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Abstract/Résumé/

Résumé

Notre travail a porté sur l'impact de l‘intoxication a POTA sur le
fonctionnement de différents organes (foie, rein et Os ( jambes) ), chez les rats wistar
adultes , A cet effet I'objectif de cette étude est d’évaluer les modifications induites
par cette intoxication en employant plusieurs approches ; biochimiques,
hématologiques , et histologiques chez les rats adultes qui ont exposés a des
concentrations de 289ug/kg toute les 48 h (12 doses ) par voie intra péritonéale . Ainsi
que testé I'efficacité de I’huile essentielle de la Mentha spicataet de S.aromaticum a
rétablir ou non ces effets néfastes en traitant les rats préalablement exposés a 'OTA
par une dose journaliére d’injection intra péritonéale de 0.1 ml HE(M/C)/kg durant une
période de 15 jours. En effet, cette exposition a 'OTA a permis d’enregistrer une
réduction importante dans le poids corporel, et une augmentation dans les poids des
différents organes étudiés (foie, rein et I’Os). Ainsi a provoqué une variation des
parametres biochimiques notamment les bio marqueurs hépatiques et rénaux. D’autre
part, une hyperglycémie a était signalé chez les rats exposé a ’'OTA comparé a ceux
des témoins. Dans le méme contexte, les résultats montrent une augmentation
significative des bios marqueurs hépatiques et rénaux ainsi que les parametres
lipidiques (cholestérol et triglycérides) chez les rats intoxiqués. de plus, les résultats
hématologiques montre une augmentation significative des hématies , des globules
blancs et hémoglobine chez les rats intoxiqués par rapport aux temoins. I'étude
histologique entreprise a montré des nécroses, thrombocytoses et hypertrophies au
niveau hépatique et rénal. En revanche, "administration de I’huile essentielle de M.
spicata et S.aromaticum a une dose de 0,1 ml/kg pendant une durée de 2 semaines a
des rats préalablement exposés a 'OTA , a permis d'observer un regain de poids
corporel et le poids des organes ( foie, Os et rein). De plus, Les résultats des dosages
biochimiques rénaux (urée, créatinine) et hépatique (TGO, TGP, PAL, albumine,
cholestérol totale et triglycéride) montrent une régulation des valeurs suite a
I’administration de HEM et HEC comparativement avec ceux des rats exposés a ’'OTA .
Par ailleurs ,I’étude histologique entreprise a illustrée une nette amélioration de
I’architecture tissulaire hépatique et rénal chez les rats intoxiqué et traité par I’huile ce
que justifie la grande importance de la Mentha spicata et de Syzygium aromaticum dans
la médecine traditionnelle et ces vertus thérapeutique

Mots clés :Ochratoxine A , huiles essentielles , Syzygium aromaticum ,
Mentha spcata, foie, rein, Os.
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Abstract

Our work focused on the impact of OTA poisoning on the functioning of
different organs (liver, kidney and bone (leg) ), in wistar adults rats. To this end, the
objective of this study is to assess the changes induced by this intoxication using
several approaches; biochemical, hematological, and histological in adult rats exposed
to concentrations of 289ug/kg every 48 hours (12 doses) intraperitoneally. As well as
tested the effectiveness of the essential oil of Mentha spicata and S. aromaticum to
restore or not these harmful effects by treating rats previously exposed to OTA by a
daily dose of intraperitoneal injection of 0.1 ml HE (M/C)/kg for a period of 15 days.
Indeed, this exposure to OTA made it possible to record a significant reduction in body
weight, and an increase in the weights of the various organs studied (liver, kidney and
bone). Thus caused a variation of biochemical parameters including hepatic and renal
biomarkers. On the other hand, hyperglycemia was reported in OTA-exposed rats
compared to controls. In the same context, the results show a significant increase in
liver and kidney biomarkers as well as lipid parameters (cholesterol and triglycerides)
in poisoned rats. moreover, the hematological results show a significant increase in red
blood cells, white blood cells and hemoglobin in the poisoned rats compared to the
controls. the histological study undertaken showed necrosis, thrombocytosis and
hypertrophy in the liver and kidneys. On the other hand, the administration of the
essential oil of M. spicata and S. aromaticum at a dose of 0.1 mi/kg for a period of 2
weeks to rats previously exposed to OTA, made it possible to observe increased body
weight and organ weight (liver, bone and kidney). In addition, the results of renal
(urea, creatinine) and hepatic (TGO, TGP, PAL, albumin, total cholesterol and
triglyceride) biochemical assays show a regulation of values following the
administration of HEM and HEC compared with those of exposed rats. at the OTA. In
addition, the histological study undertaken illustrated a clear improvement in hepatic
and renal tissue architecture in rats poisoned and treated with the oil, which justifies
the great importance of Mentha spicata and Syzygium aromaticum in traditional

medicine and these therapeutic virtues

Keywords:Ochratoxin A, essentiel oils , , Syzygium aromaticum

Mentha spcata, liver, kidney, bone.
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Partie I. Introduction

Introduction

Notre époque a connu une nette évolution de Ila proportion et Ia
présence des contaminants naturels; notamment ce qui affectent les especes
végétaux et surtout les contaminants organiques et biologiques ces derniers
agissent négativement comme polluants de l'eau ,sol ...etc. contaminent a la
suite la chaine alimentaire , arrivent a la consommation animale et touchent
’homme; des chercheurs ont essayé de connaitre les causes , les

conséquences et les moyens de lutte de ces contaminants (Jain et al ;2018)

Les mycotoxines sont des contaminants naturels alimentaires tels que
les céréales ,thé, café et les produits des animaux comme la viande (Di
Stefano et al., 2015; Koszegi “ and Poor, ~ 2016; Malir et al., 2016). Ces toxines
sont produites généralement par des éspéces fongiques comme  Aspergillus,
Fusarium, et Penicillium ,provoquent des troubles dans la chaine alimentaire
(Caado et al;2018) , causant des foies des infections non réversibles, non
transférables et non hérriditaires , des troubles immunitaires et parmi les
causes favorisant I'existence de ces toxines est le changement climatique
Elles sont des contaminants ubiquitaires et présentes dans la majorité des

aliments végétaux

Parmi les mycotoxines les plus abondantes , on représente I’ochratoxine
A (OTA) qui est une mycotoxine trés puissante synthétisée par des Aspergillus
et Penicillium , la premiére extraction était depuis Penicillium verrucosum(Malir
et al;2016); Elle est constituée d’'une molécule de 3-méthyl-5-chloro-8-
hydroxys,4dihydroisocoumarine liée par une liaison peptidique, au niveau de
son groupement carboxyle en (7, au groupement amine de Ila L-B-
phénylalanine( Reng et al;2021) ,posséde une forte solubilité , affinité avec le
sang ,une thermo stabilité , conduisant a la naissance de différentes toxicité (
hépatotoxicité , néphrotoxicité ,immunotoxicité ...etc.) donnant des troubles

de I'organisme (Bui-Klimke et al ;2015 )

Pour lutter contre cette mycotoxine ,on a la notion de la phytothérapie a

I’aide des substances de nature végétale a partir des composants
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phénoliques aprés une extraction de ses huiles essentiels (Ullah et al;2012)
on distinguant le Syzygium daromaticum comme un antibiotique naturel , va
favorisé I’inhibition de la croissance des mycotoxines c’est une forte plante
médicinale qui agit au différent tissues, sang et organes , et la Mentha
spicata qui donne [Iexcellente thérapie pour des dangereux pathogénes
(Kedia et al;2014) elle est activée dans tous les parties du corps comme un

correcteur antifongique.(Brahmi et al ;2021)

A la lumiere de ces donnée notre objectif est visé a étudier les effets
thérapeutiques des huiles essentielle de Suzygium aromaticum et Mentha
spicata chez les rats wistar adultes intoxiqué par ochratoxine A selon trois

approches : hémato-biochimique et histologique.
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1-Définition :

Les mycotoxines sont des petites métabolites secondaires produites par des

champignons filamenteux ( Alisaac et al., 2019; Pickova et al., 2021)

La théorie des mycotoxines a mis en place depuis long temps , car il représente la
source la plus abondante et néfaste lors de contamination il est tres toxique a la
santé humaine et animale (Al-Jaal et al., 2019; Journal Pre-proof 2 46 Ayelign and

Saeger, 2020).

Malgré qu’on bien avancé a la technologie mais dés maintenant y’a pas des études
fiables et efficaces pour la détection ou la lutte contre ces mycotoxines par contre ils
ont subit des développement au cours du temps et aux contaminations (Schelstraete

et 51al., 2020; Shephard, 2016)

Ces derniers existent un long temps c’est parce que ils possédent des propriétés

physico-chimiques plus stables et développées (Qin et al., 2020).

lIs contaminent les aliments et pus particulierement les céréales et les

substances d’origine animale (Pitt and Miller, 2016)

lIs sont parmi les facteurs responsables de la pollution de sol , eau ... (Hka et al.,

2020).
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2-Les différentes et importantes mycotoxines :
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Figure 1. Globale mycotoxines en differentes régions (Gruber-Dorninger et al., 2019;

66 Yang et al.,2020)

3-Production des mycotoxines :

La plupart des mycotoxine contaminantes synthétisées par Aspergillus, Fusarium et
Penicillium(Gruber-Dorninger et al., 2019), donnant plusieurs types: des aflatoxins

(AFS), ochratoxin A (OTA), fumonisins (FBS),(DON), et ZEA (Rai et al., 2020)
3-1 - Aspergillus :

Sont des especes des champignons saprophytes présentes dans I’air ,sol et [égumes,
Les maladies dues a Les espéces d'Aspergillus englobent un large éventail de maladies
humaines d'aspergillose cutanée, sinusite, endophtalmie, pulmonaire aspergillose, a

I'allergie. Parmi ces maladies, 'aspergillose pulmonaire est la plus importante sur le

Q)

plan clinique. lls vont de aspergillose pulmonaire invasive (IPA), bronchite

(V1

Aspergillus, chronique I'aspergillose pulmonaire (APC), un aspergillome simple
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I'aspergillose broncho-pulmonaire allergique (ABPA) (Kai-Ming Changa ,et al ; 2022,

Kosmidis C, et al ; 2015)

3-1-1- structure :

Figure 3 : structure cristale des résidus d’une Aspergillus (Yingsong Hu a et al ; 2019 )
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Conidia————<

Sterigma

Vesicle

Conidiophore

Footcell — —

Hyphae —
shutterstwck’
Figure 4 : structure chimique des Aspergillus (G. DESOUBEAUX et J. CHANDENIER ; 2010)
3-2- Fusarium :
Représente I'espéce la plus abondante surtout au domaine d’agriculture donc c’est
une phytopathogene , responsable de plusieurs problemes du sol , perte de qualité
des fruits et des Iégumes (Weibao Ko et al ; 2022, Bodah, 2017)
Cette famille des champignons a une particularité de se changer de plusieurs ,
différentes et spécifiques formes lors du développement (Coleman, 2016)

3-2-1 - localisation :

{1 }) Al lan
S—— Mediterranean Sea )
0 2w e 4
-12,.'_;117"9 Aalh - YV
— W1 I/ N -"'u‘._’s LG
AT mf' § 77 \ !
S— - | oy . c
1T b : ' i
= 6 .
i ¢ ® = ' Tunisia
20 (
Morocco

Figure 5: Carte de I'Algérie montrant les 20 provinces ou Fusarium culmorum a été
isolé du blé symptomatique de la pourriture du collet (code couleur bleu), de la bralure
de I'épi (code couleur rose) ou les deux (code couleur orange) 1, Souk Ahras ; 2,
Guelma ; 3, Skikda ; 4, Constantin ; 5, Mila ; 6, Batna, 7; Sétif, 8 ; Bordj Bou Arreridj; 9,
Tizi Ouzou ; dix, Bouira; 11, Boumerdes ; 12, Alger; 13, Blida ; 14, Tipaza ; 15, Ain Defla ; 16,
Chlef; 17, Relizane; 18, Tiaret ; 19, Saida ; 20, Tlemcen. (Laraba.l et al. ;2017)
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Figure 6 : structure chimique de certain type de fusurium(Sophie H ; 2015B. Summerell

etal;2006)

3-3 penicillium :

Sont des espéces étroitement apparentés qui comprennent respectivement plus de

350 et 88 especes de champignons (Visagie et al., 2014 ; Yilmaz et al., 2014).

Cette famille se trouve presque partout ,elle est largement distribuée ,les penicillium

vivent généralement sous forme de saprophyte ou comme agent pathogene pour les

végétaux , ils ont des aspects négatifs surtout chez les végétaux par la création du

phénomeéne de dégradation des hémicelluloses et aprés ca une consommation par

I’lhomme et "animal p (Lee et al ; 2012)

Néanmoins ; les penicilliums possedent d’un coté une particularité positive , ont le

pouvoir de produire des enzymes essentielles a des applications de la biomasse
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végétale et par l'inhibition de la croissance bactérienne de certaine bactérie , c’est

leurs utilisation comme antibiotique (Vaishnav et al ; 2018 )

3-3-1- structure :

Y171C-L201C

S12C-A270C

AlGS ~
Metullae S127C-A163C p / \ ‘lf _ a&%
-g \ A (\%‘
y _ 1 |\ 7
Y | [
Conidiophore * I NP

Vegetative hyphae

DIAGRAM OF PENICILLIUM
BIOLOGY READER

Figure 7 : structure d’un penicillium et ponds disulfure montrant la thermostabilité des

penicillium(Anna et al ; 2022)
4-les aliments qui sont généralement contaminés par les mycotoxines :
4 -1 - Mais :

C’est le régime alimentaire sain pour toutes les espéces , responsable a I'aide de la
croissance et maintenance de la biodiversité ,peut etre contaminé par tous type de

mycotoxine (Xing et al ;2017)
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4-2-Blé:

(Triticum aestivum) représente I’aliment du monde , contaminé généralement par les

aflatoxines (Maetal ;2018 )
4-3- produits commerciales :

Le risque regroupe tous type d’aliments a I'industrie , donc on a la possibilité d’etre

contaminés par toutes mycotoxines données au dessous (Wang et al ; 2013 )
5-les techniques abondantes de détection des mycotoxines :

Y’a plusieurs études et analyses quantitatives et qualitatives pour la détection des
mycotoxines on distingue la high performance liquid chromatography (HPLC)
(Tkaczyk and Jedziniak, 2020), liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS /
MS) (Lagana, 2017), gas chromatography (GC) (Man et al., 2017), gas chromatography-
mass spectrometry (GC-MS) (Rodriguez-Carrasco et al., 2014), and thin layer

chromatography (TLC) (Krska et al., 2008)
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1-Généralité sur les ochratoxines :

Dans notre vie quotidienne on a beaucoup d’étres vivants microscopiques qui
nous attaquent surtout en consommation répétée ;on distingue les mycotoxines ; qui
sont des contaminants naturels étant comme des métabolites secondaires toxiques,
produits par plusieurs espéces des champignons ;sont présentes dans les aliments

comme I'ochratoxine ( RACHELLE,2017 ; Marin et al., 2013).
1-1 Découverte des ochratoxines :

Les ochratoxines ont été découvert en 1965 selon des recherches successives
et approfondies sur les mycotoxines par un groupe de chercheurs , on représente les
ochratoxines A et B ; cependant I’ochratoxine A a fait partie des mycotoxines les plus
intéressants et controlé grace a son hyper toxicité et ses effets dangereux sur la santé
humaines , les organes les plus sensibles de I'OTA sont:cerveau ,rein et foie

(Rachelle ,2017 ;'IARC ; 1993).
1-2 Champignons producteurs :

Lors de la longue chaine alimentaire jusqu’a la consommation, et en
conditions environnementales favorables, les moisissures sont capables de synthétiser
des mycotoxines. Parmi Ces moisissures on a Le genre Penicillium compte au moins 18
espéces mycotoxinogénes a savoir P. chrysogenum, P. hirsutum...etc. Ces espéces
sont productrices de I'OTA, la citrinine, la patuline, I"acide cyclopiazonique ...etc

(Rachelle ,2017 ;Papenbrock, 2014).

Y’a aussi des champignions pathogenes pour les plantes dites
(phytopathogénes) sont: Alternaria, Helminthosporium, Pyrenophora, Phoma et
Zygosporium sont des moisissures saprobiques, (phytopathogénes) et sont
responsables aux maladies des feuilles, du bois et de certaines herbes. Les différents
types de champignons filamenteux appartenant a ces derniers éspéces peuvent
synthétisé des mycotoxines plus néfaste comme les cytochalasines et I'acide

tenuazonique (Rachelle ,2017 ;Ismaiel et Papenbrock, 2014).
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Tableau 1: : Différentes espéces des champignons producteurs d'OTA (Rachelle ;2017)

1. Aspergillus section Circumdati

A. cretensis A. (Frisvad, 2004)

A. flocculosus (Frisvad, 2004)

A. pseudoelegans (Frisvad, 2004)

A. roseoglobulosus (Frisvad, 2004)

A. sclerotiorum (Frisvad, 2004), (Hesseltine, 1972), (Varga,
1996)

A. steynii (Frisvad, 2004)

A. sulphureus (Frisvad, 2004)

A. westerdijkiae (Frisvad, 2004), (Hesseltine, 1972), (Varga,
1996)

2. Aspergillus section Flavi

A. alliaceus (Varga, 1996), (Bayman, 2002 (Varga, 1996), (Bayman, 2002) ’

3. Aspergillus section Nigri

A. carbonarius (Samson ,2004)

A. lacticoffeatu (Samson ,2004)

4. Penicillium P.

Nordicum (Larsen, 2001)

2-0TA:

2-1Définition :

L'ochratoxine A (OTA) est une mycotoxine ;qui est produite principalement par
les moisissures Aspergillus ochraceus et Penicillum verrucosum lors du stockage de
céréales, de produits céréaliers et autres composés ou matieéres produites par les
plantes par exemple: les herbes, les épices, les raisins (ex , A. carbonarius, A.
ochraceus ...etc.) Jusqu'a présent, plus de 200chratoxines ont été trouvées, et les
plus importantes ochratoxines sont I'Ochratoxine A (OTA) et I'Ochratoxine B (OTB)

(Heussner &Binglé, 2015 ;. kosicki et al ;2021)

Vanderme et al. a découvert une souche d' A. ochraceus isolé du sorgho ( Peng et
al. ;2021,Vanderme. et al., 1965). L'OTA peut provoquer une néphrotoxicité, une

hépatotoxicité embryotoxicité, tératogénicité, neurotoxicité, immunotoxicité, et
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cancérogénicité chez les animaux et ’humain ( Peng et al.;2021, Pfohl- Leszkowicz et

Mander ville, 2007)

On peut également trouver 'ochratoxine A (OTA) dans les viandes ,les abats ,et
les saucisses qui contiennent le sang du porc .En cas d'ingestion en tant que
contaminant alimentaire ; y’a une certaine différence entre les deux ochratoxines A et
B en contamination et aussi y’a une co-commissions entre eux mais rarement
(Abdallah et al., 2018).I'ochratoxine A (OTA) se propage dans le sang des humains et
des animaux.Sachant que , Pochratoxine A (OTA) s’accumule dans le cerveau. (
kholova et al ;2021,klimke et al ;2015 ) . En effet, 'OTA est une toxine thermostable
(malir et al ;2016). Elle peut également étre présente dans les produits alimentaires
transformés, tels que le vin, le jus..(europeen comission ;2015).’homme etaussi les
animaux d’élevage, sont également exposés via I’alimentation ,heureusement de
faibles doses .elle est reconnue comme cancinogéne .(malir et al ;2013 ; bialoberzeska

et al ;2021, Awuchi et al ;2021, Arenas et al ;2019,Calado et al ;2018,Heussner ;2015)
2-2 Origine et structure :

L’ochratoxine A a été isolée pour la premiére fois , par un groupe de chercheurs
sud-africains a partir d’un isolat d’Aspergillus ochraceus ( Wang et al ;2022, Bayman et
Baker, 2006) Elle est constituée d’une molécule de 3-méthyl-5-chloro-8-
hydroxys,4dihydroisocoumarine liée par une liaison peptidique, au niveau de son
groupement carboxyle en C7, au groupement amine de la L-B-phénylalanine.
L’ochratoxine B est une dérivée de I'ochratoxine A (OTA) car c’est une forme non
chloré contrairement au I’ochratoxine A qui est chloré .Et "ochratoxine C (OTC) est son
ester éthylique. Bien que leur structure soit voisine, leur potentiel toxique est trés

différent (figure 1).

16|Page



Partie II. Synthése bibliographique

QO  OH ?
CH,
R R,
Ochratoxins R1 R2 R3
OTA H Cl -NH-CH(COOH)-CH,- Phenyl
OTB H H -NH-CH(COOH)-CH,- Phenyl
oTC H Cl -NH-CH(COOC :Hs)-CH,-Phenyl
4-hydroxyochratoxin A OH Cl -NH-CH(COQH)-C.H- Phenyl
OTu H Cl -OH

Figure8 : structure chimique des ochratoxines A ,B,et C (Rachell ;2017,ferrera ;2016)

2-3 Production de I"ochratoxine A :

La production d'OTA se fait selon des conditions de température, d'humidité

ambiante... (Freire et al ;2018).

Y’a une étape clé de la bioynthese de I'OTA c’est la condensation
decarboxylactive d'une unité acétate et de 04 unités malonate grace a une polycetone
synthase (PKS). Le squelette subit ensuite des réaction de cyclisation, aromatisation,
methylation, oxydation et chlorination Une fois formé, la chaine de polykétides est
modifiée par la formation d’un noyau lactone . a été démontré que le géne de PKS est

différent entre A. ochraceus (O'callaghan et al., 2003) et P. nordicum (Geisen et al.,

2004).
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Figure 9: Schéma montrant la voie de biosyntheése de I'OTA chez A. carbonarius.

Schéma adapté et modifié de ( Ferrara et al. ;2016).

2-4 Enzymes de biosynthése de I’OTA chez A. carbonarius :

On distingue deux enzymes qui sont LesPolykétides Synthases les Peptides

Synthases Non Ribosomiques a plusieurs modules,chez les champignons filamenteux

pour la biosynthése des polykétides et des peptides respectivement, essentielles a la

production des métabolites secondaires ( Rachelle ;2017 ,Gallo et al., 2013).

2-4-1 Polykétides Synthases de ’OTA :

A l'aide de ces enzymes PKS;la famille des polykétides qui renferme les

métabolites secondaires qui ont mis en place lors du phénomene de condensation des

unités d’acétate (-CH2-CO-) (Gallo et al ,2013 ; Knox et al. 2014).
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2-4-2 Halogénase/chloroperoxydase :

Cette enzyme joue un role trés important lors de la culture des champignons
donnant de ’OTA avec une addition d’un atome de chlore a ’OTB (Ferrera et al;2016,

Geisen, 2005).
2-4-3 Peptides Synthases Non Ribosomiques (NRPS) :

c’est I’enzymes clé pour ajuster et former I'ochratoxine et son allongement par

organisation et de mettre en ordre ses acides aminés (Amoutzias et al ;2008)
2-5 Les Génes impliqués dans la voie de biosynthése de 'OTA chez A. carbonarius :

les génes acOTAp450 et acOTADZIP situés entre acOTANnrps et acOTAhal qui sont
des deux régions des genes , codant pour une monooxygénase cytochrome p450 et
un facteur de transcription bZIP (ID 7821). (Gil-Serna et al., 2015) ,role essentiels dans
la régulation de I’expréssion des génes de la biosynthése de I’OTA ainsi que la structure

et la culture des champignons intéressés (Gil-Serna et al., 2015) .
2-6 Présence d'OTA dans les aliments :

En 1994, la Commission européenne a créé un groupe de coopération scientifique
(SCOOP Task 3.2.2)pour rassembler des données sur I"apport d’OTA par le régime
alimentaire dans I"'Union Européenne ; en 1995 un premier document a été publié
(European Union, 1995). a décidé (Décision 1999/143/EC) d’établir le rapport «
Assurance sur l'apport d’ochratoxine A par le régime alimentaire dans I’Union
Européenne » (European, 2002). Treize Etats Membres ont collaboré a cette enquéte

qui, est la plus récente et la plus détaillée.(Dongmei ;201, Skarkova ;2013 )
2-7 Contamination par ’OTA de ’ensemble de la chaine alimentaire :

L’OTA présente une forte stabilité généralement, pas dégradée au cours des
biotransformations des aliments. Elle est par conséquent retrouvée dans les produits
dérivés de matiéres premieres contaminées ainsi que dans la viande (Pleadin ;2018) ou
le lait obtenus a partir d’animaux ayant recu une alimentation contaminée, ainsi que

dans les abats. De méme, I’OTA a été mise en évidence dans le sang et les tissus
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d’animaux d’élevage, ou elle s’accumule au niveau rénal et hépatique . L’OTA peut
également étre retrouvée dans les volailles suite a I’exposition de ces animaux, via
I’alimentation .( lacumin et al ; 2009.) .L’OTA est principalement présente tout au long
de la chaine de transformation des céréales (EFSA ;2022). Apres inhalation ,/OTA est
partiellement absorbée par la diffusion passive sous une forme non ionisée au travers
la paroi de I’estomac. Le site principal d’absorption se situe au niveau du jéjunum. Elle
est ensuite subir une distribution aux différents organes via le foie .’OTA est en faible
quantité sous la forme libre dans le sang. Toutefois , ’OTA posséde une trés grande
affinité dego %; pour certaines protéines plasmatiques ou elle est fixée . I'OTA va
subir un retard de transport vers les différents organes et augmente sa demi-vie

sérique et par conséquent contribuerait au développement des effets toxiques .
— Environmental conditions —

i 0©

Temperature; a,; humidity;
. oxigen; pH

! and mycotoxin
production

—  Biological factors —

W)

meat composition; salt; < spoilers species )¢ beneficial species

|__ spices; preservatives | Microbial interaction _|

v

Current Opinion in Food Science

Figure1o :lllustration des principaux facteurs interagissant influencant I'écophysiologie
fongique dans les produits de charcuterie. Les interactions entre les trois principaux
facteurs (conditions environnementales, ingrédients et facteurs biologiques) peuvent
contréler la présence, I'établissement, la dominance et la croissance des espéces

fongiques, ainsi que I'impact sur les quantités d'OTA produites.( Mannaa, Kim ;2017)
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L’élimination de "OTA se fait par toutes les voies d’excrétion ( Ringot et al, 2006
; Pfohl-Leszkowicz & Manderville 2007). Dans I’organisme "OTA est métabolisée en 4-R-
hydroxyochratoxine A (4R-OHOA) ; 4-S-hydroxyochratoxine A (4SOHOA) ; 10 OH-OTA,
OTB (forme déchloré de ’OTA) ; OP-OTA (forme ouverte de ’OTA) (Li et al ;2017 ; Mally

et al., 2004 ; Pfohl-Leszkowicz & Manderville, 2007)
2-8-Toxicité de ’OTA :
2-8-1 Néphrotoxicité :

L’OTA est généralement néphrotoxique chez toutes les espéces testées.
Récement ont fait des études au Danemark, en Hongrie, en Scandinavie et en
Pologne, ont destiné que I'OTA joue un rdle majeur dans I'étiologie de la
néphropathie porcine méme ci en cas d’exposition a I’OTA en faible dose.(Imaoka et

al ,2020 ; Hou et al ;2020 ,Wu ;2016)

2-8-1-1 Niveau d’OTA dans le sérum de patients dialysés souffrant d’une

insuffisance rénale chronique :

’OTA repésente le composant majeur ou proprement dit qu’elle est présente
dans la majorité du sérum des patients analysés et souffrent d’une insuffisance rénale

jusqu’a un taux de 7 % avec une concentration de 4ong/ml. (kosicki et al ;2021)
2-8-2 Carcinogénicité :

Les effets cancérogenes de I’OTA sur des souris ont été vérifiés par I’étude de (
,Pfohl ;2011). Deux groupes de souris qui ont été nourris, pendant 24 mois, avec une
alimentation contenant 40 pg d’OTA par kg de nourriture par conséquent Peu de
femelles souffraient de néphropathies et aucune n’ont développé de carcinome ou
d’adénome rénal, Tous les males sont atteints de néphropathie. Quatorze males ont

développé des carcinomes rénaux. (Salwa et al ;2003)
2-8-3 Mutageénicité de I'OTA :

L’OTA a été depuis un certain temps considérée comme non génotoxique car ne

répondant pas au test classique de mutagénicité. En effet, les tests d’Ames, effectués
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sur différentes souches classiques de Salmonella typhimurium sont négatifs

(EFSA ,2006 ;Mally et al ,2005).

Cependant, une activité mutagéne par test d’Ames a été fait par I’équipe
(Hennig en 1991 )aprés métabolisation de ’OTA par des hépatocytes de rat. une action
d’échanges de chromatides sceurs dans des lymphocytes humains cultivés dans un
milieu contenant de ’OTA métabolisée par ces mémes hépatocytes a éte observé par
(Tozlovanu et al., 2006). Dans des cellules de lymphome de souris, de telles mutations
ne sont pas observées avec ou sans activation métabolique préalable (Kamp et

al ;2005)
2-8-4 Formation d'adduits a I'ADN :

pour expliquer le mécanisme de cancérogenése de I'OTA y a Deux
hypothéses générales ont été proposées La premiére notion dite que I'OTA donne un
flux d'especes réactives de I'oxygéne (ROS) qui génerent un stress oxydatif et des
dommages oxydatifs a I'"ADN.(Mosaad ;2008). La deuxiéme notion dite que I'OTA
provoque une bioactivation conduisant a la formation d'espéeces électrophiles qui
réagissent directement avec I'ADN générant des adduits a I'ADN. Les deux

phénomeénes peuvent d’ailleurs étre complémentaires. (Doorten et al ;2004).
2-8-5 Hépatotoxicité :

2-8-5-1 Effet hépatotoxique de I'ochratoxine A et de la citrinine, seuls et en

association, et effet protecteur de la vitamine E : étude in vitro sur cellule HepG2 :

L'ochratoxine A (OTA) et la citrinine (CTN) sont les mycotoxines les plus
essentiellement présentes dans une vaste variété de denrées alimentaires et
d'aliments pour animaux. le foie pourrait également étre un organe cible. La toxicité
combinée de ces deux toxines dans les cellules rénales a été étudiée mais pas dans les
cellules hépatiques. Dans cette étude, des cellules HepG2 ont été exposées a I'OTA et
au CTN, seuls et en combinaison, en vue de comparer les mécanismes moléculaires et
cellulaires sous-jacents a I'hépatotoxicité de I'OTA, du CTN et de I'OTA + CTN. L'OTA et

le CTN seuls ainsi qu'en combinaison ont affecté la viabilité des cellules HepG2 de
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maniére dose-dépendante. (Reddy et al., 2010 ;Reddy et al., 2010, Klari¢ et al. ,
2013 ; Pfohl-Leszkowicz et al., 2002 ). Des preuves expérimentales sont également
disponibles pour la toxicité hépato, de ces deux mycotoxines provoquant des graves

problemes hépatiques ( Islam et al., 2012 ; Klaric et al., 2013)
2-8-6 Métabolisme :

L'OTA fait passer le métabolisme du glucose de la phosphorylation oxydative a la
glycolyse.elle  provoque des dommages a I'ADN et I'apoptose. Dommages
mitochondriaux médiés par le stress oxydatif impliqués dans I'apoptose induite par

['OTA.

L'ochratoxine A entraine des risques majeurs pour la santé. L'épithélium
cesophagien est inévitablement exposé a de I'OTA contaminé par des aliments apres
ingestion (Tong et al., 2013),. Pourtant, peu d'études ont porté sur les effets putatifs de
I'OTA sur la cytotoxicité et les réponses du métabolisme du glucose sur les cellules
épithéliales de I'cesophage. Des chercheurs ont cherché a étudier les effets de I'OTA
sur l'apoptose intracellulaire des cellules épithéliales cesophagiennes, le stress
oxydatif, les dommages a I'ADN, la fonction mitochondriale et le métabolisme du

glucose. (Wang et al., 2018 ;Shin et al., 2019 ;Zhang et al., 2020)

Il est actuellement bien admis que la perturbation du métabolisme énergétique
cellulaire est I'un des médiateurs les plus importants de 'apparition de maladies et des

effets toxiques des cancérigénes (Pavlova et Thompson, 2016).
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Figure 11 :Diagramme schématique des mécanismes proposés de la cytotoxicité induite

par I'OTA et de la reprogrammation du métabolisme (Zhang et al., 2011).

2-8-7 Moyens de lutte contre I’OTA :

A notre époque ,I’OTA est devenue treés néfastes pour la santé et la survie donc
,il faut qu’on lutter contre elle mais avec des solutions biens suivis pour sauver les
consommateurs et d’éviter des dégats économiques parmi les bonnes pratiques on a
(Kabak et al ;2006) :

2-8-7-1bonne pratique agricoles :

2-8-7-2 avant et durant la récolte :

ces pratiques se basent sur la fertilisation et la préparation du sol avant la semée,
le désherbage et la rotation des cultures (Magan et al;2004) et derniérement
I'utilisation des agents bio-compétitifs non toxinogénes comme des souches d’A. niger

non productrices d’OTA sur les cultures aux champs (Valero et al., 2007).
2-8-7-3 Les conditions de stockage aprés la récolte :

Le moment du stockage et lors du séchage des récoltes sont les moments les

plus sensibles et favorables pour la production de I’OTA ,on a des protocoles a suivre
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comme le séchage des grains uniquement en en couche minces ,éviter Ia

réhumidification ( FAO ;2009)

La démarche HACCP (Hazard Analysis of Critical Control Points) est un systeme

d’identification, d’évaluation et de contrble des dangers significatifs pour la sécurité

des aliments (Olsen et al ;2003)

Grains/fruits Récolte Stockage Traitement Produit
Régula Condit Séchage insuffisant Durée et Pas de
tions et ions ou incomplet avant le conditionnements risque
normes, climatiques stockage Durée et les du traitement (pH | ,consommation,
programmes | (saison, géo- | conditions de stockage | et T°C) Traitement
de control, | localisation) | Facteurs abiotiques (T°C, | avec des enzymes Produit
bonnes Facteurs aw) Composition de la et des levures sain
pratiques abiotiques population fongique Nettoyage
(T°C, aw) L’interaction/compétition Extrusion
Substrat- de la Microflore Décorticage
type du fruit Irradiation
(profil Cuisson Ecossage
nutritionnel)
Condition
des fruits au
moment de
larécolte
Composition
dela
population
fongique

Tableau 2: Pratiques et conditions influengant les teneurs de I’OTA dans les fruits et les

grains. (Rachell ;2017)

2-8-7-4 Méthodes chimiques :
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On mentionne les fongicides: donc c’est une méthode qui consiste a utiliser
certains type de pesticides ;;néanmoins , elle marqué des mauvais effets sur la nature

et la biodiversité et la santé humaine . (Belli et al ;2007).
2-8-7-5 Méthodes physiques :

Elle se base sur le nettoyage commence par un écossage, un épluchage et une
élimination des particules de poussiére des grains récoltés. Ensuite, le produit nettoyé
passe au tri mécanique qui sépare les grains contaminés des grains sains, et a la fin un
traitement chimique ,c’est la notion de congélation ,surgélation .. etc. ( Kanapitsas et

al., 2016).

2-8-7-6-Les extraits naturels de plantes : huiles essentielles et composés

phénolique :

Les huiles essentielles sont les meilleurs fongicides qui attaquent la production
de IOTA grace a son caractére lipophile ;elles peuvent traverser tous simplement la
membrane plasmiques des champignons et voila cette incorporation va provoquer un

déséquilibre dans la composition lipidique de la membrane (Prakach et al ;2015)
2-8-7-7 Bio-contrdle par des souches bactériennes :

On a des types de microorganismes ont la capacité de lutter contre 'OTA et sa
production (Amézkéta et al;2009) exemples des microorganismes: Lactobacillus

plantarum, de S. cerevisiae et de S. bayanus ( Béjaoui et al ;2004)

Exemple: La détoxification par les levures durant la fermentation alcoolique

.(Petruzzi et al., 2014, Petruzzi et al., 2015, Caridi et al., 2006)

26|Page



Partie Il. Synthése bibliographique

Chapitre 3:
Huiles essentielles

1-Introduction

2-Aromathérapie

3- Huiles essentielles et aromes

4- Huiles essentielles

4-1 composition

4-2 Huiles essentielles et leurs constituants comme anti-microbiens
4-3 le mécanisme d’action des HE

4-5 les facteurs déterminant la qualité d’une huile
4-6 la partie de la plante utilisée

4-7 propriétés physico-chimiques des HE

4-6-1 état physique

4-6-2 la solubilité

4-6-3 la couleur

4-6-4 localisation

4-6-5 caracteres chimiques

4-6-6 caracteres physiques

4-7 Méthodes d’extraction des HE

4-7-1 Entrainement a la vapeur

4-7-2 Hydro-distillation

4-7-3 Hydro-diffusion

4-7-4Extraction assistée par micro-ondes

4-8 Condition de conservation de stockage des HE
4-9 Voies d’utilisation des HE

4-9-1voie cutanée

4-9-2 voie orale

4-10 Application

5-Mentha Spicata

27|Page



Partie Il. Synthése bibliographique

5-1 Définition

5-2 Origine

5-3 Description

5-4 Classification

5-5 Caractéristiques et composition chimique de I’huile de menthe
5-6 Principe actif

5-7 Utilisation de la menthe verte

5-7-1 Cuisine

5 -7-2 thérapies

5-7-3 cosmétique

5-8 Intéréts de menthe

5-8-1 Activité anti-oxydante

5-8-2 Activité anti-inflammatoire

5-8-3 Activité cytotoxique et anticancéreuse
5-8-4 Activité antivirale

5-8-5 Activité antibactérienne et fongique

5-9 Toxicité de menthe

28|Page



Partie Il. Synthése bibliographique
1-introduction :

derniérement , le succes de l'utilisation des produits naturels provenant des
plantes est en pleine croissance face au souci des effets secondaires des composés
synthétiques qui présentent un pourcentage des effets nocifs a la santé humaine et
son l’environnement . ils sont appliqués dans différents domaines industriels
(agroalimentaire, insecticide, parfumerie, cosmétique) peuvent provoquer des effets
mutagénes, cancérigénes et toxiques sur la santé humaine et augmenter le taux de
pollution dans la nature. Dans ce cas l’utilisation est bien développée par la culture des
composées aromatiques naturels des plantes et on tenant compte les divers procédés

d’extraction des plantes .
2- Aromathérapie :

La simple définition de I'aromathérapie est : c’est un traitement par I'utilisation

des huiles essentielles (Charles ,2014)

Les parties majeurs des composés aromatiques naturels qui sont utilisés dans la
plupart des domaines sont:Les huiles essentielles et les ar6mes. Ces extraits sont
obtenus par distillation et par extraction aux solvants et possédent un large éventail
d’activités biologiques (antioxydante, antimicrobienne, anti-cancérigéne, anti-

inflammatoire, etc .( Ben saad et al,2017)
3- les huiles essentielles et les arbmes :

Les arébmes sont des molécules organiques de faible poids moléculaire, ils ont
une importante pression de vapeur pour que ces molécules provoquent un stimulus
au contact de la muqueuse olfactive. Ils sont composés de divers substances et
composants odorants, ayant une polarité faible, une certaine solubilité dans I’eau et un

caractere lipophile élevé. (COUIC; 2018)

Selon les méthodes d’extraction, différents arbmes peuvent étre produits des
plantes tels que les huiles essentielles (HE), les concrétes, les absolues, etc. a cause de
I’exclusion des produits obtenus par différents conditions ; Cette définition est basée

sur les conditions d’extraction et est limitative (Couic-Marinier et al., 2013).)
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4-les huiles essentielles :
On a deux définitions marquées :

A-Selon la Commission de la Pharmacopée Européenne, une huile essentielle est
un « produit odorant, généralement de composition complexe, obtenu a partir d’'une
matiére premiere végétale botaniquement définie, soit par entrailnement a la vapeur
d’eau, soit par distillation seche, soit par un procédé mécanique approprié sans
chauffage. L’huile essentielle est le plus souvent séparée de la phase aqueuse par un
procédé physique n’entrainant pas de changement significatif de sa composition. La
matiére premiére végétale peut étre fraiche, flétrie, séche, entiére, pulvérisée ou
contuse (pulvérisée grossierement), a "exception des fruits du genre Citrus qui sont

toujours a I’état frais ».

B- Selon la norme NF T 75-006 de I’Association Frangaise de Normalisation
(AFNOR) : une huile essentielle est définie comme le « produit obtenu a partir d’'une
matiére premiére d’origine végétale, soit par entrailnement a la vapeur, soit par des
procédés mécaniques a partir de I’épicarpe des Citrus, soit par distillation séche. L’huile

essentielle est ensuite séparée de la phase aqueuse par des procédés physiques ».

Les Huiles Essentielles (HE) provenant de la distillation d'une plante bien définie
ou d'une partie de plante. Sont des matieres ou substances de nature huileuse mais
sans corps gras, fluides, trés odorantes, volatiles, souvent colorées. (Soléne,2012,

Souliman,2016)
4-1-Composition :

300 huiles essentielles parmi 3000 sont importantes d’un point de vue
commercial. Extraites en quantité suffisante. Les plantes connues riches en HE
appartiennent le plus souvent a la famille des Lamiacées (menthe, lavande, etc.), des
Apiacées (anis, cumin, etc.), des Myrtacées (eucalyptus, niaouli etc.), des Pinacées
(pin, cedres, etc.), des Rutacées (citron, orange), et des Lauracées (cannelle,

camphrier ect. (Brahmi ;2020)
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La composition chimique d’une huile essentielle varie aussi dans la  méme
espece. Selon les différents parametres extrinseques (le sol, ’environnement, le
climat), intrinseques (le degré de maturité, les facteurs génétiques, la localisation),
technologiques (le type de culture, le mode de récolte), aussi que les types et les
conditions d’extraction. Les huiles essentielles et les arémes sont issus du
métabolisme secondaire de la plante et peuvent étre stockés dans diverses structures
telles que les cellules épidermiques, les cellules sécrétrices internes, les poils
sécréteurs ou les trichomes. Ils sont des mélanges complexes de substances volatiles
constituées d’environ de f0 a 60 composés a des concentrations différentes. Les
terpénes et les terpénoides ainsi que les composants aromatiques a faible poids

moléculaire constituent les composés majeures (Brahmi ;2020).
4-2-Les huiles essentielles et leurs constituants comme antimicrobiens:

L’utilisation des HE en industrie agroalimentaire y’a la possibilité de La présence
des pathogénes dans les denrées alimentaires est responsable de différentes maladies
qui peuvent étre mortelles (Kaloustian et al., 2013).selon des études des derniéres
années , I'industrie agroalimentaire s’intéresse aux extraits naturels des plantes et
principalement aux huiles essentielles comme alternatives aux additifs artificiels, d’'une
part, pour conserver et contrOler les aliments et d’autre part pour prévenir et

controler la croissance des microorganismes ( Kaloustian et al., 2013 : Fyad et al., 2013).
4-3-Le mécanisme d’action des huiles essentielles :

Une étude sur les usages des huiles essentielles comme médicaments était
réalisée par Buchbauer et Jirovetz en 1994 qui ont montré que les huiles volatiles, soit
appliquées, agissent par leur fraction lipophile réagissant avec la partie lipidique des
membranes cellulaires, et par conséquent, modifier I'activité des canaux ioniques de
calcium. Elles montrent les mémes effets a ceux des anesthésiques .leurs propriétés
physicochimiques et leurs formes moléculaires donnent le pouvoir de [linteractions
avec les membranes cellulaires. Aussi elles peuvent aussi influencer sur les enzymes,
les transporteurs, les canaux ioniques et les récepteurs des membranes.y’a aussi au

nos jours des diverses études concernant les effets physiologiques sur I'homme.
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Celles-ci incluent la stimulation cérébrale, la sédation anti anxiété et les activités
antidépressives, ainsi que I'augmentation du débit sanguin cérébral. Les études
décrivent les effets des odeurs sur la cognition, la mémoire et I'humeur. Les composés
de parfum sont absorbés par inhalation et peuvent traverser la barriere hémato-

encéphalique et interagir avec récepteurs dans le systeme nerveux central (Svoboda et

al., 1999).

4-4- Les facteurs déterminant la qualité d’une huile :

Plusieurs et divers facteurs déterminent la qualité des huiles essentielles et sont
: la garantie de la reconnaissance botanique, I’organe producteur d’huile, le chémotype

ou chimiotype de la plante et le mode de culture (Couic-Marinier et al., 2013)

Les HE sont altérables, sensibles a 'oxydation : Elles ont, en effet, tendance a se
polymériser pour former des produits résineux. Nécessitent des conditions exemple :

de I'obscurité (flacons en verre opaque) et de ’lhumidité (CouicMarinier et al., 2013).

4-5- La partie de la plante utilisée : Les huiles essentielles se trouvent structures
histologiques spécialisées servant a leur synthése et leur stockage ce sont les cellules
sécrétrices spécifiques. (Kaloustian et al., 2013). Elles peuvent étre extraite de
différentes partie de la plante tel que : I’écorce, les graines, les feuilles, les fleurs et les

racines.
4-6-Propriétés physico-chimiques des huiles essentielles :

4-6-1-L’état physique : A température ambiante, les huiles essentielles sont
liquides . A basse température, certaines HE cristallisent : celles d’anis, de menthe ; Les
HE sont volatiles, Cette volatilité explique leur caractére odorant ainsi que leur mode
d’obtention par entrainement a la vapeur d’eau (Couic-Marinier et al., 2013 : Poirot,

2016).

4-6-2-La solubilité : Les HE sont tres solubles dans les huiles , les lipides, la
plupart des solvants organiques aussi que dans ’alcool et se dissolvent pas dans I’eau
(Couic-Marinier et al., 2013). Leurs liposolubilité est considérée comme une propriété

intéressante en leurs donnant la faculté d’étre bien absorbé par la peau
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4-6-3La couleur : La plupart d’entre elles sont colorées :bleu clair bleu foncé,

rougeatre, orange , rose, vert pale ,vert foncé, jaune pale (Couic-Marinier et al., 2013)
4-6-4 Localisation :

Les huiles essentielles se localisent dans les tissus de la plante et leurs composées
s’accumulent généralement dans des cellules isolées qui se distinguent des cellules
banales par leur teinte plus jaune et leurs parois épaisses, [égerement subérifiées.y’a
aussi la formation de fines gouttelettes parsemant le protoplasme de cellules

épidermiques (Asbahani; 2015)
4-6-5 Caractere chimique :

Les huiles essentielles sont des mélanges tres complexes, ces composants sont
également des monoterpenes et des sesquiterpenes de formule (C5H8) n. Les
composés oxygénés dérivés de ces hydrocarbures portent des alcools, des aldéhydes,

des esters, des éthers, des cétones, des phénols et des oxydes.(Kraft .K et al ; 2004)
4-6-6 Caracteére physique :

Les huiles essentielles sont constituées de molécules aromatiques de tres faible
masse moléculaire .Elles sont trés inflammables et trés odorantes, liquides a
température ambiante. Exposées a I'air, les huiles essentielles se volatilisent.(Degryse

A;2008)
4-7Méthodes d’extraction des huiles essentielles :

4-7-1 Entrainement a la vapeur :dans cette méthode le matériel végétal ne
baignant pas directement dans I'eau bouillante ;Il est placé sur une grille perforée au
travers de laquelle passe la vapeur d'eau ,cette technique est relativement

dommageable de la qualité de ’huile (Marianne, 2008 ; Florence M, 2012).

4-7-2 Hydro-distillation : représente la méthode la plus simple ,la meilleure et la
plus anciennement utilisée (figure 1)(figure 2),Le matériel végétal est immergé

directement dans un alambic rempli d'eau placé sur une source de chaleur. Le tout est
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ensuite porté a ébullition et I’huile essentielle se sépare de I'hydrolat par simple

différence de densité (MARIANNE 2008 ; Asbahani et al., 2015)

HYDRODISTILLATION
Le montage

Thermomaétre

Sortie d’eau

L Réfrigé;ant a eau

ballon

etlenmeyer
/ =
Entrée d "eau

«—Chauffe ballon Distillat

=< Support élévateur
<> Supp

e
————

Jourrées de formation TS — Juin 2012 !

Figure 12: Principe de la technique d'hydro-distillation (Lucchesi, 2005 )

Figure 13 :Principe de la technique d'hydro-distillation (Lucchesi, 2005 )
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4-7-3 Hydro-diffusion : c’est la récente technique ,elle est spéciale car c’est la
plus rapide méthode, Elle consiste a faire Passer, du haut vers le bas et a pression
réduite, la vapeur d'eau au travers de la matrice végétale ;I'huile essentielle obtenue

avec ce procédé contient des composés non volatils (Benayad, 2008)
4-7-4Extraction assistée par micro-ondes :

Le procédé d’extraction est basé sur I’'absorption de I’énergie du micro-ondes par
les composantes du matériel végétal et qui sont mesurées par une constante

diélectrique (Grigonis et al., 2005 ; Wang et Waller, 2006)

o=l 9

|

Figure 14 : image montre une huile essentielle préparée (porter ;2001)

Figure15: montage d’extraction assistée par micro-onde (Vian et al., 2008).
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4-8 Conditions de conservation et de stockage des huiles essentielles :

la mesure d'indices chimiques (indice de peroxyde, indice d'acide...)la
détermination de grandeurs physiques (indice de réfraction),par ['analyse
chromatographique pour éviter d’endommager I'huile essentielle par une photo-
isomérisation, photo cyclisation, coupure oxydative, peroxydation et décomposition

en cétones et alcools, thermo-isomérisation, hydrolyse, transestérification. (Kedia

2014)

4-9 Voies d’utilisation des huiles essentielles :

4-9-1 Voie cutanée : est la voie classique d’utilisation des huiles essentielles, mais
il est rare de les utiliser pures. généralement, elles sont a diluer a 5% dans 95% d’une
huile végétale (huile de jojoba, d’olive...). Ce sont des corps lipophiles, elles traversent
les différentes couches de peau et se retrouvent ainsi dans la circulation sanguine
(COUIC ;2018 ) 4-9-2Voie
orale : diluée Cette voie est réservée aux adultes sur avis médical ou officinal. La regle
de ne dépasser 3 gouttes par jour et la durée de traitement ne peut dépasser 1 semaine

(COUIC ;2018)
4-10- Application :

L’aromathérapie est une discipline de la phytothérapie qui utilise les huiles
essentielles. Le mot « aromathérapie » (du latin aroma, ar6me, et du grec thérapia,
soin, cure) veut dire le traitement des maladies et I’entretien de la la santé humaine
par des extraits aromatiques de plantes, ce qui la différencie de la phytothérapie qui
fait usage de I'ensemble des éléments d'une plante ( Benzeggouta, 2014). Dans les
médicaments, I'utilité des HE ne touche pas seulement I’aromatisation et la
production d’antiseptique. Le potentiel thérapeutique de ces composés augmente
leurs effets précieux dans le traitement du cancer, des problémes cardiovasculaires,
des infections bactériennes, virales, du diabete et dans la lutte contre le stress
oxydatif. En plus, les propriétés lipophiles des composés aromatiques permettent aux
huiles essentielles de pénétrer dans la peau, ce qui facilite 'ladministration des

médicaments par voie transdermique .par exemple celles de I’ail, de I'oignon, du
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romarin, de sauge, d’origan, d’anise, de la citronnelle, de lavande, du thym et bien
d’autres. Dans le domaine d’aromathérapie, les HE et les autres extraits comme les
absolues, sont utilisés pour traiter , atténuer ou prévenir les infections par inhalation
ou bien par application sur la peau a travers des massages pour le traitement du stress,
des crampes, du rhumatisme, de la douleur, de la circulation sanguine, de la cellulite,
réaction allergique ou irritation cutanée et pour faciliter leur incorporation par voie

cutanée (Mehni ;2015).
5)Mentha spicata :
5-1 définition :

On peut pas mettre ou donner un nom botanique pour les espéces de menthe
car Le genre Mentha regroupe un trés grand nombre d’espéces et les hybridations
successives entrainent une certaine confusion dans leur identification . La menthe, du
nom latin Mentha, est I"'une des plus anciennes et connues plantes médicinales : ca
premiere découverte était en Egypte dans les pyramides par la perception de ses
feuilles vieilles de 3000 ans, Les menthes sont des plantes vivaces, herbacées
indigenes et trés odorantes . On la trouve généralement dans les milieux humides., La
croissance végétative de la menthe est influencée par la température commence par
un ralentissement de croissance jusqu’a l'arrét. donc y’a des conditions de
température ;on a un intervalle une température minimale inférieure a 10 °C et
maximale supérieure a 25 °C. donc La période de floraison de la menthe est la saison de
I’été ’ est la période optimale pour la production des huiles essentielles. La culture de
se fait dans tous les sols a I’exception dans les terres trop argileuses, humides et
froides en hiver. Cette culture réussit particulierement bien dans les sols profonds non
compacts, car le systeme racinaire de la menthe est peu profond, riches en humus et

bien drainés a pH allant de 5,5 a 8. (Boukhobza 2014)

L’huile essentielle de la menthe est produite avec des quantité énorme partout
dans le monde. Elle peut contenir jusqu“a 200 composants. Les constituants majeurs
sont Le menthol et la menthone par un pourcentage de (70%) des huiles essentielles

de la majorité des menthes .Ces composés sont exploités comme matiere premiére en
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I’industrie pharmaceutique , cosmétique et alimentaire y’a une vaste utilisation de ces
composés (De Oliveira ;2015) , PV Les huiles essentielles de la menthe sont composées
d'un certain nombre de composés de différentes origines biosynthétiques allant
terpénoide des hydrocarbures en composés de soufre, et de tels composés sont
naturellement présents dans des concentrations différentes ;Les huiles essentielles du
genre Mentha ont une excellente valeur commerciale, car ils contiennent
habituellement le monoterpéne menthol dans leurs constitutions, et le menthol est
largement utilisé dans I'industrie pharmaceutique, cosmétique, soins personnels et les

produits alimentaires (Santos et al., 2012)5-2. Origine :

le Nord de I’Afrique, le bassin méditerranéen, I’Europe et le Proche-Orient
représentent les régions les plus productrices de la menthe. les Romains ont introduit
la menthe en Grande-Bretagne. Elle s’est ensuite diffusée sur ’ensemble du globe,
jusqu’en Amérique du Nord, au Japon et en Australie. Elle diffuse et est cultivée
naturellement au Maroc . Elle est aujourd’hui retrouvée partout dans le monde , c’est
sure elle est parfois considérée comme envahissante. de nombreuses espéces ont mis
en place grace a la diversité des sols et les multiplications , certaines études ont
d’ailleurs montré que Mentha spicata serait le résultat d’une hybridation entre Mentha
longifolia et Mentha suaveolens (Hussain 2010). Cependant, Mentha .spicata est
connu en Arabe comme ' Naanaa ‘, est cultivé dans toute I'Algérie a des fins culinaires

méme ci pour ses efficacités médicinales particulierement pour soigner les troubles

gastriques (Brahmi et al ., 2012).
5-3 Description :

La menthe verte appartient a la famille des Lamiacées, c’est la famille la plus
homogeéene ce qui facilite donc la connaissance d’aucune Lamiacée  cette famille
compte 6500 espéces dispersées sur une zone géographique trés étendue.. Ce sont le
plus souvent des plantes herbacées et des arbustes producteurs d’huiles essentielles,
dont le simple attouchement provoque le dégage de I’odeur. En effet, la localisation
des huiles essentielles est tres externe ; elles se forment dans des poils a essence et se
localisent sous la cuticule qui se souléve. La forme de la fleur (une corolle zygomorphe

avec perte de I"étamine supérieure) et le signe de "appartenance a cette famille est la
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présence d’huiles essentielles. L’appareil végétatif comprenant une tige a section

carrée et des feuilles opposées sont aussi des caractéristiques. (Brahmi et al ., 2012).
5-4 Classification botanique :

Le Menthe ; contient plus de 3500 especes classées sur 8 sous-familles. Avec Un
pourcentage de (47 %); des Lamiacées sont regroupées dans la sous-famille des
nepetoideae. Le genre Mentha est représenté par 18 espeéces et environ 11 hybrides.

(Tucker et Naczi ., 2007) (Tableau 01)

Tableau 03 : Classification botanique de Mentha spicata L (Croquist , 1981)

Régne Plantae

Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Lamiales

Famille Lamiacées
Genre Mentha

Espece Mentha Spicata L

5-5 Caractéristiques et composition chimique de [Phuile essentielle de la

menthe :

La zone géographique est le critéere de la variabilité de La composition chimique
des huiles essentielles. Généralement, I’huile de menthe est composée principalement
du (-) -carvone qui est le constituant majeur d'essence de menthe verte, un isomere
pinene, (-) -limonene, un isomére phellandrene, 1,8-cineole, linalool, un certain
dihydrocuminyl et des estersdihydrocarveol (Brun, 2005).’'un ingrédient le plus
important est Le menthol de I’huile essentielle qui est en bon état (40 - 90 %)

(Doymaz, 2006 ) .
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5-6 Principe actif :

Le composant majeur de la menthe c’est la carvone (2-méthyl-5-(1-
méthyléthényl2- cyclohexén-1-one); appartient a la famille des terpénes et posséde un
carbone asymétrique. Elle existe sous deux formes, des énantiomeéres, qui ont les
mémes propriétés chimiques et physiques, mais un pouvoir rotatoire différent. Cest la
R- ou L-carvone que I’'on retrouve dans la menthe verte. Son énantiomeére, la S- ou D-
carvone est retrouvée dans les essences des graines de carvi. La particularité
observée entre ces 2 énantiomeéres : q’ils n’ont pas la méme odeur. Tous cela pour
montrer qu’il ya des différentes odeurs sont provoquées par une interaction olfactive
avec deux terpénes qui ne se différencient 'un de I'autre que par leurs qualités

d’énantioméres (Jouault 2012).
5-7 Utilisations de la menthe verte :
La menthe est généralement plus utilisable en:

5-7-1. Cuisine:dans la cuisine on utilise la menthe en infusion, le plus connu est le
thé a la menthe en laissant infuser environ 100 feuilles de menthe fraiche par litre
d’eau. Dans le méme esprit, elle est I’'un des ingrédients du mojito (a consommer avec
modération) ou du sirop a la menthe (en faisant bouillir la menthe avec du sucre dans

de I’eau) (Franchomme 2001).

5-7-2. Thérapie : I'utilité de la menthe se differe selon les différents especes mais
les propriétés thérapeutiques qu’elle posseéde sont commune parce que : elle stimule
la sécrétion des sucs digestifs, favorise la sécrétion biliaire et limite les ballonnements
et les diarrhées, elle est aussi efficace pour traiter et modérer le cas de troubles
gastriques et de crampes. D’un autre c6té, la menthe pouliot agit en tant que produit
digestif, carminatif et désinfectant. Efficace pour le traitement de la chimiothérapie
induite par les nausées et les vomissements chez des patients. (El Fadl et Chtaina

,2010).

5-7-3 .Cosmétique : la menthe est Iégerment utilisée en industrie pharmaceutique

pour les creme exemple les cremes et les masques de soin de peau et certains
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parfums du corps par Le menthol de ’huile essentielle en bon état (40 — 90 %), Les
feuilles de la menthe en poudre ont été utilisées pour blanchir des dents, antiseptique,

des raines de bouche (Aghfir et al.,2008)
5-8 Intéréts de Mentha spicata :

L’'usage de la menthe en industrie thérapeutique est large malgré que Les
réactions chimiques des huiles essentielles soient influencées par leur composition
chimique, qui a la possibilité de se varier selon la partie de la plante utilisée, les
saisons, les méthodes d’extraction, les conditions écologiques et les temps
d’extraction (Isman 2007). Les variations de chémotypes affectent donc directement
leur activité biologique. Les especes du genre Mentha sont généralement connues
sous le nom de « nanaa » en Algérie (Brahmi, 2016), elles sont utilisés comme
adoucissant et comme protecteur (contre les crevasses et les piqlres d'insectes) ainsi
que pour traiter plusieurs et différents problémes liés au systéeme nerveux ,le choléra,
I' hépatite virale , I' haleine , le mal d’humeur, et des maladies causées nominale des
parasites intestinaux des vertiges et des problémes sexuels ,autres problémes a titre
d’exemple(circulatoires , gynécologiques) d’autre part y’a I’association de cette
derniére avec d’autre huiles essentielles . De plus, elles présentent des propriétés
bactéricides (Scherer 2013) ; alimentaire. Récemment des chercheurs du domaine des
huiles essentielles provenant d'especes de Mentha ont confirmé ’lhypothéese qui dit
que la mentha spicata possede une forte activité : antioxydante - anti-inflammatoires -
cytotoxique et anti-cancéreuses - antivirales — antibactérienne et antifangique

(Martins 2012 ; Brahmi et al ; 2012).
5-8-1-Activités Antioxydante :

Une recherche récente effectuée par (Brahmi et al., 2016), a conclut que
I’extrait éthanolique et hexanique de Mentha Spicata révele une richesse en composés
phénoliques et posséde une activité anti-radicalaire élevée (DPPH, ABTSe+ et super
oxyde). De plus, une autre étude faite par un chercheur qui a montrer que P'extrait
éthanolique de Mentha spicata permet I’inhibition du radical DPPH a une 1C50 de 12 pg

/ml par apport a la BHT qui présente une IC50 de 5 pg/ml ; ce que donne que I’extrait
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éthanolique de Mentha spicata posséde une forte capacité antioxydante. (Brahmi et

al., 2016),
5-8-2 Activités Anti-inflammatoires :

La mentha spicata est largement utilisée comme médicament en médecine
traditionnelle parce quelle posséde une propriété anti-inflammatoire, donc son lextrait
méthanolique a aussi une propriété anti-inflammatoire , selon une étude récemment
faite ;Une autre étude faite chez des rats par (Arumugam et al., 2008) ont évalué, in-
vivo, I'activité antiinflammatoire des extraits aqueux du chloroforme, d’éthyle acétate
et héxanique de I’espéce Mentha spicata . et ils ont montré que les deux extraits,
aqueux et d’éthyle acétate sont les plus efficaces dans la réduction de I'inflammation

aigue et chronique chez les rats.
5-8-3Activités cytotoxiques et anti-cancéreuses :

L’effet de la menthe dépasse certains seuils car elle a une variété d’utilité selon
Plusieurs études qui ont indiqué qu’elle contient des composants avec des propriétés
cytotoxiques, ce qui pourrait étre utile dans le développement d’agents anticancéreux.
Par exemple, les extraits des especes Mentha arvensis et Mentha spicata . ont
marqué aussi qu’elle a un effet antiprolifératif pour des cellules cancéreuses, in vitro

(Sharma et al., 2014).
5-8-4Activités antivirales :

Aussi la mentha spicata touche la virologie s’attachant a plusieurs études qui
servent a montrer qu’elle posséde des propriétés antivirales qui ont été approuvées
pour plusieurs espéeces de menthes. Les huiles essentielles de Mentha spicata ont été
évaluées pour leurs activités antivirales contre ’herpés simplex de type-1 (HSV-1) et la
para-influenza de type-3. Les deux huiles ont exhibé une activité antivirale plus forte

contre I’herpés HSV-1 (Orhan et al., 2012).
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5-8-5Activités antibactériennes et antifongiques :

Selon plusieurs tests sur plusieurs et différentes bactéries et différents
champignons; la menthe présente une activité antibactérienne et autre antifongique
(Brahmi et al., 2016 ; De Sousa Barros et al., 2015 ; Riahi et al., 2013 ). Les huiles
essentielles des menthes possédent une activité antibactérienne vis-a-vis des souches
pathogenes a ’homme, aux plantes et aux aliments (Hussain et al., 2010). Les études
portées sur I'activité antibactérienne ou antifongique des extraits de menthes restent
clairement inférieures aux huiles essentielles. cependant , les extraits de menthes ont

noter un pouvoir antibactérien ,et un pouvoir antifongique (Hussain et al., 2010 )

D’autre étude récente mené par (Barchan et al;2015) ont démontré par la
technique de diffusion en puits que les souches Listeria monocytogenes 4031,
Enterococcus hirae 4081, Staphylococcus aureus 976 sont sensibles vis-a-vis des
extraits méthanoliques des feuilles de Mentha spicata L avec des diametres supérieurs

atz2mm.
5-9 Toxicité de la menthe :

Comme toute substance la menthe a des effets indésirables dans certains cas
méme —ci  son huile essentielle peut provoquer des brilures d'estomac. Par
exemple, la menthe poivrée peut irriter les muqueuses de la bouche et de rares cas
d'allergie cutanée a la menthe ont été rapportés (Société Canadienne de Recherche

sur les PSM).

Le menthol est moyennement toxique, son utilisation est contre-indiquée chez

I’enfant (Galeotti et al ; 2002).

la Menthe pouliot a causé des cas de toxicité rénale et hépatique, des
convulsions, des dommages neurologiques (AMPD. 2007)’huile essentielle de Mentha

spictata s’est montrée inefficace aux faibles doses (Galeotti et al ; 2002).
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Figure 16 : feuille de mentha spicata (Dani ;2010)
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1-définition :

Les microorganismes néfastes colonisent tous type de nos aliments, depuis long
temps, des chercheurs ont donné plusieurs solutions pour lutter contre ces malfaiteurs
mais généralement sans avoir un effet efficace ; cependant la théorie d’utilisation de
certaines substances bioactives de nature végétale a donné une certaine efficacité
c’est la phytothérapie, (Murugesan et al. 2015; Lillehoj et al. 2018, Begum et al. 2020;
Alagawany et al. 2020; Luo et al. 2020). parmi les meilleurs substances bénéfiques a la
santé on donnant celles qui sont dans la Syzygium Aromaticum. (Bhavaniramya et al.

2019; Devkota and Adhikari-Devkota 2020)

Cette derniére est nommée L’ile aux épices , elle a mise en place pour la premiére

fois en Est d’Indonésie dans une petite ile ( Kamatou et al ; 2012)

Syzygium Aromaticum est le genre le plus connu de la famille des Myrtaceae ,

elle contient 1200 a 1800 d’especes de plantes a fleurs (Cock et Cheesman ;2018 )

Figure 17 : plante de Syzygium Aromaticum (Ajobiewe et al ; 2022)

46 |Page



Partie Il. Synthése bibliographique

2- Classification :

Tableau 4 : classification taxonomique de Syzygium Aromaticum (Kaur et Kaushal ; 2019)

Type Plante

Régne Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Myrtales
Famille Myrtaceae
Genre Syzygium
Espéce Aromaticum

3- la plupart composantes bioactives de Syzygium Aromaticum :

Le composant majeur du clou est I’Eugénol de plus de 9381.70-14,650.00 in
mg/100 g par plante , aussi la présence des composants phénoliques comme les
favonoides , les acides hydroxycines, les acides hydroxybenzoiques et

I’lhydroxyphényl propane ( Neveu etal;2010)
4- Aux extraits de Syzygium Aromaticum :
Les plus abondants sont :
4-1- la quercétine :

Est un composé organique de la famille des flavonoides , Ci15H1007 est le
métabolite secondaire qui se trouve dans le clou avec une concentration de

(29.71 mg/g) (Adefegha et al ;2016)
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4-2- la quercitrine :

Est le métabolite secondaire , organique de la famille des flavonoides comporte
un hétéroside de flavonol c’est le C21H20011 , se trouve dans le clou avec une

concentration de (30.26 mg/g) (Ryu et al ;2016)
4-3- la kaempféol :

Aussi c’est composant organique des flavonoides C15H1006, se trouve dans le

clou par une concentration de (20.47 mg/g) (Ryu et al ;2016)
4-4- Acide Chlorogénique :

C’est un composé phénolique du café, estle C16H1809, dans le clou avec une

concentration de (20.13mg/g) (Ryu et al ;2016)
4-5- acides caféique :

Le C9H804, un composé organique présent dans tous les végétaux et dans le

clou par une concentration de (13.98mg/g) (Ryu et al ;2016)
5-Huile essentielle du Syzygium Aromaticum :

Lorsqu’on parle d’une huile essentielle de Syzygium Aromaticum ¢a signifie
presque I’eugénol ce qui présente le composant majeur et dominant de clou de girofle
par ( 80%) , principalement le total du huile est de (15 a 20% ) et d’acétate d’eugénol
de (10a15%) et de PB-caryophyllene (5-12%), de plus le méthylamyl cétone, salicylate
de méthyle, acide gallotannique , d-humulene, ’acide B-humuléne crategolique et le

benzaldehyde donnant de I'arome (Mittal et al ;2014)

La forme en poudre du clou est composée de sucres solubles totaux
(32% ); des protéines ( 6.91 %); des fibres (14.37 %); matiére grasse ( 6 %) ,
avec la présence de certains minéraux comme le calcium (5040 mg/kg),
magnésium (2504 mg/kg),  phosphores  (1504.5 mg/kg) et le  sodium
(244.45 mg/kg) (Idowu et al ; 2021)
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Figure 18 : structure chimique de I’eugénol (Solomon et al ; 2021)

6- caractere de cette huile :

Le plus connue que Ihuile essentiel de clou donne un bon rendement
par cycle selon le principe d’hydrodistillation , on obtiendra une quantité
considérable du huile , une porosité ordonnée , une compacité , une flexibilité

et il se caractérise par une sensibilité a la différenciation du pH ( Elena 2022 et

al;2022)

Tableau 5: composées phytochimique de Syzygium Aromaticum (Jasica et al ;2022)

Groupe

Syzygium Aromaticum

Huile essentielle

Eugénol

Sesquiterpéne bi cyclique

B-caryophyllene

Composants phénoliques

Vanillin, Eugenitin, Eugenin

Tri terpéne

L’acide Crategolique (acide Maslinique )

Flavonoides

Kaempférol, Rhamnetin, Myricetin

Acide phénolique

L’acide Gallique

Acides gras

Omega-3

Tanins

Bicornin, acide gallotannique , méthyl salicylate

Triterpanoides saponine

Acide Oléanolique

Stéroides

Stigmastérol, and campe stérol

C-glycosides

Bi florin, Isobiflorin

7- Application :
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7-1- Activité antimicrobienne :

Le Syzygium Aromaticum est parmi les meilleures antimicrobiens , il a une forte
capacité de défendre, inhibe la croissance, le métabolisme et la réplication , méme de
tuer les microorganismes , et utilisé pour le contrble de contaminationpar les
microorganismes; il a un grand impact en microbiologie et en médecine en

développant la culture des antibiotiques (Doublet et al ; 2003 )
7-2- Activité anti-inflammatoire :

Le clou est un excellent anti inflammatoire grace a ¢a nature et ses composés
phytochimiques bénéfiques , il peut réduire I'inflammation quelque soit la nature ou le
tissus enflammé , a I'aide de I’eugénol qui va agir en provocant un signal aidant le

systéme immunitaire (Han & Parker, 2017)
7-3- activité antioxydante :

Le Syzygium Aromaticum diminue les réctions d’oxygénation et surtout au
niveaux des radicaux libres c’est parce que ces radicaux peuvent endommager les
cellules et vont causer des pires maladies donc c’est fort antioxydant (Kasai et al.,

2015).
7-4- Activité antitumorale :

I’ éthyle acétate du clou est connue comme un antipolifératif des
cellules endommager , aussi y’a un acide éleanolique présent dans [I’éthyle
acétate qui va cesser le cycle cellulaire conduisant a une appoptose (Liu et

al ;2014)
7-5- Activité Analgésique :

Le clou est un analgésiant trés utilisable , il calmes les douleurs de la dent ,
I’articulation et lors de la chirurgie ; ce mécanisme est dépend de ’activité des canaux

de chlorure et calcium (Cortés-Rojas et al. 2014).
7-6- Propriétés hépathoprotectrice :
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Le clou est considéré comme un hépathoprotecteur dans le foie intoxiqué par le

paracétamol a I'aide des extraits et du éthanol (Vriens et al ;2008)
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Matériel et méthodes :

1. Matériels biologiques :
1.1. Matériel végétal:
Le matériel végétal consiste deux types de plantes :

a. La menthe verte (mentha spicata) : a été récolté dans la région de Sidi Maamar de la Wilaya de
Saida, I'identification de I’espéce est réalisé par docteur Aouage, aprés le récolte de la plante on a
enlevé I'impureté et fait un séchage complet dans un endroit ombre et sec pendant 15 jours, une

fois la menthe est séchée on a fait un broyage juste une cassure des feuilles, puis stocké dans des

boites pour I’extraction.
F

Figure 19 : Mentha .Sfrait.La menthe verte broyé
b. Le clou de girofle (syzygium aromaticum) : disponible en marché tout au long de I’'année, on a
bien choisir les graines de clou qui sont de couleur marron claire et une odora tres fort. aprés un
broyage complet a I'aide d’un broyeur électrique,puis la poudre de clou est stockée dans des

boites bien fermées pour I’extraction.
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Figure 20 : les bourgeons de clou de girofle la poudre de clou de girofle
2.2. Extraction des huiles essentielles :

a. L’extraction de [Ihuile essentielle deMentha spicataest réalisé par la méthode
d’Hydrodystillation : le protocole de cette technique consiste a immergé3og de poudre de la menthe
avec 500 ml d’eau distillé dans unfiolejaugée thermorésistante, avec une température non déterminer
s’augmente successivement jusqu’au I’ébullition pendant 3 heures. La vapeur émise sera condensée
grace a un systéeme de refroidissement a eau, puis elle sera collectée dans un flacon opaque. A la fin de
I’expérimentation le liquide collecté est mis dans une ampoule a décanté afin de séparer les deux phases

(aqueuse et organique) pour obtenir I’huile essentielle(Benayad, 2008 ; brahmi, 2020).

c. Montage d’hydro distillation b. Ampoule a décanter
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d. LU’extraction d’huile essentielle de Syzygium aromaticum :

Aussi la méme technique d’hydro-distillation , le protocole consiste d’immerger 20g de clou de
girofle (la partie utilisée de la plante sont les boutons floraux ) broyés avec 250 ml d’eau distillé dans un
ballon thermorésistante avec une température modérée qui augmente successivement jusqu’aux
’ébullition par un chauffe ballon , jusqu’a recueillir environ 80 ml de distillat , A la fin de
I’expérimentation le liquide collecté est mis dans une ampoule a décanté afin de séparer les deux phases

(aqueuse et organique) pour obtenir ’huile essentielle(Merve, llikay , 2019) .
2. La conservation des huiles essentielles :

L’huile essentielle extraite est conservé dans un flacon en verre bien fermé et recouverte par un
papier d’aluminium pour le protéger de la lumiére et de I'aire dans une température de 4°C (a

I’obscurité) (Shamas et al., 2011).

3.Détermination de rendement des deux huiles essentielles :

Le rendement des huiles essentielles extraites est défini par le rapport entre la masse de I'huile
extraite et la masse du matériel végétal utilisé (Bssaibis etal., 2009; ADLI, 2014). Ces taux sont de 0.15%
pour Mentha spicata et de 12.70% pour Syzygium aromaticum .la formule est exprimé en pourcentage (%)

est calculé par la formule suivante:

R (%) = (M

R :rendement en huile essentielle.

M, : quantité d’huile extraite exprimé en gramme (g)

M, : quantité de la matiére seche utilisée pour I’extraction exprimée en gramme (g).
4.Animaux d’expérimentation :

Dans notre expérience le modele d’animaux choisi c’est les rats albinos de la souche Wistar,pesant
entre 200 a 300 g *50 g,accueillirau niveau de I’animalerie du département de biologie (Université de

Saida) et soumise un cycle de lumiere constant 12 h (lumiére/obscurité), dans une salle ventilée.
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Les rats sont regroupés dans des cages avec un accée libre a la nourriture et 'eau et a une

température de 21°C + 1°C.
4.1. LA répartition des groupes :
En premier lieux nous avons divisé les 30 rats en 4 groups selon leurs poids corporels :

Groupe 01 : consiste le Lot T (Témoins) : recueil 6 rats de poids corporel entre 300 a 350 g, qui ne

recoit que de I’eau et de la nourriture.

Groupe 02 : consiste le Lot OTA :les 6 rats sont de poids corporels entre 250 -280 g + 20g,recevant de la
solution d’OTA (a été acheté deSIGMA-ALDRICH; PHR1537-1G, Lot: LRAC0364, Oxytetracycline;
pharmaceutical Secondary Staandard-united states) avec une dose de: 289 ug /kg /p.c.par voie intra-
péritonéale solubilisé dans 1M de NAHCO3 chaque 48 h pendant 12 doses ( deux semaines )

(Belmadaniet al.1998,Elling etal. , 1985) .
Groupe 03 : consiste les lots traités :

Lot ITM (OTA-HE de Mentha spicata) : recueil 6 rats de p .corporel entre 280 -300g * 20g, qui
sont intoxiqué par OTA et traité par I’huile essentielle de la menthe verte (0.1ml /Kg/p.c.) dilué dans 4oyl

d’eau physiologique avec des gouttes de TWIN 8o (BRAHMI, 2020).

Lot ITC (OTA-HE de Syzygium aromaticum): collecte 6 rats de poids corporel entre 300-315 g *
5g, intoxiqué par 'OTA et traités par L’HE de clou de girofle avec une dose de 0.1ml/Kg/p.c.dilué dans

4opl d’eau physiologique avec des gouttes de TWIN 80 (ADLI, 2014) .
Groupe 04 : consiste € lots témoins traités :

Lot TM (Témoins traité par ’HE deMentha spicata) : collecte 6 rats de poids corporel entre 310-
330 g * 5g, ces rats recoivent ’HE de Mentha spicata par une injection intra-péritonéale (0.1ml/kg)dilué

dans 4opl d’eau physiologique avec des gouttes de TWIN 80 .

Lot TC (Témoins traité par I’HE de Syzygium aromaticum) : recueil 6 rats avec de poids corporel

entre 330-340 g + 5g, qui recoivent de L’HE de Clou de girofle avec le méme protocole.

56|Page



Partie Ill. Matériel et méthodes

Elevage
Rat intoxiqué par Rats traites par I'HE Rats temoins
o ///‘7 e
Rats ITC Rats ITM | RatTémoins | p o 7c RatsTM

I S R B

|

Période experimentale

Testes
neurocomportementaux
Sacrifice
Prélevements Prise de sang
d’organes
o Pl
Rein, foie, Os et
Histologie : DD?ESEE
biochimiques

Figure 21: un Diagramme qui résume la Chronologie du protocole expérimental.
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5. Sacrifice:

A la fin de ’expérimentation les rats sont sacrifié le matin par décapitation et cela apres exposé les
rats a le chloroforme avec une dose de (50 ml d’eau distillé avec sml de chloroforme), le sang récupéré
dans des tubes héparines afin d’effectuer les analyses biochimiques, ensuite le corps de "animale est
ouverte, les organes (os, foie et rein) sont soigneusement prélevée, rincé avec du I’eau physiologique
(NacCla 0,9%) froid, seéche puis mesure et pesée. Lesorganes sont fixés dans du formol a 1/10éme pour but

de les étudies ultérieurement par les techniques histologiques. (Ait hamadouche, 2009 ; Brahmi, 2020).
6. Evaluation de poids corporel et poids des organes (Rein, Foie, Os)

L’évaluation du poids corporel se réalise avec une pesée quotidienne des rats durant toute la

période d’expérimentation, le poids des organes des Sinc lots a été enregistré aprés le sacrifice.
7. Observation macroscopique :

Aucune mortalité n’a été enregistrée durant la période d’expérimentation, aussi une perte de

poids trés observable marqué chez les rats intoxiqués avec une baisse dans la prise alimentaire.
8. Tests biochimiques:

Avant chaque test les cages des rats sont placées dans la salle d’expérimentation afin de

s’habituent a cette nouvelle environnement.
8.1. Dosage de la glycémie :

La méthode utilisée pour le dosage de la glycémie est une méthode colorimétrique(Kit
SPINREACT). Le glucose oxydase (GOD) catalyse I'oxydation du glucose sanguin en acide
gluconique en formant le peroxyde d’hydrogeéne (H, O, ). Ce dernier est détecté par le phenol-
aminophenazone avec la présence de la peroxydase (POD).

»

Glucose + O, + H,0 w2 " Acide gluconique + H,0,

[

POD

H,O, + le phénol + aminophenazone Quinone + H,0

La densité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration du glucose dans

I’échantillon, calculé par un spectrophotomeétre a une longueur d’onde de 505nm.

58|Page



Partie Ill. Matériel et méthodes

8-2-Exploration de la fonction rénale :
8-2-1. Dosage de I'urémie :

L’urée sanguine est hydrolysée enzymatiquement en ammonium (NH*") et dioxyde de carbone
(CO,). l'ion ammonium former entre en réaction avec salicylate et hypochlorite (NaClO), dans la

présence du catalyseur Nitroprusside pour former 'indophénol de couleur verte, le Kit utilisé est

(Chrono Lab).

< urease 4|+
Urée (NH*), +CO,

NH*"+ Salicylate + NaCIQ"RM=%  |ndophénel 5
L’intensité de la couleur est mesurée par un spectrophotomeétre a une longueur d’onde de 58onm.

8-2-2. Dosage de la créatinine :

La méthode utilisée pour le dosage de la créatinine est une méthode colorimétrique (Kit
Chronolab). La Créatinine réagit avec le picrate alcalin en produisant une coloration orangé.
L'intensité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration de la créatinine dans

I’échantillon, la densité optique est mesurée par un spectrophotométre a une longueur d’onde de

492 nm.
Exploration de la fonction hépatique :
8.4.1. Dosage des transaminases (TGO-TGP) :

L’aspartate aminotransférase ASAT (TGO) et [Ialanine aminotransférase ALAT (TGP), font
partie d’'un groupe d’enzymes, les aminotransférases ou transaminases, qui catalysent la

transformation réversible des acides a -cétoniques en acides aminés par transfert

de groupes amines.

L. Aspartate + a-cetoglutatate %

Oxaloacétique + L. glutamate.

Alanine + a-Cetoglutate =~ —Pyruvate  glutamate.

59|Page



Partie Ill. Matériel et méthodes

L’'intensité de la couleur est proportionnelle a la concentration de ces enzymes dans le sang,

A

calculé par un spectrophotomeétre a une longueur d’onde de 505nm a P’aide d’un( Kit Chronolab).
8-2-3 Dosage de la bilirubine :

Dans le dosage de la bilirubine totale, bilirubine est couplée avec |'acide sulfanilique diazoté en
présence de caféine pour donner un colorant azoique. L’intensité de la coloration est mesurée a 578 nm,

elle est directement proportionnelle a la concentration de I’échantillon (Kit Chronolab).

8-2-4. Dosage de la phosphatase alcaline (PAL) :

Nous avons utilisé la technique de colorimétriques pour le dosage de la PA, cette technique est
basée sur la libération de phénol. Le p-nitrophényl phosphate est scindé par les phosphates alcalines en
phosphates et p-nitrophénol .La concentration en p-nitrophénol libérée est proportionnelle a I’activité de

la phosphatase alcaline et est mesurée a une longueur d’onde 450 nm (Bablok et al ,1988).
8-2-5 Dosage des triglycérides :

Nous avons utilisé la méthode Fossati (1974) pour le dosage les triglycérides dans le sérum
respectivement. Elles reposent sur le dosage enzymatique du glycérol libéré aprés hydrolyse des
triglycérides des lipoprotéines par la lipase.

‘_>
TG+3H20 “P®*¢  Glycérol +3AG

Glycerol + ATP “* Glycérol-3-phosphate+ ADP
—_—
Glycérol-3-phosphate+ NAD ~ **P DHAP+ NADH.H*

Elle est effectuée a pH = 9,4 en présence de magnésium et d’hydrazine. On lit I’absorbance a

34onm.
8-2-6. Dosage de Cholestérol :

Nous avons utilisé la méthode de Thomas, 1992 : Une premiére réaction fait en sorte que les esters
de cholestérol sont hydrolysés en cholestérol libre par un cholestérol estérase. Le cholestérol qui est

entierement libre réagit avec I'oxygéne en présence de cholestérol oxydase pour donner de la
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cholesténone (I’hydroxyle en position, devient cétone) et du H,0,. Le peroxyde formé est réduit en H,0

par un indicateur en présence de peroxydase (on mesure la quinone-imine produite a 500 nm).
Cholestérol estérase : (stérides + cholestérol libre) + H,O — cholestérol total libre
Cholestéroloxydase :cholestérol total libre + O, — Cholestéenone 4 one 3 + H,0,Peroxydase:

2H,0, + Chromogene Incolore — 4 H,0 + Chromogeéne coloré.

8-2-7 .Dosage de I'albumine :
Le dosage de I’'albumine est effectué par la méthode colorimétrique (Kit BioSystems).

La réaction de I"albumine avec le vert de bromocrésol en milieu acide, donnant lieu a un complexe

coloré quantifiable par spectrophotométrie a une longueur d’onde de 630 nm.(ADLI ;2014)
8-3- Etude hématologique :

Aprés le prélevement de sang, on la centrifugation (3000 r/mn Les dosages a été réalisées (FNS),
Etude statistique des résultats adapté a une analyse quantitative statistique de dosage des éléments
sanguins ; on utilisant tube EDTA est utilisé pour les paramétres hématologiques (hémoglobine (Hb),
hématocrite (Hte), volume globulaire moyen (VGM) et concentration corpusculaire moyenne

d'hémoglobine (CCMH) et des lames et lamelles pour la réalisation d’un frottis sanguin (Taleb et al ;2014)
9- Etude histologique des organes (Foie-Rein):

Ce travail a été réalisé au niveau du Laboratoire de Pathologie (Cytologie et d’Anatomie) au niveau
du CHU Hassani Abdelkader de Sidi Bel Abbes et institut des sciences vétérinaires a université de Tiaret.

Les organes prélevés (foie, rein) sont soumis préalablement aux différentes étapes qui sont :
9-1. Fixation :

La fixation est immédiate aprés le préléevement pour empécher une putréfaction (altération
microbienne) du tissu ou par autolyse (destruction tissulaire par les enzymes qu’il contient en lui-méme),

ainsi garder les constituants cellulaires ou tissulaires dans un état aussi voisin que possible de I’état
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vivant. Le volume du fixateur doit étre 20 a 50 fois celui du prélévement. Les organes séjournent 24 a 48

heures dans le fixateur et doivent étre totalement immergés (Brahimi ; 2019).
9-2. Inclusion (circulation):

L’inclusion a pour but d’empécher la fragmentation des tissus et d’enfermer le prélévement dans
une substance qui le pénetre et linfiltre. Les tissus acquierent ainsi une consistance qui permet
d’obtenir des coupes minces au microtome. La paraffine n’ayant pas davantage soluble dans les alcools,
il faut ensuite passer le fragment déshydraté dans un milieu intermédiaire, soluble a la fois dans I’alcool
et la paraffine (par exemple acétone, toluene, xyléne, chloroforme...) La déshydratation permet
I’élimination d’eau d’organes en les plongeant dans I’alcool pendant un temps suffisant a degré
croissant : alcool a 70° (acétone I) pendant 45 minutes , alcool 90° pendant 45 minutes et alcool absolu
100° pendant 45 minutes. Toutes les réactions ont lieu dans des bacs fermés hermétiquement dans un
lieu bien aéré ou sous haute aspirante a une température ambiante sauf le paraffinage a 56 C° ensuite
les blocs sont refroidis au congélateur. Un solvant de la paraffine est destiné a chasser I'alcool par trois
bains successifs de toluéne ou de xylene pendant 45 minutes. A la sortie du dernier bain de paraffine,
I’échantillon est déposé dans la paraffine fondue vierge que 'on coule dans des moules (cassettes
d’inclusions ou moules d’inclusion) ; puis on laisse refroidir la paraffine dans le congélateur. Le
refroidissement de cette paraffine améne sa Matériel et méthode 60 solidification en un bloc prét a étre

coupé. La durée totale de I'opération d'inclusion est de 24 a 48 heures. (Ait Hamadouche., 2009)
9-3 Coupe : étalement des coupes et coloration:

Le microtome permet d’obtenir des coupes dont I’épaisseur est de 3 a s5um. La coupe proprement
dite s’obtient par passage régulier de la piece a couper devant la lame du microtome. A chaque passage,
celui-ci enléve une tranche d'épaisseur réglable. Les rubans de paraffine obtenus sont plissés et doivent
étre étalés sur un milieu liquide 1égérement chauffé afin que les plis disparaissent et que la coupe
acquiére une planéité parfaite. Le collage des coupes se fait sur une lame de verre qui est recouverte
d’une solution d’albumine (2g d’albumine + 5oml de glycérine dans 1000 ml d’eau distillée) qui maintient
la coupe sur la lame. Sur chaque lame de verre porte-objet a gravé le numéro d’identification du bloc.
L’étalement de la coupe se fait sur une platine chauffante réglée a une température de 40°C; inférieure a
celle du point de fusion de la paraffine. Les coupes égouttées et mises dans des portoirs sont ensuite

séchées a température ambiante jusqu’au moment de la coloration. La paraffine est hydrophobe tandis
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que les colorants sont hydrophiles. C'est pourquoi la coloration des coupes comporte une étape de
déparaffinage et de réhydratation. Cette étape est assurée par une succession de bains, d’abord dans
deux bains d’un solvant permettant I’élimination de la paraffine (toluéne ou xylene) et ceci durant 10
minutes a chaque bain. Puis dans des alcools (éthanol) de titre décroissant, de 96° jusqu’a 50°durant
30secondes a chaque bain, enfin rincage a I’eau courante (1 minute) assurant la réhydratation finale.
Aprés réhydratation, la coupe est colorée, le but de la coloration est de renforcer le contraste et de
rendre plus évidents les différents constituants cellulaires et tissulaires ainsi que les substances
extrinseques. Les lames ont été colorées a la coloration de I’émalunéosine, c’est la plus simple des
colorations. Il faut alors procéder a la déshydratation, opération inverse de celle menée au début, avant
de pouvoir faire le montage, la déshydratation (éclaircissement) est réalisée en plongeant
successivement les lames dans deux bains de toluéne pendant 10 minutes. Apres coloration une goutte
d’Eukitt de montage est disposée sur les coupes, une lamelle est appliquée de facon a ce que la résine
recouvre I’ensemble de la coupe. Lors de la manipulation, aucune bulle d’air ne doit s’insérer entre la
lame et la mamelle. L Eukitt polymérise en une vingtaine de minutes mais on peut accélérer le processus

en placant la lame sur une plaque chauffante a 50°C ou simplement sur un radiateur.
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Résultats ET interpretation:

2. Lerendement en I’huile essentielle :
1-1-Syzygium Aromaticum :
Le mécanisme d’hydro-distillation de la matiere végétale S.aromaticum a

donné un rendement de 10, 60%.
1-2- Mentha Spicata :

L'huile essentielle de la Mentha spicata a était extraite par hydrodistillation, avec

un rendement de 0,15%.

2- Effet de ’OTA et du Syzygium Aromaticum et la Mentha Spicata sur le poids

corporel et les organes :

L'étude a porté sur la détermination du poids corporel et le poids des organes,
chez les rats adultes qui sont issus une intoxication au OTA durant la période

d’intoxication comparés aux rats témoins
2-1-effet de ’OTA

Les résultats du poids corporel montrent que les rats exposés a I'OTA
présentent une diminution significative (p<0,001) du poids corporel a celle des
animaux témoins durant la période d’expérimentation ce qui peut étre expliqué par

une baisse dans la prise alimentaire .

Les rats qui sont exposés a 'OTA et traités par I’ HEC et HEM présentent une
augmentation significative (p<0,001) du poids corporel par rapport aux rats intoxiqués
non traités (Tableau1 et 2 ). Nous avons enregistré une baisse significative dans le taux

de naissance chez les rats intoxiqués par rapport aux rats témoins

Les résultats trouvés chez les animaux intoxiqués révélent également une
baisse significative (p<0,001) dans le poids des organes ( foie, Os et rein) par rapport

aux témoins (Tableau ). Par contre, les rats qui ont été traités par 'HEC et HEM
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présentent une augmentation significative (p<0,001) des poids des organes étudiés par

rapport aux rats intoxiqués.

Tableau 6: Evaluation des parametres pondéraux des rats témoins, OTA, et traité

par HEC

Organes | OTA HEC OTA +HEC Témoin
Poids corporel(g) 245+0.048 400+0.48 315-+1.091 385-+0.48

Os 0.91%£9.02 0.94+0.006 | 0.86*00 0.78+0.002
Poids des organes

Rein 1.7£0.081 1.85+0.045 | 1.33£0.049 1.01£0.021

(8)
Foie 10.33+0.33 12.93+1.18 13.31+1.02 11.17£0.031

Tableau 7: Evaluation des parametres pondéraux

traité par HEM

des rats témoins, OTA , et

Organes | OTA HEM OTA +HEM Témoin
Poids corporel (g) 245+0.048 405+0.48 340%1.091 385+0.48

Os 0.91£9.06 0.94+0.004 | 0.89+0.005 0.78+0.002
Poids organes (g) | Rein 1.7£0.081 1.71£0.11 1.43+0.097 1.01£0.02

Foie 13.31£1.02 12.93%1.18 11.17£0.031 10.33+0.33

Les valeurs sont exprimées en moyenne = SEM (***: p<0.001, ** p :<0.01 ,*:

p<0.05).
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3- tests biochimiques
3-2-. Dosage de glycémie :

Les résultats montrent une augmentation significative du taux de la glycémie
chez les rats intoxiqués a ’'OTA (p<0.001), respectivement par rapport aux rats
témoins cependant I"'administration de HEC ,et HEM a permis d’enregistré une baisse

dans le taux de glucose (Figure 1 et 2)
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Figure 22 : Le dosage de la glycémie chez les rats adultes témoins, intoxiqués par
OTA , intoxiqués et traités a ’'HEC. Les valeurs sont exprimées en moyenne * SEM ;

(¥**:p<0.001);
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Figure 23 : Le dosage de la glycémie chez les rats adultes témoins, intoxiqués par
OTA , intoxiqués et traités a I’'HEM. Les valeurs sont exprimées en moyenne * SEM ;
(***:p<0.001);

3-3-. Fonction rénale :

L’analyse biochimique des biomarqueurs rénaux a la fin de I’expérimentation
a montré une élévation significative de la créatinine ,'urée et acide urique chez
les rats exposés par I'OTA comparés aux rats témoins. Ce qui montre que 'OTA
provoque un dysfonctionnement rénal (figure 3,4,5,6,7 et 8 ). Aprés un traitement par
HEC et HEM. on observe une nette correction des teneurs plasmatiques de la
créatinine chez les rats Préalablement intoxiqués.
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Figure 24: Le dosage de 'urée chez les rats adultes témoins, intoxiqués par OTA

, intoxiqués et traités a 'HEC. Les valeurs sont exprimées en moyenne = SEM;

(*:p<0,05)
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Figure 25: Le dosage de 'urée chez les rats adultes témoins, intoxiqués par OTA

A

, intoxiqués et traités a I'HEM. Les valeurs sont exprimées en moyenne * SEM;

(***:p<0,001)
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Figure 26 : Le dosage de créa chez les rats adultes témoins, intoxiqués par OTA,

intoxiqués et traités a ’HEC. Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM

69|Page



Partie IV. Résultats et discussion

20,00
18,00
16,00
14,00
12,00
10,00
8,00 T
6,00
4,00
2,00
0,00

Creatinine (mg/l)

T OTA Intox trt C Temointrt C 2

Lots

Figure 27:Le dosage de créa chez les rats adultes témoins, intoxiqués par OTA,

intoxiqués et traités a ’HEM. Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM
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Figure 25 :Le dosage de I’Acide urique chez les rats adultes témoins, intoxiqués
par OTA, intoxiqués et traités a ’'HEC. Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM

(p<0.001)
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Figure 26:Le dosage de I’Acide urique chez les rats adultes témoins, intoxiqués
par OTA, intoxiqués et traités a ’HEM. Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM

(p<0.001)
3-4- Exploration de la fonction hépatique :

L’analyse des marqueurs de la fonction hépatique , indique qu’au niveau
sérique I'activité de phosphatase alcaline, du bilirubine , de I’albumine ,de cholestérol
,de TGO , TGP et triglycérides sont significativement plus élevées chez les rats
intoxiqués par ’OTA vis a vis aux rats témoins .Le traitement par I'huile essentielle
de la plante S.aromaticum et M.spicata a permis d'observer une diminution
significative dans les activités du PAL et bilirubine comparée aux rats intoxiqués a

’OTA (figurede 9a 22 ).
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Figure 27 :Le dosage de bilirubine chez les rats adultes témoins, intoxiqués par

OTA, intoxiqués et traités a ’HEC. Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM ( *:

p<0.05)
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Figure 28:Le dosage de bilirubine chez les rats adultes témoins, intoxiqués par

OTA, intoxiqués et traités a ’HEM. Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM ( * :

p<0.05)
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Figure 29 :Le dosage du PAL chez les rats adultes témoins, intoxiqués par OTA ,

intoxiqués et traités a ’HEC. Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM (p<0.001)
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Figure 30 :Le dosage du PAL chez les rats adultes témoins, intoxiqués par OTA,

intoxiqués et traités a I’lHEC. Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM (p<0.001)
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Figure 31:Le dosage de ’Albumine chez les rats adultes témoins, intoxiqués par

OTA , intoxiqués et traités a I’HEC. Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM

(p<0.001)
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Figure 32 :Le dosage de ’Albumine chez les rats adultes témoins, intoxiqués par

OTA , intoxiqués et traités a ’'HEM. Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM

(p<0.001)
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Figure 33:Le dosage du cholestérol chez les rats adultes témoins, intoxiqués par
OTA , intoxiqués et traités a I’'HEC . Les valeurs sont exprimées en moyenne = SEM

(p<0.001)
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Figure 34:Le dosage du cholestérol chez les rats adultes témoins, intoxiqués
par OTA, intoxiqués et traités a ’'HEM . Les valeurs sont exprimées en moyenne = SEM

(p<0.001)
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Figure 35:Le dosage des Triglycérides chez les rats adultes témoins, intoxiqués

par OTA, intoxiqués et traités a I’HEC . Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM

(p<0.001)
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Figure 36 :Le dosage des Triglycérides chez les rats adultes témoins, intoxiqués

par OTA, intoxiqués et traités a ’THEM . Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM

(p<0.001)
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Figure 37:Le dosage des TGO chez les rats adultes témoins, intoxiqués par OTA

, intoxiqués et traités a ’HEC . Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM (p<0.001)

70,00

L X

60,00

50,00

40,00

TGO (UI/1)

30,00

20,00

10,00 .
0,00

T OTA Intox trt C Temointrt C2

Lots

Figure 38 :Le dosage des TGO chez les rats adultes témoins, intoxiqués par OTA
, intoxiqués et traités a ’HEM . Les valeurs sont exprimées en moyenne = SEM

(p<0.001)
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Figure 39 :Le dosage des TGP chez les rats adultes témoins, intoxiqués par OTA,

intoxiqués et traités a "HEC. Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM (p<0.001)
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Figure 40:Le dosage des TGP chez les rats adultes témoins, intoxiqués par OTA,

intoxiqués et traités a "THEM. Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM (p<0.001)
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4- étude hématologique :
4-1 frottis sanguin :
. L’étude microscopique par le frottis sanguin

Pour faciliter la compréhension de I'effet physiopathologique de I'infection chez
les rats adultes, des frottis sanguins ont été effectués. Nos résultats ont montré que
chez tous les rats infectés a ’OTA, on a remarqué la présence de nombreux agrégats
plaquettaires ou les plaquettes adhérent aux granulocytes , des thrombocytes due a la
présence d’'une thrombocytose (figure22) et la présence de nombreuses ékynocytes
qui peut étre d a I'effet de 'OTA de déformer les globules rouges. D’autre part les rats
intoxiqués traités surtout par I’'HEC (intoxiqué+HEC) et aussi par le HEM ont marqué
un nombre et une taille et une forme normaux des globules blancs, rouges et de
plaquettes. Nous avons observé une disparition des agrégats plaquettaires et des

ékynocytes grace a une correction par les huiles essentiels (figure 23).

Figure 41: Des frottis sanguins ont été observés a un grand grossissement (x

100), des rats intoxiqués , les fleches représentent la présence des thrombocytoses.
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Figure 42: Des frottis sanguins ont été observés a un grand grossissement (x

100),les fleches indiquent la présence des ékynocytoses.

Figure 43 : frottis sanguins par microscope avec un grossissement 100 ; des rats

témoins ( pas d’anomalies )
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Figure 44 : frottis sanguins ( observation microscopique grossissement 100 ) des

rats intoxiqués pat le HEC ( une simple correction )

Figure 45 : frottis sanguins (observation microscopique grossissement 100) des

rats intoxiqués traités par le HEM (effet efficace , une forte correction des anomalies )

81|Page



Partie IV. Résultats et discussion

4-2-FNS :

Pour bien connaitre I’effet de ’OTA sur les éléments figurés du sang ( hématies ,
leucocytes , hémoglobine ... etc.), et suivant des analyses de sang FNS on a remarqué
une augmentation significatives des GB , GB ,HGB ,PLT chez les rats intoxiqué par 'OTA
par rapport au témoins , et une diminution significatives de ces paramétres apres un

traitement a ’aide des huiles essentiels de deux plantes médicinales

Tableau 8: Comparaison des parametres hématologiques entre les rats :

témoins, témoins traités, intoxiqués(OTA)et intoxiqués traités a I’HEC.

GR.10%/
Le lot GB.103/pI HGB g/dI MCH FI PLT.103/pI HCT % TMH pg
pl
Témoi 7.43+0.0 16.93%0.0
7.08+0.02 12.95+0.03 7.05%0.03 451.50%0.87 39.25+0.10
n 1 5
Temoi 7.23%0.0 16.85+0.0
7.08+0.58 13.05+0.14 6.85+0.03 525.00+16.16 | 39.90+0.87
n trtC 1 3

OTA 12.70£0.12 8.19£0.4 | 16.02%0.31% | 6.65+0.14* | 1231.00+1.12¥ | 64.65+1.07* | 19.60%0.5

. 4 * * *% * 7
Intox
trtC | 8.4520.10%% | 7.78+0.5 | 14.06%0.15% | 7.00£0.04* | 724.60+2.6** 17.55+0.0
49.55%1.93%
* 6 * * * 9

Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM (*** : P<0.01, ** : P<0.01, *:P<0.05).
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Tableau 9: Comparaison des paramétres hématologiques entre les rats: témoins,
témoins traités, intoxiqués(OTA)et intoxiqués traités a I’HEM.
Le lot GB.10°/ul | GR.10°/ul | HGBg/dl | MCHFl | PLT.10%ul | HCT % TMH pg
Témoin
7.08+0.02 | 7.43+0.01 12.95+0.03 7.050.03 451.50+0.87 39.25+0.10 | 16.93+0.05
Témoin+HE | 6.80%0.51 7.13+0.01 13.03%0.12 6.78+0.03 | 519.00%#14.16 | 39.10+0.37 | 16.85*0.07
OTA 12.70+0.12 | 8.19+0.44 16.02+0.31 6.65+0.14 1231.00£1.12 64.65+1.07 | 19.60%0.57
*%% *% *%* *x%x *%
Intox trt M 8.12+0.12 7.66£0.56 14.01£0.15 6.95+0.02 724.60%1.7 49.35%1.42 17.25%0.05
*%% *% *% **%k *

Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM (***: P<0.01, **: P<0.01, *:

P<0.05).
5- Effet De I’ OTA sur I’architecture structurale des organes :
5-1- Effet De I’ OTA sur 'architecture structurale des reins :

Aucune [ésion macroscopique n'a été trouvée dans les organes systémiques des
animaux témoins et expérimentaux a 'autopsie, ce qui indique que I'OTA n'a pas causé

de dommages toxicopathologiques systémiques.

Des évaluations histologiques des tissus ont été réalisées chez les animaux témoins et
chez tous les animaux du groupe de traitement. Aucun changement histologique
significatif n'a été observé dans les groupes témoins traités a la menthe et au clou de
girofle par rapport aux animaux témoins.

Des changements histopathologiques ont été observés dans les reins des animaux
traités. Une néphropathie tubulaire 1égére a été observée dans le cortex rénal et était
caractérisée par des cellules épithéliales dégénératives (principalement dans la zone
paracorticale) avec une cellularité accrue et un dépot de matériel éosinophile dans la
lumiére des tubules proximaux. De plus, une infiltration graisseuse focale a été
observée dans les cellules tubulaires (Fig. 1, 2 et 3). Dans le méme groupe, une nécrose

83|Page




Partie IV. Résultats et discussion

tubulaire rénale Iégere avec des cellules épithéliales élargies avec un cytoplasme
vacuolaire et des noyaux pycnotiques et des touffes glomérulaires élargies (Fig. 2).

Des études histologiques de coupes rénales de groupes traités a la menthe et au clou
de girofle ont montré des tissus rénaux trés comparables a ceux des groupes témoins

(Fig. 4).

Figure 46 : Photomicrographie de Iésions des tissus rénaux. Légeére néphrose tubulaire
dans le cortex avec dégénérescence des cellules épithéliales (fleches) avec
augmentation de la cellularité (astérix) et infiltration graisseuse focale (téte de fleche)
dépdt de matériel éosinophile dans la lumiére des tubules proximaux.40x
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Figure 47: Photomicrographie de lésions des tissus rénaux, H&E. Légere néphrose
tubulaire dans le cortex avec léger infiltrat de cellules inflammatoires périvasculaires et
hypertrophie des touffes glomérulaires avec dégagement de I'espace de Bowman

dans certains glomérules (fleche).100x
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Figure 48 : Photomicrographie de Iésions des tissus rénaux, H&E. Légére néphrose

tubulaire dans le cortex avec dégénérescence des cellules épithéliales (fleches),
infiltration graisseuse focale (téte de fleche) dépot de matériel éosinophile dans la

lumiére des tubules proximaux (étoiles).400x
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Figure 49 :Photomicrographie de Iésions des tissus rénaux, H&E. Architecture tissulaire

rénale normale du groupe traité a la menthe.100x
5-2- Effet De I’ OTA sur 'architecture structurale de foie :

Des évaluations histologiques des tissus ont été réalisées chez les animaux
témoins et chez tous les animaux du groupe de traitement. Aucun changement
histologique significatif n'a été observé dans les groupes témoins traités a la menthe

et au clou de girofle par rapport aux animaux témoins.

Les coupes de foie du groupe OTA ont montré de multiples foyers de nécrose
cellulaire. Le cytoplasme des hépatocytes est apparu opaque et plein de particules
granuleuses. Il n'y a eu aucun changement histopathologique significatif dans le foie

de tous les groupes expérimentaux traités.(figure 31)
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figure 31: Photomicrographie de Iésions tissulaires hépatiques, H&E. Plusieurs foyers

de nécrose cellulaire (fleches) avec hypertrophie des hépatocytes et espaces
sinusoidaux presque supprimés. Les hépatocytes superficiels ont montré des noyaux

pycnotiques (astérix) et une apoptose.100x
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5-3-Discussion OTA:

Les mycotoxines comme métabolites secondaires contaminent notre environnement,
stimulant des complications sanitaires graves, touchent I’alimentation (céréales,
thé,café, fromage, ceufs ,fruits , légumes ...etc. ), eau , et comme polluants
environnementaux (Pinotti et al, 2016), la plus mycotoxine abondante est

I’ochratoxine A (Khataee et al ;2021).

L’ochratoxine A est la mycotoxine la plus répondue, produite par différentes especes
d’Aspergillus et de Penicillium , elle contamine les aliments de nature animale et/ ou
végétale (Vlachou et al., 2022) a la suite va provoquer de néfastes et différentes
toxicités au niveau de plusieurs tissues et organes, on distinguant la néphrotoxicité
, hépathotoxicité , cerveau (neurotoxicité ) (Gan et al., 2017¢; Tao et al., 2018) , des
probléemes au niveau du sang et ses compositions (hématies , leucocytes ...etc. )
immunotoxiques et cancérogénes (Mohammedi et Mohammedi; 2014 ); elle a aussi

un effet surles muscles et le tissue adipeux (EFSA. 2020, Bhatti et al., 2019)

Plusieurs études ont été récemment faites pour analyser les effets possibles de
I’OTA sur le corps contaminé , car elle représente une source de dangereuses
pathologies méme si avec des faibles doses et parmi les caractéres favorisant la vaste

contamination de tous types de tissus est la thermostabilité (Wang et al., 2019).

Pour lutter contre cette toxine , des chercheurs ont appuyés sur la nature et ce qu’elle
produit , comme substances a effet thérapeutique , ont trouvé des matieres de
natures végétale comme la Mentha Spicata et le Syzygium Aromaticum , aprés
d’extraite leurs huiles essentiels , on parle de la phytothérapie , ces dernieres plantes
médicinales ont des nobles effets sur la santé et la protection des tissus(Akbari et al

;2014)

Mentha spicata est une plante médicinale étonnante, de vaste effets bénéfiques et de
différentes applications dans différents domaines biologiques (antigongiques
,antibactériens ...etc.) elle se compose d’ environ 31 composés en premier lieu les

monoterpénes oxygénés (90%) sont les composants majoritaires  aussi des
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hydrocarbures sesquiterpénoiques de6% et monoterpénoiques 3% (Ali-Shtayeh et al.,
2019) , cette différenciation en composant est la clé de I'éfficacité du Mentha ( Brahmi

etal ;2021)

Syzygium Aromaticum est le riche huile essentielle des plantes médicinales caril est
formé de beaucoup de composés différents sont : eugenol (49-87 %), B-
caryophylléne (4-21 %) et I'acétate d'eugényle (0.5-21 %). D’infimes quantités de a-
humuléne sont également présentes, ainsi que des traces (< 1%) de 25 a 35 donnant un

bon rendement et facilement a obtenir (Adli;2015)
5-3-1-Le rendement de ’huile essentielle

L'huile essentielle de la Mentha spicata a était extraite par hydrodistillation, avec un
rendement de 0,15%. Brahimi et al (2020) ont obtenu un rendement de 0,83% tandis
que Priscilla et al.,(2010) ont obtenu une valeur de (0,23+0,04%) et (0, 60+0,06-%)
respectivement. Aussi Boukenna et al (2007) ont obtenu un rendement de 1,04%. Cette
différence de rendement peut étre attribuée a plusieurs facteurs dont, la météo et
I'origine géographique de |'espéce, la période de récolte, le temps de séchage et la
technique d'extraction des huiles essentielles (Brahimi et al., 2020 ; Karousou et al.,

2005).
5-3-2- Effet de I’Ochratoxine A sur la croissance des rats

L’OTA est considérée toujours comme la mycotoxine la plus répondue et néfaste
méme si par une exposition a faibles doses, chronique et subchronique (Khan et al.,

2018)
Notre étude a signalé une augmentation significative du poids corporel

Selon une étude Egyptienne récente ; des chercheurs ont mesuré le poids avec deux
paramétres : le poids final (The final weight) (FBW) et taux de croissance spécifique
(specific growth rate) (SGR) (%/ jour) qui ont observé une diminution de ces deux

parametres apres l'intoxication par POTA contrairement au taux de conversion
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alimentaire (the feed conversion ratio) (FCR)) et ils ont noté une augmentation de

poids (Magouz et al ;2022 , Zahran et al., 2016).

Cette derniere étude montre l'effet de I’OTA sur la croissance, la survie, le
fonctionnement normale de l'organisme, le métabolisme, donc tous ces effets
négatifs sont en relation avec I'inhibition de la synthése protéique (Diab et al., 2018).
les groupes intoxiqués par OTA avaient une diminution significative du poids corporel
par rapport au groupe témoin selon le travail de Zhang et al.,( 2016)aussi selon une
étude récente par Fang et al ;( 2022) , ont confirmé cette idée selon une comparaison
entre le poids initial et le poids final aprés I'intoxication ,Une autre étude de Piao et
al ;2022) a argumenté la précédente hypothése concernant le poids corporel selon des
facteurs de croissances utilisés , ces résultats sont similaires a ceux de notre travail,
donc on a la signification parce qu’on a remarqué qu’aprés la 3 éme dose d’OTA une

chute de poids par rapport aux témoins dont I'intoxication était aigue.

La mesure du poids des organes sensibles a la toxicité de 'OTA est indispensable car
elle représente un indicateur de toxicité, intensité, seuil ...etc. Les organes sensibles

sont généralement : foie, rein, cerveau.

Selon I'étude de Jagdale et al ., (2020) par une dose réguliere de 28 jours de "OTA par
voie orale ont remarqué une simple différence ( diminution) de poids entre intoxiqué
et témoins c’est a cause de I'intoxication par voie orale et de la cause de la présence
de mécanisme de ’ADME (absorption, distribution , métabolisme , excrétion ) donc la
dose qui arrive a P'organe distributeur (foie ) est inférieure a la dose premiere
administré ; Par conséquent, on peut dire que nos résultats sont en accord avec ceux
de Jagdale et al ;(2020) qui ont montré les mémes résultats aprés une administration

de ’OTA par voie orale.

on a marqué une aussi augmentation (hypertrophie) de poids des organes (foie, rein
et 0s) qui peut étre expliqué par la présence des pathologies causés par I’OTA, et aussi

par I'activité du moelle causant I’lhyperproduction des hématies (Jagdale et al ;(2020).

91|Page



Partie IV. Résultats et discussion

Notre étude donne une augmentation du poids des Os; on est d’accord avec les
résultats d’étude de Fadl et al ;(2020) ; qui a indiqué la présence de ‘effet d’OTA surle
muscle dorsal qui se trouve sur I’Os coxal ; et aussi selon I’étude de Raj et al ;(2020)
ont fait preuve sur I'effet d’OTA sur I’Os par un levé de poids de I’Os chez les intoxiqué
en comparent par les témoins , et cette augmentation est aussi due a une
hyperactivité de la moelle osseuse pour produire plus des hématies qui va stimuler

une hypertrophie de la moelle donnant a la suite une augmentation de poids des Os
5-3-3-effets de 'OTA sur les paramétres biochimiques et hématologiques :

Nos résultats enregistrés suite aux analyses biochimiques entrepris au niveau sanguin

montrent une élévation significative du taux de glucose sanguin

Suivant I’étude de Eeza et al ;(2022) qui on remarqué une augmentation dans le taux
du glucose aprés une administration de 1 ug d’OTA.; Cela signifie que I’administration
chronique au un dysfonctionnement du métabolisme énergétique, cette
hyperglycémie est probablement la conséquence de la glycogénolyse hépatique et
musculaire ; Le test réalisé a fait preuve d’'une augmentation significative dans le taux
de glycémie dans les échantillons du groupe intoxiqué par I’OTA par rapport au
témoin. Ce dosage est réalisé en tant qu’un précurseur de stresse psychologique. La
glycémie augmente sous 'effet de ’Adrénaline en cas d’un stress signalé et pour but
d’assurer le transport du glucose et de I'oxygene a tous les organes du corps. L'OTA
génére une baisse de 25 % de la néoglucogenése rénale (qui constitue une des voies
majeures du métabolisme des glucides au niveau rénal) chez des rats traités a 2 mg
d’OTA/kg de nourriture pendant deux jours. Cet effet provient de I'inhibition par ’OTA
de la synthése d’ARN messager codant pour la phosphoénol pyruvate carboxykinase
(PEPCK). Une telle baisse d’activité de cette enzyme. Nos résultats sont en accord avec

ceux qui sont obtenue par I’étude de Eeza et al ;(2022)

Nos données présente une augmentation significative du taux d’urée, acide urique et

créatinine .
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De plus, les données obtenues en termes de teneurs sériques en urée et créatinine
révélent une corrélation entre 'OTA et leurs augmentations qui peuvent étre expliqué
par une augmentation de la dégradation des protéines totales qui reflete un
dysfonctionnement rénale, la créatinine , acide urique et I'urée dans le sérum étaient
significativement augmentées donnant une insuffisance rénale grave (Zhang et al.,
2016) , Ces résultats sont en accord avec les travaux de (Stoev et al. 2021) qui ont
montré que les cellules rénales ne sont plus capables de contrdler le processus
d’excrétion urinaire, car les reins sont parmi les organes les plus sensibles a I’'OTA , le
rein est un organe précieux indispensable pour notre survie, il contréle, corrige,
diffuse le sang, filtre, élimine les toxines, et tous ce qui est en relation avec ’excrétion
,on conclut que "OTA est un agent causal d‘une néphropathie interstitielle chronique
d‘étiologie indéterminée, du type néphropathie endémique des Balkans (NEB)(Stoev
et al. 2021).La créatinine est une protéine générée par les muscles dans le sang donc
éliminé par le rein et I'augmentation des niveaux de créatinine indiqué pour diminuer la

fonction rénale.
Notre maquette désigne une hausse des valeurs en phosphatase alcaline.

Les résultats obtenus ont observé un taux de PAL élevé par rapport au témoin,des
études ont noté que la Phosphatase alcaline est significativement élevé dans le
groupe a dose élevée par I’OTA, (Jagdale et al., 2020) chez les rats traités a I'OTA
pendant 14 jours, a travers nos études qui sont équivalentes a cette derniére étude et
donc une augmentation significative dans le PAL sérique suggére des dommages des

cellules du foie (Damiano et al., 2021).

Par ailleurs, nos résultats présenté dans notre étude ont montré une
hypercholestérolémie  une hypertriglycéridémie , qui font référent au mauvais

cholestérol chez les rats intoxiqués par rapport aux rats témoins.

nos résultats sont similaire au travaux de (ALAAA et SAHER MAHMOOD ;2020 )qui ont
trouvé une augmentation des taux des triglycérides et le cholestérol au niveau sanguin
apres I'administration d’OTA qui explique la présence des effets toxiques de 'OTA

comme les altérations du métabolisme lipidique , dilatation de la veine centrale et des
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sinusoides , hypertrophie des hépatocytes avec augmentation du volume de noyau ,
infiltration des cellules inflammatoires, perturbation des acides gras , provoquant une
phosphorylation donant le phénomeéne de stréatose hépatique , hyperlipidémie et
accumulation des acides gras dans la circulation sanguine . a I'aide de I'ihnibition des
lipases augmentant la mobilisations des acides gras et se diffuse dans le sang donnant

aussi une hyperglycémie , hypertension, et des troubles cardiaques.

Notre examen expose un accroissement de dose en bilirubine chez les rats éxposés a

’OTA en comparant ceux des rats sains .

La recherche de ALAAA et SAHER MAHMOOD ;( 2020 )qui justifient la peroxydation
lipidiques entrainant des dommages des hépatocytes donnant une nécrose , blocages
des canaux biliaires , les hépatocytes deviennent incapables de phosphorylé les

concentrations élevées des acides gras libérés par le phénoméne d’oxydation.

Notre travail illustre un rehaussement significatif des transaminases: TGO (aspartame
aminotransférase) et TGP (alanine aminotransférase). Ce qui justifie que nos résultats
sont similaires avec les résultats de I’étude de Patricia et al ;(2009) qui ont affirmé un
accroissement du taux des enzymes TGO et TGP confirmant la présence des troubles
tels que l'insuffisance hépatique et rénale due a la destruction des cellules
parenchymateux, qui peut s'accompagner d'hémorragies pouvant entrainer la mort

cellulaire

Nos analyses donnent un accroissement de taux des protéines sériques (albumine ). Le
sang est considéré comme I'important matériel sensible a la contamination de 'OTA
(Altafini et al ;2017). Pour bien expliquer les effets de ’OTA, des études ont illustré
que "OTA a une grande affinité pour le sérum du sang et ses protéines ( protéines
sériques ) (Darielna et al ;2022) ; elle contamine le sang (AtlasMedia Ltd., 2022), "OTA
se trouve généralement sous deux formes dans I'organisme , une forme liée a des
protéines du plasma surtout ’'albumine , et une petite fraction libre (Zhao etAmbrose,
2017).to OTA which had an appreciable high binding affinity to the albumin (Sueck et

al., 2018)
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Une étude réalisée a donné I'effet de I’OTA sur le sang et ses composants aprés une
intoxication chronique (1mg/kg) pendant huit semaine ont marqué une diminution des
protéines sériques (albumine , globuline) (Fadl et al;2020) , une différence en
diminution non considérable concernant la globuline mais une diminution importante
des albumines ; (Magouz et al ;2022) ,Autre étude confirme les différents résultats
obtenues, c’est ceux de (Muhammad Fakhar et al ; 2012) qui confirme que la dose et
le type d’intoxication ( aigue , chronique, subchronique ) joue un réle important dans
I’apparition des effets de ’OTA et leurs intensité , ils ont fait deux intoxication 'une par
une dose de (1000 pg/kg) et "autre (2000 pg/kg) donc pour le premiére ont qu’aprés 21
jours d’intoxication jusqu'a 49 eéme jour ; aussi ont marqué une diminution de taux

des protéines sériques

Nos résultats sont aussi en accord avec les résultats de ces études , indiquant que
POTA peut induire une sévere néphrotoxicité et hépathotoxicité , aussi la
dégénérescence des hépatocytes (Fadl et al. (2020), les niveaux inférieurs de
protéines sériques peuvent étre aussi dus a une consommation alimentaire moindre
ou la fonction synthétique altérée du foie et de la filtration et la fonction de

réabsorption du rein (Zhang et al., 2016 ; Nedeljkovic-Trailovic et al., 2013).

Nos résultats exposent une augmentation significative des leucocytes, des
lymphocytes , et une diminution des monocytes , dont nos résultats sont
conformément a une étude de Raj et al ;( 2020),MALAYA et al ,(1983) , Hassan et al.
(2011). qui ont certifié une augmentation significative de taux des leucocytes ,
lymphocytes ,et une diminution des monocytes qui peuvent étre a cause d’une
thrombocytoses , et la réponse immunitaire de 'organisme, libération des leucocytes
immatures dans le sang, infections fongiques , atteinte infectieuse ,et la diminution
des monocytes peut étre due a des troubles de la moelle osseuse , troubles hépatiques

(nécrose hépatique )

Selon notre analyses , on a obtenue une augmentation du taux des plaquettes , y’a
I’accord avec le travail de MALAYA et al ,(1983) et Ting-Shuan et al ;(2018 )qui ont

affirmé un accroissement significatif de taux des palquettes, ont également prolongé
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le temps de coagulation, et peut etre due a une a une thrombocytose (formation

d’agrégats plaquettaires ), obstruction vasculaires , infection , maladie inflammatoire

on a analysé le taux des hématies , qui était vraiment élevé des intoxiqué ,
contrairement aux témoins. et I’étude de Raj et al; (2020) ,Jagdale et al.,( 2020) et
Gupta et al., (1983) ;confirme qu’on a une augmentation significative des hématies,
apres une intoxication ; donc en est en conformité avec les résultats de ceux de Raj et
al; (2020) , grace a des troubles y compris la polyglobulie , certaines infections
fongiques ,un déréglement de la moelle osseuse , conduisant a une thrombocytoses ,
hyperthrophie de la moelle osseuse , augmentation des taux de plaquettes , de

I’lhémoglobine, déshydratation ,érythrocytose ...etc.

notre travail renferme un taux significativement plus élevé des MCV(: mean
corpuscular volume) (MCH: mean corpuscular hemoglobin) des rats intoxiqués par
rapport aux témoins, et selon (Magouz et al ;2022) qui ont trouvé une augmentation
des MCV et MCH indiquant "augmentation du taux d’hémoglobine dans le volume
occupé par les globules rouges , carence en fer ,une mauvaise absorption du fer au

niveau intestinal ... etc.

Autre étude montre que la dose et le type d’intoxication ( aigue , chronique,
subchronique ) joue un role important dans I'apparition des effets de I’OTA et leurs

intensité (Muhammad Fakhar et al ; 2012).

Selon nos données obtenues par réalisation d’un frottis sanguin , on a observé sous
microscope des thrombocytoses et des ékynocytoses (forme étoilées des hématies)
clairement observés . expliquées par une augmentation significatives des plaquettes ,
selon I'étude de Jagdale et al.,( 2020) et MALAYA et al ,(1983) ont montré une

augmentation des plaquettes confirmant ‘apparition des thrombocytoses.

Notre étude histologique on a des changements histopathologiques qui ont été
observés dans les reins des animaux traités. Une néphropathie tubulaire légére a été
observée dans le cortex rénal et était caractérisée par des cellules épithéliales

dégénératives (principalement dans la zone paracorticale) avec une cellularité accrue
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et un dépo6t de matériel éosinophile dans la lumiere des tubules proximaux. De plus,
une infiltration graisseuse focale a été observée dans les cellules tubulaires . Dans le
méme groupe, une nécrose tubulaire rénale légere avec des cellules épithéliales
élargies avec un cytoplasme vacuolaire et des noyaux pycnotiques et des touffes
glomérulaires élargies et Les coupes de foie du groupe OTA ont montré de multiples
foyers de nécrose cellulaire. Le cytoplasme des hépatocytes est apparu opaque et
plein de particules granuleuses. Il n'y a eu aucun changement histopathologique
significatif dans le foie de tous les groupes expérimentaux traités ces résultats sont

similaires de ceux de (Raduly et al., 2020)

Une augmentation du taux des hématies , argumentant les problémes rénaux c’est la
présence du sang dans les urines par exemple ou c’est parmi les symptdémes d’une
nécrose rénale , une augmentation du melanin macrophage centers (MMCs) , aussi
élevé des macrophages explique la dégénérescence vacuolaire et infiltration
inflammatoire ; ces résultats sont en accord avec nos résultats on a analysé le taux
des lymphocytes, monocytes ,granulocytes , éosinophiles , basophiles selon des
analyses biochimiques (FNS) , on a observé une augmentation importante des
lymphocytes qui indique la présences des infections causés par des substances
étrangeres (mycotoxine ) , a I'intoxication aigue les lymphocytes s’augmentent car
’immunité est encore puissante mais au cours du temps aura une immunosuppression
, dysfoctionnement des cellules immunitaires comme le cas des cancers hépatiques
provoqués par ’OTA, car c’est connu quand il y’a un cancer est identifié par une
augmentation de taux des lymphocytes; I'augmentation des leucocytes est due a la
réponse immunitaire normale de I'organisme pour lutter contre les infections (
bactérienne , fongique , virale parasitaire), inflammations c’est pour défendre et
mettre la pris en balance ( organisme sain ), de méme on a noté un élevé des hématies
c’est la polyglobulie c-a-d une hyperproduction des globules rouges par la moelle
osseuse , qui va donner une carence d’oxygene car les hématies sont role majeurs est
de transporter ’02, et d’augmenter la viscosité sanguine conférant plus de risques de
faire des phénomeénes de thromboses, dont les érythrocytes ou hématies portent des
hémoglobines qui transportent 1’02 du poumon donc une augmentation des

érythrocytes donne logiquement une augmentation des hémoglobines et vont
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attaquer la moelle osseuse peut arriver jusqu'a la présence d’'un myélome , et des
défauts respiratoires, le malfonctionnement de I'inflammation est due a des troubles
fonctionnels de ses médiateurs ( histamine ,cytokine ( TNF alpha ) et chimiokine ) donc
I’OTA agir comme un inhibiteurs de facteurs d’inflammation , lors d’une inflammation
on a des cellules telles que les phagocytes( macrophages et dendritiques ) et des
mastocytes , qui sont activés et liberent a la suite des médiateurs pro-inflammatoire
c’est pour éliminer le pathogéne a I'aide des basophiles , éosinophiles , neutrophiles ,
LB, LT, et NK, et lors d’une infection ; le signal est lancé par des récepteurs PRR
(pattern recognition receptor ) pour capter les motifs des pathogenes
(PAMP(pathogen associated molecular pattern )) sont percues par les cellules
immunitaires et qui sont particuliers aux agents infectieux et ici ces cellules
immunitaires diffusent des médiateurs dans le milieu extracellulaire luttant le
pathogéne , mais 'OTA va bloquer tous ces étapes , ’OTA peut provoquer des lésions

au niveau hépatique et rénal .

Et selon une autre étude ( Fang et al; 2022) , ont étudié I'immunotoxicité de ’OTA ,
comme la lymphopenia conduisant a la dégénérescence des cellules immunitaires
(Gan et al; 2017 , Tao et al; 2018 ) , Immunité humorale , réduction de nombre des

anticorps , immunoglobuline G (IgG), immunoglobuline M (IgM), et cellules T

les reins des rats du groupe d'OTA ont montré une [égeére néphrose tubulaire rénale,
caractérisée par une augmentation de la cellularité, éosinophile dégénéré cellules
épithéliales avec dép6t de matiere protéique rosatre dans la lumiére de la partie
proximale des tubules contournés. (Jagdale et al., 2020) ,ils ont trouvé une nécrose
tubulaire rénale Iégeére caractérisé par des cellules épithéliales gonflées et élargies
avec un cytoplasme vacuolaire et des pycnoses noyaux vésiculaires détachés de la
membrane basale de la lumiére tubulaire et des touffes glomérulaires montrant une
augmentation des cellules mésangiales dans la région corticale rénale diminution de la
taille des follicules lymphoides et déplétion des cellules lymphoides dans les zones de

la pulpe blanche des follicules primaires (Jagdale et al., 2020)

98|Page



Partie IV. Résultats et discussion

les auteurs ont montré des [ésions rénales caractérisées par une désorganisation du
tubule épithélium, mitotiques dans le tubule contourné proximal (PCT), apoptose,

augmentation de rapport noyau cytoplasme

L’OTA inhibe la synthése protéique, et la croissance de I’organisme tous cela va venir
par des conséquences conduisant a la lutte de survie c’est ce qu’on appelle "apoptose

ou la mort cellulaire programmée (Fan et al ;2018) c’est I’élevé du taux de mortalité

Une étude était réalisé , par (Piao et al ;2022); I’OTA provoque des apoptoses liant a
des dommages au niveau des geénes et de ’ADN , donc le taux des appoptoses
augmente avec le taux de OTA surtout dans les tissus rénaux et hépatiques ; et
puisque le glucose est la source énergétique du corps donc , on a une relation
proportionnelle entre I"apoptose et la glycémie , par conséquent "lapoptose est un

résultat des troubles de la glycémie . de méme cette étude confirme nos

Des hypothéses concernant I’apoptose , malgré que I'apoptose est un phénomeéne
normal mais dans le cas d’intoxication ce phénomeéne se répéte progressivement , on
I’appelle dans ce cas un apoptose pathologique , qui est a lieu lors de la présence des
substances étrangéres ou des cellules |ésées provoquant a la suite une nécrose par des
lymphocytes T ou des cellules NK (natural killer ) C’est parce que P’OTA inhibe la
synthése protéique , activation des voies de signalisation, des dommages d’ADN et
des inhibitions des cycles cellulaires donnant le phénoméne apoptotique.( As,c1 Celik et

al ;2020)

L’OTA passe a la chaine alimentaire humaine, car elle touche méme les embryons, les
ceufs des poulets et va causer de graves complications et des biotoxicités (Raduly et
al., 2020) qui se différencient selon la dose consommée et la duré parmi ces
complications on distingue ceux de I'immunité ; et pour bien comprendre une étude
de Piao et al ;(2022) , ont réalisé une intoxication chronique 1209 pg/kg causant des
probléemes immunitaires telle que le cessé de fonction de certains facteurs
d’inflammation et immunosuppression des autres , comme IL-10, IL-4 et,TNF-a, IL-6 ,
une infiltration des cellules inflammatoires traduisant ca par une augmentations du

taux des macrophages , activation permanente des fibroblastes, fonctionnement des
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lymphocytes T avec les cytokines et |’activation de certaines voies de signalisation y
compris JAK/STAT qui va donner une immunosuppression (Abdelrahman et al., 2022) ,
troubles de réponses immunitaires non spécifiques , comme les substances
antibactériennes (ex :lysozyme, immunoglobuline M (IgM), antimicrobienne peptides
et cytokines ( ex :tumor necrosis factor-a (TNF-a) et interleukin-6 (IL-6)) (Vahed et
al., 2019). Ils ont montré que I"OTA provoque dés absorption de calcium au niveau
cellulaire , un rétrocontrol de quelques genes d’expression IGF-1, TNF-a et IL-6 dans
le sérum du souris d’expérimentation , une diminution des granulocytes et des

leucocytes

[Is ont montré que 'OTA provoque dés absorption de calcium au niveau cellulaire , un
rétrocontrol de quelques génes d’expression IGF-1, TNF-a et IL-6 dans le sérum du

souris d’expérimentation , une diminution des granulocytes et des leucocytes

L’OTA provoque des lésions nécrotiques chez les végétaux sur les feuilles, une
inhibition de la croissance des racines et affaissement des feuilles avec infiltration de
la toxine. Mort cellulaire survient en raison d'une explosion oxydative et du dép6t de
callose et phénol. L'OTA affecte la synthése des protéines en modifiant I'expression

des protéines et dynamiser le systéeme de transport membranaire. (Kamil et al ;2021 )
5-3-4-Impact de I’huile essentiel de la Menthe sur les paramétres biochimiques :

Le profil biochimique a été modifié en réponse a des traitements a base de phyto-

substances

Shahbazi ;2015) montre que plusieurs constituants nutritifs et phytochimiques dans les
feuilles de Mentha spicata sont importants pour la croissance et le développement

normaux

( Iran et al ;2017 )ont été étudiés et ont démontré des activités antidiabétiques et
diurétiques sur des modeles animaux , la menthe va diminuer le taux du glucose dans
le sang , favorisant la sécrétion de I'insuline donc a un effet hypoglycémiant , la
menthe est considérée comme un excellent anticoagulant naturel est utilisé comme

principe actif de différents médicament (Karin et Andrée ;2003)
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Marely et al;2018) ont montré que I'administration de menthe poivrée (Mentha
pipperita) a diminué I'albumine et I'urée dans les taux d'acide urique urinaire, sérique
et créatinine , ainsi que I'accumulation rénale de 14 protéines liées a I'inflammation .
I'administration d'un extrait de menthe poivrée pendant 21 jours a significativement
diminué I'acide urique sérique et les protéines urinaires ( Ullahet al ;2014) ; la menthe
poivrée a des effets réno-protecteurs plus importants dans les régimes riches en
graisses et chez les rats diabétiques induits par la STZ (streptozotocine ). Ces effets
rénoprotecteurs, qui peuvent étre liés a leur teneur élevée en composés phénoliques,
chlorophylles, caroténoides et phytostérols, ont été associés a une diminution du
stress oxydatif et a la modulation des protéines liées aux lésions tubulaires, a
I'hypertrophie glomérulaire, a I'expansion de la matrice mésangiale et a la mort

cellulaire (Marely et al ;2018)

TG( triglycéride ), et LDL(lowdensitylipoprotein ), TGO et TGP ont diminué de maniére
linéaire avec l'augmentation de la menthe poivrée dans ['alimentation. L'effet
hypolipidémiant des monoterpéenes a déja été rapporté par ( Akbari et Torki 2014) qui
ont montré que la menthe poivrée diététique diminuait significativement le CT(
cholestérol totale ) chez les poulets de chair.(Abdel-Wareth et Lohakare ;2014) ont
indiqué aussi que le cholesterol .TGO,TGP des poulés pondeuses diminuait lorsque la
concentration de la menthe s’augmente , (Mehri et al ;2015) montre que 23,3 g/kg de
menthe pouvaient réduire de maniere significative les TG, TC et LDL alors que le niveau

de HDL augmentait.

notre étude histologique désigne de coupes rénales de groupes traités a la menthe et

ont montré des tissus rénaux treés comparables a ceux des groupes témoins.
5-3-5-impact de ’huile essentiel de Syzygium Aromaticum :

Muhammad et al ;(2022) ont montré que I’huile essentiel du Syzygium aromaticum est
plus bénéfiques pour notre santé , grace a ses effets , lors d’une intoxication , le
Syzygium généralement augmente le poids pondérale des organes est surtout les reins

et foie (Suliman et al. 2021)
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aussi joue le réle d’'un hypoglycémiant , réduction du taux de cholestérol et des lipides
, (Mustapha et al ;2016) maintien de pH mitochondrial , il est considéré comme un
antibiotique naturel , réduction du taux de LDL , une diminution significative des taux
des enzymes TGO ,TGP , réduction du taux d’hémoglobine , augmentation du poids
corporel , inhibition de la croissance des microorganismes (Yu-Nan et al ;2019) ,colle
les fuites membranaires provoqué par les agents fongiques (Jiang et al.2022) ,
puisque ‘eugénol est un composé phénolique , il a un a un effet direct sur 'OTA, de
lutter contre sa croissance (Rachelle ;2017 ) , il a aussi Effet anticoagulant des extraits
et antiagrégant plaquettaire des extraits , nos études histologiques de coupes rénales
de groupes traités au clou de girofle ont montré des tissus rénaux trés comparables a

ceux des groupes témoins.

les plantes médecinales de base phénoliques (S.aromaticum et M.spicata ) donnent un
effet efficace on luttant contre la croissance fongiques au niveau tissulaires ,
corrections de certaines lésions ,détection des champignons tissulaires (PEROS et

CHAGVARDIEFF ;1983)
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Conclusion

LU'intérét principal de cette étude est d’évaluer le risque de
I’intoxication aigué a ’'OTA et les mécanismes impliqués dans leurs pouvoir
toxique en utilisant différentes approches expérimentales; biochimiques |,
hématologiques et histologiques et également d’étudier [Iefficacité de
’administration =~ de  I’huile  essentielle = de S.aromaticum et M.spicata a

rétablir ou non les dommages causé par I’OTA.

En effet, les différents travaux entrepris chez les rats wistar ont
permis de montrer que [|‘OTA a faible dose induit des effets sur les
différents compartiments de [lorganisme, plus particulierement sur le

fonctionnement rénal ,hépatique et sur Os .

Nos résultats ont montré que I'exposition des rats a 'OTA ou avec une
dose de 289ug/kg par voie intra-péritonéale chaque 48 h pendant deux
semaines , entraine un effet toxiques , traduit par une réduction du poids
corporel et wune diminution des poids des organes. Ceci montre que
’exposition a I'OTA pourrait affecter également le foie , rein et Os . On a
observé une hyperglycémie, qui pourrait étre due a la glycogénolyse
hépatique et musculaire pour parvenir aux besoins énergétiques au niveau

tissulaire .

L'intoxication a POTA a permis d’enregistrer une perturbation des
différents paramétres biochimiques par une augmentation des concentrations
des biomarqueurs du fonctionnement rénal (urée et créatinine) et ceux du
fonctionnement hépatique (TGO, TGP, bilirubine, cholestérol et triglycérides)

et hématologiques par une augmentation des hématies , des leucocytes ..etc.

L’étude histologique au niveau des reins a révélé une nécrose des
glomérules, avec une dilatation tubulaire, vacuolisation tubulaire et une
altération des tubules chez les rats intoxiqués par OTA . De méme, le tissu
hépatique des rats exposés a I'OTA a permis d’observer des foyers de
stéatose et un microfoyer de nécrose. Ces observations confirment

I’altération rénale et hépatique.
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Par ailleurs, I'extraction de I'huile essentielle de Mentha spicata et I’huile
essentielle de Syzygium aromaticumpar d’hydrodistillation nous a permis

d’obtenir un rendement de 0.15% et de 12.70% respectivement

Le traitement par 'HEC et HEM a permis de corriger les effets toxiques
causé par 'OTA a savoir: inhibition de la croissance fongique; permis de
rétablir le dysfonctionnement rénal (urée, créatinine) causé par lintoxication
par I'OTA . De plus, il induit une régulation du taux de glycémie, la réduction
de l'activité de TGO et TGP, bilirubine , et diminution du taux des lipides , 'HEC
présente un pouvoir prophylactique intéressant sur la fonction rénale et

hépatique

Sur le plan histologique, le traitement des rats exposés a I'OTA avec

I"HEC illustre une régénération tubulaire, glomérulaire et hépatocytaire.
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