. polium, activité anti-inflammatoire, activité antibactérienne, activité hémostatique, CMI, CMB, in vivo,
in vitro.

Abstract:

Teucrium polium(T. polium) is a medicinal plant recognized for its beneficial properties in traditional medicine. This
study aims to examine its anti-inflammatory, hemostatic, and antibacterial effects to better understand its therapeutic
potential. The goal is to evaluate the anti-inflammatory effects both in vivo and in vitro, as well as the hemostatic and
antibacterial properties of the aqueous extract of T. polium, derived from traditional Algerian medicine.

The yield of the extract, obtained by maceration, is 9.82%. Hemostatic tests revealed a significant increase in platelet
aggregation, indicating a promising hemostatic potential. Regarding anti-inflammatory activity, both in vitro and in vivo
tests showed that the extract effectively inhibits egg albumin denaturation and reduces inflammation in rats.
Additionally, the extract demonstrated notable antibacterial activity against ten ATCC pathogenic strains, including
antibiotic-resistant strains, with MIC and MBC values confirming its efficacy. The results are as follows: E. coli ATCC
(25922): MIC = 10 mg/ml, MBC = 10 mg/ml; Staphylococcus aureus ATCC: MIC = 10 mg/ml, MBC = 10 mg/ml;
Pseudomonas aeruginosa ATCC: MIC > 10 mg/ml; Enterococcus spp: MIC = 1 mg/ml, MBC = 10 mg/ml; Salmonella
Dublin ATCC: MIC > 10 mg/ml; Staphylococcus aureus: MIC > 1 mg/ml; Streptococcus spp: MIC > 10 mg/ml; E. coli
ATCC (54388): MIC > 10 mg/ml; Pseudomonas spp: MIC = 2 mg/ml, MBC = 2 mg/ml; Bacillus subtilis ATCC: MIC
> 10 mg/ml. These results support the traditional uses of T. polium and highlight its potential as a source of natural
therapeutic agents, paving the way for further research into its bioactive compounds.

Keywords: T. polium, anti-inflammatory activity, antibacterial activity, hemostatic activity, MIC, MBC, in vivo, in vitro.
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