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INTRODUCTION



Introduction

Les maladies a transmission vectorielle sont responsables de plus de 17% des maladies
infectieuses et provoquent plus d’un million de décés chaque année dans le monde
(OMS, 2020).

Elles dépendent des modifications environnementales qui sont dues essentiellement aux
changements climatiques et aux activités de ’homme.

Ces changements entrainent 1’introduction d’un pathogeéne dans une région ou le vecteur est
présent et/ou I’introduction de vecteurs dans une région préalablement indemne.

Les infections dues a des protozoaires flagellés occupent une place centrale, appartenant a la
famille des Trypanosomatidae, Leishmania sp est responsable des leishmanioses avec 700 000
a 1 million de nouveaux cas chaque année (OMS, 2020).

Les leishmanioses représentent un véritable probleme de santé publiqgue en Algérie et
occupent la premiére place des maladies parasitaires a déclaration obligatoire (Achour-
Barchiche et Madiou, 2009). Deux formes cliniques sévissent a 1’état endémique : La
leishmaniose viscérale (LV) et la leishmaniose cutanée (LC).

La (LC), plus fréquente et plus extensive que la (LV) est représentée par trois entités cliniques
et trois parasites différents. La leishmaniose cutanée zoonotique (LCZ) du sud a Leishmania
major inféodé aux régions steppique et saharienne (Harrat et al., 1996 et Bachi, 2006), la
leishmaniose cutanée chronique a Leishmania killicki proche de Leishmania tropica limitée
pour le moment a Ghardaia, au sud du pays (Harrat et al., 2009) et La leishmaniose cutanée
sporadique du nord (LCS) a Leishmania infantum dans la région du Tell (Harrat et al., 1996 et
Bachi, 2006).

Longtemps confinée au Sahara, la (LCZ) a Leishmania major connait une extension
géographique en dehors des foyers naturels de la maladie ceux de Biskra a I’Est et Abadla a
I’Ouest vers les Hauts Plateaux avec une survenue d’épidémie, en 1982 a M’sila (Belazzoug,
1982) suivie d’une autre en 1985 a Ksar Chellala (Tiaret) (Belazzoug, 1986). Ces derniéres
années, la barriere géographique formée par 1’Atlas tellien, qui séparait la forme cutanée du
nord et la forme cutanée du sud a été franchie avec une avancée rapide de cette derniére vers
le nord du pays (Boudrissa et al., 2012). Le réservoir de la (LCZ) est représenté
essentiellement par deux rongeurs gerbillidés. Le premier étant Psammomys obesus (le Rat

des sables), (Belazzoug, 1983 et Ashford, 2000) et le second Meriones shawi (la Merione de



Shaw) (Belazzoug, 1986 et Kowalski et Rzebik-kowalska, 1991). Dans ces régions cohabitent
le principal vecteur Phlebotomus papatasi (Dedet et al., 1984 et Izri et al., 1992).

Selon I'Institut National de la Santé Publique (INSP) le taux d’incidence de la (LC) a
augmenté, il est passé de 11,62 en 2014 a 28,19 en 2017 cas pour 100.000 habitants. Cette
recrudescence et la propagation de la maladie a de nouveaux foyers font de la leishmaniose
cutanée un probléeme épineux. Malgré cette alerte, la lutte contre cette maladie n’a jamais
réussi a établir une stratégie efficace et durable. Celle adoptée par le comité technique
national mis en place en 2006 par le Ministere de la Santé Publique et la Réforme Hospitaliére
(MSPRH), repose essentiellement sur la lutte anti-vectorielle par des aspersions intra
domiciliaires et extra domiciliaires d’insecticides rémanents avec pour objectifs de réduire de
50% l’incidence annuelle. Malheureusement, celle ci continue d’augmenter et s’explique par
I’absence d’action ciblant efficacement le réservoir du parasite. Cependant, Psammomys
obesus est une espéce protégee dans notre pays (Loi du 20 aolt 1983) et le deuxieme réservoir
est péri domestique representé par Meriones shawi est I’'une des espéces arvicoles les plus
dévastatrices en Algérie, elle cause d’importants dégats dans nos parcelles agricoles
notamment sur ceréales. Une campagne de lutte est décrétée tous les ans par I’Institut
National de la Protection des Végétaux (INPV) a partir du mois d’octobre a fin mars,
correspondant a la période de disette du rongeur qui se pratique uniquement au niveau des
zones agricoles, ce qui ne permettra guére I’éradication définitive de ce fléau, notamment
avec le développement de I’agriculture steppique. L’absence d’une stratégie adéquate de lutte
dans les zones non agricoles permet a ces mammiféres d’envahir de nouveaux espaces et
d’¢largir leur zone de reproduction.

Le traitement des leishmanioses reste complexe, en raison de la multiplicité des formes
cliniques, de la \variabilitt de leur évolution et des différentes espéces
de Leishmania impliquées.

Il n’existe pour le moment aucun vaccin ni médicament prophylactique. L’OMS préconise
une approche thérapeutique prenant en compte les différents aspects cliniques et
parasitologiques de la maladie.

En général, le traitement des leishmanioses est dominé, par les dérivés antimoniés
pentavalents qui demeurent encore de nos jours les médicaments de premiére intention dans
plusieurs pays endémiques (Bachi, 2006). La toxicité et le co(t élevé des médicaments
antileishmaniens habituels ainsi que I’émergence grandissante des souches parasitaires
résistantes ont fait que la recherche d’espéces végétales endémiques antileishmaniennes

efficaces et peu toxiques continue de s’ imposer.



L’ Algérie, par sa position géographique présente une grande diversité végétale, les chances de
trouver des plantes actives contre cette maladie sont importantes. Cette richesse végétale est
due a une grande variété de biotopes liée a des différences d’altitudes ainsi qu’a des facteurs
climatiques.

Notre étude s’est portée sur neuf (09) plantes spontanées. Elles ont été choisies en raison de
leur vaste connaissance chez la population algérienne, notamment la population steppique et
Saharienne. Elles ont une valeur thérapeutique dans la médecine traditionnelle. Sur le plan
systématique, ces plantes appartiennent a des familles différentes ce qui leur confere des
caracteéristiques différentes.

De ce fait, 'objectif assigné a notre travail consiste a évaluer in vitro, lactivité
antileishmanienne de quelques plantes spontanées algériennes afin, d’identifier les plantes a
effets leishmanicides et éviter celles qui sont toxiques pour ’homme.

Sur le plan structural, ce manuscrit est divisé en 3 parties :

Dans la premiére partie, on présentera une revue bibliographique relative aux généralités sur
les leishmanioses, les caractéristiques des plantes spontanées retenues, des généralités sur les
métabolites secondaires des plantes, des procédés d’extraction et les principales méthodes
d’identification de ces derniers.

La seconde partie sera consacrée aux mateériel et methodes :

Présenter le matériel végétal suivi de D’extraction et I’identification des métabolites
secondaires puis évaluer I’activité antileishmanienne in vitro sur des cultures de Leishmania
major et le test de cytotoxicité sur les cellules macrophagiques Raw264.7.

La troisieme partie est consacrée aux résultats et discussion des travaux réalisés.

On terminera par une conclusion générale et des perspectives.



Données bibliographigues



Chapitre I- Données bibliographiques
| - Généralités sur les leishmanioses

1 -1 — Définition des leishmanioses

Les leishmanioses sont un groupe de maladies parasitaires dues a des protozoaires flagellés
appartenant au genre Leishmania (Dedet, 2009). Ces parasites affectent de nombreuses
espéces de mammifeéres, dont I’Homme (Dedet, 2009), auxquelles ils sont transmis par la
piqlre infestante d’un vecteur femelle hématophage appartenant au genre Phlebotomus.
(Fig.01). Deux formes sévissent a I’état endémique la leishmaniose viscérale (LV) et la

leishmaniose cutanée (LC).

Figure 1: Phlébotome

1-2- Répartition géographique
1-2-1- Dans le monde

Largement répandues a la surface du globe, les leishmanioses cutanées connaissent une aire
géographique intertropicale (Dedet, 2009). On distingue deux grandes situations
géographiques, 1’Ancien monde (Sud de I’Europe, I’Afrique, le Proche-Orient, le Moyen-
Orient et ’Asie) et le Nouveau monde (Amériques du Sud et Centrale) (Fig.02). Présentes sur
quatre continents, les leishmanioses affectent 88 pays dont 72 parmi les plus faiblement
développés (Dedet, 2009).
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Figure 2 : Répartition géographique et nombre de cas des leishmanioses cutanées

dans le monde (OMS, 2021)

1-3- Epidéemiologie

1-3-1- Etude du parasite

1-3-1-1- Taxonomie

Les leishmanies sont des protozoaires flagelles dont la classification selon Levine et al.,
(1980) est la suivante :
Regne : Protista Haeckel, 1866
Sous-Reégne : Protozoa Goldfuss, 1817 emend. Siebold, 1848.
Embranchement : Sarcomastigophora Honigberg et Balamuth, 1963
Sous- Embranchement : Mastigophora Diesing, 1866
Classe : Zoomastigophora Calkins, 1909
Ordre : Kinetoplastida Honigberg, 1963 emend. Vickerman, 1976
Sous-Ordre : Trypanosomatina Kent, 1880
Famille : Trypanosomatidae Doflein, 1901 emend. Grobben, 1905

Genre: Leishmania Ross, 1903



Le genre Leishmania est composé de plusieurs espéces qui, bien qu’elles soient toutes de
morphologie similaire, elles sont a I’origine de manifestations cliniques allant d’infections

cutanées a viscérales.

1-3-1-2- Caractéres morphologiques

Les leishmanies présentent au cours de leur cycle, deux stades évolutifs distincts : le stade
promastigote dans le tube digestif du phlébotome et le stade amastigote intracellulaire chez
I’hote vertébré. lls se multiplient aux deux stades par division binaire simple (Dedet, 2009).

a) Le stade promastigote : le parasite mesure environ 10 a 25 um de longueur. Le noyau est
approximativement central, le kinétoplaste situé en position antérieure et le flagelle libre
s’échappe a I’extrémité antérieure (Fig.03). C’est le stade du parasite dans le tube digestif

du phlébotome et en culture (Dedet, 2009).

Figure 3: Formes promastigotes de Leishmania (Mihoubi, 2006)

b) Le stade amastigote : le parasite est un petit corpuscule ovalaire ou arrondi de 2 a8 6 um
de diametre, présentant un noyau, un kinétoplaste et une ébauche de flagelle ne faisant pas
saillie a I’extérieur (Fig.04). c’est le stade du parasite chez les mammiferes, ou il est

localisé a I’intérieur des cellules des phagocytes mononuclées (Dedet, 2009).



Figure 4: Formes amastigotes de Leishmania (Mihoubi, 2006)
1-3-1-3- Répartition géographique
a) - Au Maghreb

La leishmaniose cutanée au Maghreb est causée par quatre espéces différentes avec des
répartitions géographiques et des manifestations cliniques propres (Chaara, 2014).

La Leishmaniose cutanée zoonotique (LCZ) due a L. major est répandue et limitée aux
régions arides sahariennes. Au Maroc, cette maladie est présente dans la région désertique au
sud des montagnes de I'Atlas, dans une bande bordant le désert du Sahara (Rioux et al.,
1986a ; Rhajaoui et al., 2007). En Algérie, LCZ est rencontrée principalement dans les
régions steppiques des zones semi-arides et arides (Harrat et al., 1996). En Tunisie Cette
forme couvre I'ensemble du centre et le sud (Haouas et al., 2012). Enfin en Libye, cette

derniére couvre la partie nord-ouest du pays. (Amro et al., 2012) (Figure 05).
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Figure 5. Répartition géographique des différentes espéces de leishmanies agents de la
Leishmaniose Cutanée au Maghreb (Chaara, 2014)

b) - En Algérie

En Algérie, les leishmanioses cutanées sont représentées par trois entités cliniques
différentes : la leishmaniose cutanée zoonotique (LCZ) a L. major, (autrefois dénommeée clou
de Biskra), sévit a I’état endémo-épidémique sur toute la frange nord-saharienne
correspondant aux étages bioclimatiques semi-aride et aride (Harrat et al., 1996 ; Bachi,
2006).

Les foyers anciennement connus sont ceux de Biskra a I’Est et Abadla a I’Ouest. Cette forme
cutanée connait une Véritable extension vers les Hauts Plateaux avec une survenue
d’épidemie, en 1982 a M’sila (Belazzoug, 1982) suivie d’une autre en 1985 a Ksar Chellala
(Tiaret) (Belazzoug, 1986). Cependant, d’autres foyers ont émergé dans la partie nord de la
chaine de I'Atlas Tellien (Boudrissa et al., 2012).

Dans la wilaya de Ghardaia, a coté de L.major, une nouvelle espéce a été isolée, L. killicki
(Harrat et al, 2009).

Au nord, la leishmaniose cutanée sproradique a L. infantum, touche tout le littoral et le Tell

algérien et s’observe de fagon permanente durant toute I’année (Bachi, 2006) (Fig.06).
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Figure 6: Répartition géographique des différentes especes de leishmanioses en
Algérie (Harrat, 2005)
1-3-2- Etude du vecteur

1-3-2-1-Taxonomie

Les phlébotomes appartiennent a 1’Ordre des Diptera, au sous-ordre des Nematocera, a la
famille des Psychodidae et a la sous-famille des Phlebotominae (Killick Kendrick, 1990), qui
regroupe environ 800 espéces largement réparties dans les régions tropicales et tempérées

(1zri et al, 2006). lls représentent un maillon important dans la chaine de transmission.

1-3-2-2- Répartition géographique

a) Dans le monde

Dans le monde, I’aire de répartition des phlébotomes est tres vaste et se rencontre sur tous les

continents, mais ne dépasse pas certaines latitudes (Fig.07).
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Figure 7 : Répartition des principaux genres de phlébotomes dans le monde

(Léger et Depaquit, 2002).

Les zones tropicales et subtropicales constituent, par leurs climats, les régions préférentielles
des phlébotomes. Cette distribution résulte des exigences thermiques de ces insectes qui ont
besoin d’une température assez élevée leur permettant d’entrer en activité durant au moins
une période de I’année. A I'intérieur de cette aire, la répartition des différentes espéces varie
avec la latitude. A cote de cette répartition géographique, on note une stratification ecologique
qui fait correspondre a chaque type de paysage sa faune phlébotomienne (désert, forét...). Au
sein de la strate écologique, la répartition des especes varie en fonction des biotopes et des
micro-climats (Abonnec, 1972).

Il existe un genre prédominant dans le Nouveau Monde, Lutzomyia rencontré principalement
dans les foréts de I’Amérique du Sud. Dans I’ancien monde, 02 genres prédominent

Phlebotomus et Sergentmyia (Leger et Depaquit, 2002).

b) En Algérie

Actuellement, 24 especes de phlébotomes sont connues en Algérie 14 appartiennent au genre
Phlebotomus et 10 au genre Sergentomyia (Allal-l1khlef, 2018). lls sont répartis sur tout le
territoire national, de I’étage humide jusqu’a 1’étage saharien (Dedet et al., 1984, Berchi.,
1990, Belazzoug., 1991, lzri et Belazzoug, 1993).
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» Etage humide : 1l a été signalé une seule espece du genre Sergentomyia (S): S. minuta
parroti et sept espéces du genre Phlebotomus (P) a savoir P. perniciosus, P. ariasi, P.
perfiliewi, P. sergenti, P. chadlii, P. longicuspis et P. papatasi. L’espéce prédominante reste
S. minuta parroti (Dedet et al., 1984, Belazzoug., 1991, Berchi., 1993,).

» Etage sub-humide : une espéce du genre Sergentomyia, S. minuta parroti prédomine et
sept especes du genre Phlebotomus qui sont les mémes especes que celles rencontrées a
I’étage précédent a ’exception de P. ariasi qui est remplacée par P. langeroni. P. perfiliewi

est a son maximum d’abondance (Dedet et al., 1984, Belazzoug., 1991).

» Etage semi-aride : on rencontre deux especes du genre Sergentomyia: S. minuta parroti et
S. fallax et huit espéces du genre Phlebotomus qui sont: P. chabaudi et les sept especes du
genre Phlebotomus rencontrées a 1’étage sub-humide. P. perniciosus est 1’espece
prédominante de cet étage ou elle trouve son optimum écologique (Dedet et al., 1984,
Belazzoug., 1991).

P Etage aride : seules quatre especes du genre Sergentomyia sont trouvées soit, S. fallax (ou
elle trouve son optimum éecologique), S. minuta parroti, S. antennata et S. dreyfussi. On
rencontre également I’espéce du genre Paraphlebotomus: P. alexandri et les sept especes du
genre Phlebotomus rencontrées a I’étage précédent. L’espéce prédominante est S .fallax
(Dedet et al., 1984, Belazzoug., 1991).

» Etage saharien : est peuplé de quatre especes du genre Sergentomyia S. minuta parroti, S.
fallax, S. christophersi et S. dreyfussi et cinq espéces du genre Phlebotomus de I’étage
précedent a savoir : P. perfiliewi, P. sergenti, P. chadlii, P.longicuspis et P. papatasi se

trouve son optimum écologique (Dedet et al., 1984, Belazzoug., 1991).

Phlebotomus papatasi vecteur de Leishmania major est largement répandu sur tout le
territoire algérien. Il est particulierement abondant dans toute la frange steppique nord
saharienne, mais se rencontre également dans le Tell et sur les hauts plateaux (Fig.08) (Dedet
et al, 1984)
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Figure 8 : Répartition geographique de Phlebotomus papatasi en Algérie

1-3-2-3-Description
A I’état adulte, ce sont des moucherons piqueurs de petite taille (longueur du corps : 1,5 a
4mm). De couleur claire, en général jaune paille, leur corps est couvert de soie et ils

présentent des ailes lancéolées dressées.

1-3-2-4-Biologie

Ce sont des insectes a activité crépusculaire et nocturne, dont le développement pré imaginal
(ceuf, quatre stades larvaires et nymphe) se déroule dans la terre humide.

Seule la femelle, hématophage, assure la transmission de la leishmaniose. Présents toute
I’année en zone intertropicale, les phlébotomes apparaissent seulement 1’été en région
tempérée, ou ils conferent a la maladie un caractére saisonnier (Dedet, 2009). Dans ces zones
tempérées, les phlébotomes s’adaptent aux conditions hivernales en entrant en diapause. En
effet, le développement des larves issues de la derniére génération d’automne, est arrété au
quatriéme stade sous I’effet de la diminution de la température. Elles reprennent leur activité

au printemps suivant avec la survenue des conditions favorables (Garnotel, 2011).
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1-3-2-4-1- Les différents stades de développement

Les femelles pondent leurs ceufs 5-10 jours apres la copulation dans les terriers de certains
rongeurs, dans I’écorce des vieux arbres, dans les ruines, les fissures des murs de maisons,
dans les ordures ménagéres, la ou les larves pourront trouver la chaleur, I’humidité et les
matiéres organiques nécessaires a leur développement.

La nymphose se déroule généralement dans un lieu moins humide et la nymphe donne
’adulte aprés 7-10 jours (Prudhomme, 2015) (Fig.09).

C’est autour de son gite et au cours de vols vespéraux et nocturnes que la femelle part en
quéte de sang. La durée de vie des femelles varie de 2 semaines a 2 mois, en fonction de la
température et de I’hygrométrie (plus celles-ci sont élevées, plus elles vivent longtemps)
(Dedet, 2001) et (Houti et al, 2012).

Repas de sang

Gestation de la
femelle de

plusieurs dizaines
d’ceufs pendant “

. . N\ - .
environ 1 semaine il :

. /7 )
4 stades larvaires ¥y

& ‘1 ‘%ﬁ - Accouplement
T
4

e - &

(Eufs

(Prudhomme, 2015)
Figure 9 : Différents stades de développement des phlébotomes

Les biotopes de cette espéce sont variés, elle est rencontrée principalement au niveau des

orifices de terriers de Psammomys obesus réservoir de la leishmaniose cutanée, dans les villes,
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abondante a l’intérieur ou sur les murs extérieurs des habitations. En plein nature
Phlebotomus papatasi se rencontre dans les terrains plats ou sur les bas de versant, a

couverture vegeétale rase de type steppique et sur sol pierro-rocheux (Dedet et al, 1984).

1-3-3- Etude du réservoir

Les réservoirs naturels de Leishmania major sont des mammiféres domestiques ou sauvages,
chez lesquels le parasite colonise les cellules du systéme des phagocytes mononuclées.

Deux (02) rongeurs parmi les 26 especes recensées en Algérie sont considérés comme
réservoirs de leishmaniose cutanée zoonotique. Le premier Psammomys obesus (Cretzschmer,

1828) et le second Meriones shawi (Duvernoy, 1842), appartiennent a la famille des Muridés.

1-3-3-1-Psammomys obesus (Cretzschmer, 1828)
Le rat des sables, Psammomys obesus, est considéré comme le principal réservoir de L. major
en Afrique du Nord (Belazzoug, 1983 ; Ashford, 2000).

1-3-3-1-1-Classification

Regne : Animalia
Embranchement : Chordata
Sous-embranchement : Vertebrata
Classe : Mammalia

Sous-classe : Theria

Infra-classe : Eutheria

Ordre : Rodentia

Sous-ordre : Myomorpha
Famille : Muridae

Sous-famille : Gerbillinae

Genre : Psammomys

Nom binominal : Psammomys obesus (Cretzschmer, 1828)

Appelé : Rat des sables diurne, Gros rat du sable ou Psammomys obese.
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1-3-3-1-2- Répartition géographique
En Algérie, le rat des sables (Psammomys obesus) se trouve a la partie sud des Hauts-

plateaux en passant par 1’Atlas Saharien et le Sahara (Kowalski et Rzebik-Kowalska, 1991 ;
Ahmim, 2019).
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Figurel0O: Répartition géographique de Psammomys obesus en Algérie (Ahmim, 2019)

1-3-3-1-3- Description
Le rat des sables (Fig.11) est une grosse espece de gerbille trapue ayant une longueur téte-
corps de 13 a 19 cm et une queue de 11 a 15 cm. Il a de petites oreilles arrondies. Sa queue est
entierement poilue et se termine par une touffe noire. Le dessus du corps est brun- rougeétre,
rougeatre, jaunatre ou chamois. Le dessous du corps est jaunatre ou blanchatre. Contrairement

aux Mériones, les incisives du rat des sables ne poussent pas.
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(Ahmim, 2019)
Figure 11 : Psammomys obesus

1-3-3-1-4-Biologie

Psammomys obesus est un herbivore saharien qui se nourrit de plantes de la famille des
Chenopodiacea (Cherif, 2014). Ce rongeur ne se trouve que dans le biotope lui assurant une
abondance de végétaux pendant toute I’année. Cette végétation ne prospére que dans les lits
d’oueds, les dépressions sableuses ou argileuses, les ravins et les pieds des falaises ou le sol
conserve un certain taux d’humidité. Psammomys obesus a une activité diurne, il peuple les
régions des chotts et sebkha (Cherif, 2014). Psammomys obesus vit a 1’dge adulte dans un
terrier individuel. En général, les orifices des terriers sont a la base de domes de terre
sablonneux, recouvert par des touffes de plantes halophiles ou dominent les Chénopodiacées.
La période de reproduction se situe d’avril a juin (Amirat et al., 1975). La durée de gestation

est de 25 jours selon Petter (1961). Le nombre de petits varie de 3a 7.

1-3-3-2- Meriones shawi (Duvernoy, 1842)
1-3-3-2-1-Classification

Selon Petter et Saint Girons (1965) Classification de Meriones shawi
Regne : Animalia

Embranchement : Chordata

Sous-embranchement : Vertebrata

Classe : Mammalia

Sous-classe : Theria

Infra-classe : Eutheria
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Ordre : Rodentia
Sous-ordre : Myomorpha
Famille : Muridae
Sous-famille : Gerbillinae
Genre : Meriones

Sous-genre : Meriones (Pallasiomys)

Nom binominal : Meriones (Pallasiomys) shawi (Duvernoy, 1842)

1-3-3-2-2-Répartition géographique

Répandue au nord du Sahara du Maroc a I’Egypte (Rioux et al., 1986 ; Aulagnier et Thevenot,

1986)

En Algérie, elle est présente du littoral jusqu’aux hauts plateaux (Kowalski et Rzebik-
Kowalska, 1991) (Fig. 12). C’est une espéce qui fréquente des biotopes relativement humides
par rapport aux autres Gerbillidés (Aulagnier et Thevenot, 1986). Actuellement, d’aprés

I’enquéte réalisée par (Ahmim, 2019) a signalé la présence de la mérione au niveau de la

wilaya d’Illizi et Tindouf probablement diie au développement de I’agriculture saharienne et

la présence de nappes phréatiques.
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1-3-3-2-3- Description
La mérione de Shaw (Fig. 13) est I’espece la plus grande du genre (Aulagnier et Thevenot,
1986) se caractérise par un pelage de couleur roux au niveau dorsal et blanc au niveau
ventral. Sa taille est de I’ordre de 40 cm (corps et queue comprise). Elle a une paire
d’incisives saillantes et a croissance continue. La queue se termine par un pinceau. Les pattes

postérieures sont plus longues que les pattes antérieures.

(Ahmim, 2019)

Figure 13: Meriones shawi

1-3-3-2-4- Biologie

L’activité de la mérione est diurne ou nocturne en période froide et crépusculaire ou nocturne
en période chaude. Elle prolifere aprés une bonne année agricole, lorsque la pluviométrie est
importante entre le mois de novembre et le mois d’avril. La période de reproduction
commence en fin d’hiver et atteint le maximum au printemps. La durée de gestation est de
I’ordre de 20 jours. Le nombre de petits est de 5 a 12 par portée.

Le régime alimentaire de la mérione est trés varié ; elle consomme des fruits et légumes au
printemps, des céréales en automne et lorsque la source de nourriture est tarie en hiver, elle

peut consommer des insectes (INPV, 2012).

1-3-4- Cycle parasitaire de la leishmaniose

La leishmaniose est transmise par la piqlre des phlébotomes femelles. Les phlébotomes
injectent la larve au stade infectieux, de promastigotes métacycliques, pendant le repas de
sang (1). Les promastigotes métacycliques qui atteignent la plaie de pigdre sont phagocytées
par les macrophages (2) et se transforment en amastigotes (3). Les amastigotes se multiplient

18



dans les cellules infectées et atteignent différents tissus, suivant (du moins en partie) 1’espéce
de Leishmania qui est impliquée (4). Ces spécificités d’atteinte tissulaires différentes sont la
cause des manifestations cliniques qui différent dans les diverses formes de leishmaniose.

Les phlébotomes s’infectent pendant les repas de sang sur un hote infecté quand ils ingeérent
des macrophages porteurs d’amastigotes (5.6). Dans I’intestin du phlébotome, les parasites se
différencient en promastigotes (7), qui se multiplient et se différencient en promastigotes
metacycliques et migrent dans la trompe du phlébotome (8) (CDC, 2017) (Fig.14).
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Figure 14 : Cycle parasitaire de la leishmaniose

(Centres pour le contrdle et la prévention des maladies, 2017)
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1- 4 - Clinique (symptomatologie)
1-4-1- La leishmaniose cutanée zoonotique (LCZ)

La LCZ & Leishmania major est dite également la leishmaniose cutanée humide des zones
rurales. Aprées une incubation courte, apparait la Iésion caractéristique : ulcération cutanée, a
bords suréleves, avec une crolte centrale adhérente, indolore, de taille variable
(habituellement de 1 a 4 cm de diamétre), d’évolution chronique. A c6té de cette forme, la
plus fréquente, s’observent les formes ulcéro-végétantes, verruqueuses et plus rarement
lupoides (Bachi, 2006).

Les lésions peuvent se rencontrer sur une quelconque partie de la surface du corps, mais
siegent en général, sur les parties découvertes exposées au site de piqlre du phlébotome
(Fig.15). Les formes cliniques multiples different d’un sujet a I’autre, d’une lésion a I’autre
chez un méme individu et selon la localisation sur le corps.

Les lésions évoluent spontanément vers la guerison en 3 a 5 mois au prix d’importantes

cicatrices disgracieuses ou invalidantes.

1-4-2- La leishmaniose cutanée chronique (LCC)
Les leésions de L.killicki sont souvent uniques, séches et chroniques (Harrat et al., 2005)
(Fig.16).

1-4-3- La leishmaniose cutanée sporadique du Nord (LCS)
Elle s’oppose a la leishmaniose cutanée zoonotique en tout point de vue. Sur le plan clinique,
elle se présente sous forme d’une petite Iésion unique, siégeant au niveau de la face, trés
inflammatoire, sans ulcération et sans crolte épaisse (Fig.17). Sa durée d’incubation est
longue tout comme sa durée d’évolution (Bachi, 2006).
La leishmaniose cutanée du Nord & Leishmania infantum nécessite souvent un traitement afin

d’accélérer le processus de cicatrisation qui ne se fait spontanément qu’au-dela d’un an.
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Figure 15: Différents types de Iésions cutanées de (LCZ) (Aiache, 2012)

Figure 16: Lésion cutanée de (LCC) (Harrat, 2005)

A

Figure 17: Lésion cutanée de (LCS) (Harrat, 2005)
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1-5- Diagnostic
Le diagnostic de certitude repose sur la mise en évidence du parasite ou de son ADN, a partir
du matériel récolté. (Dedet, 2009).

1-5-1- Examen Direct
Il permet la recherche des amastigotes intracellulaires (corps de Leishman-Donovan) dans les
macrophages sur frottis. Les formes amastigotes sont, soit contenues dans les cellules
histiocytaires, soit extracellulaires. Pour les Iésions cutanées, le prélevement se fait par
raclage au vaccinostyle a la périphérie de la Iésion (Mihoubi et al., 2006).
Les frottis fixés au méthanol, sont colorés au May Griinwald Giemsa ou le Giemsa. La
recherche est effectuée au microscope optique a fort grossissement Gx 100, avec I’huile

d’immersion.

1-5-2- Culture
Elle permet la croissance des formes promastigotes, dans des milieux d’isolement appropriés.
Le milieu le plus utilisé est le milieu Novy-Mac Neal- Nicolle (N.N.N.). C’est un milicu
diphasique composé d’une phase solide faite de gélose salée avec 10% de sang de lapin
défibriné et une phase liquide constituée de I’exsudat produit a partir de la gélose au sang ;
c’est dans cette phase liquide que se développent les promastigotes.
D’autres milieux peuvent étre utilisés tels que les milieux d’Evans, de Tobie, de Schneider et

le RPMI 1640 supplémenté de sérum de veeu feetal. L’incubation se fait entre 24°C et 27°C.

1-5-3- Identification du parasite
L’¢électrophorese des iso enzymes constitue la méthode la plus courante pour I’identification
de souches de leishmanies (Dedet, 2009).
La caractérisation isoenzymatique de L. major a montré la présence du zymodeme MON-25
principal au Maroc, en Algérie et en Tunisie (Rioux et al., 1986a, , Harrat et al., 1996,
Pratlong et al.,, 2009 ; Rhajoui, 2011; Haouas et al., 2012, Chaara et al., 2014).
Malheureusement, en Libye, aucune analyse isoenzymatique n‘a été effectuée (Amro et al.,
2012).

1-6-Traitement

Le traitement des leishmanioses est dominé, depuis le début du siecle, par les dérivés

antimoniés pentavalents qui demeurent encore de nos jours les médicaments de premiére
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intention dans plusieurs pays endémiques. La toxicité et le colt élevé des médicaments

antileishmaniens usuels ainsi que 1’émergence grandissante des souches parasitaires

résistantes font que la recherche de nouvelles molécules antileishmaniennes efficaces et peu

toxiques s’impose.

Une recherche bibliographique nous a permis d’établir une liste d’espéces végétales ayant une

activité antileishmanienne vis-a-vis de Leishmania major presentée dans le tableau I.

Tableau | : Quelques plantes ayant une activité antileishmanienne vis-a-vis de L. major

Familles

Especes

Noms communs

Références

Amaryllidaceae /

Liliaceae

Allium sativum

Ail

El Rhaffari et al., (2002)
Wabwaoba et al., (2010) et
Khademvatan et al., (2011).

Anacardiaceae

Pistacia atlantica

Pistachier de ’atlas

Maamri, 2008

Apiaceae

Ferula communis

Ferule commune

Essid et al., (2015)

Apocynaceae

Nerium oleander L.

Laurier-rose

El Rhaffari et al., (2002)

Asclepiadaceae

Periploca graeca L.

Périploque grecque

Demirci et al., (1998)

Asteraceae

Artemisia herba-alba Asso
Artemisia absinthium

Artemisia dracunculus

Anthemis stiparum Pomel

Inula viscosa

Armoise blanche
L’ Absinthe

Estragon

Camomille

Inule visqueuse

Hatimi et al., (2000)
Azizi et al., (2014)
Rezaei et al., (2017)

El Rhaffari et al., (2002)
El Rhaffari et al., (2002)

Brassicaceae

Lepidium sativum L.

Cresson alénois

El Rhaffari et al., (2002)

Capparacea Caparis spinosa Céprier commun Shemshadi et al., (2015)
Cupressaceae Juniperus oxycedrus L. Cade ou Genévrier cade | El Rhaffari et al., (2002)
Fagaceae Quercus rotundifolia Lamk | Chéne vert El Rhaffari et al., (2002)

variante de Q.ilex

Gernaniaceae

Pelargonium odoratissimu

Pelargonium graviolens

mL.

Géranium puant

Géranium rosat

El Rhaffari et al., (2002)
Essid et al., (2015)
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Lamiaceae Salvia clandestina Batt Sauge clandestine El Rhaffari et al., (2002)

Stachys guyoniana Noé Epiaire laineux Ramli, 2013

Teucrium polium Germandrée tomenteuse | Essid et al., (2015)
Lauraceae Cinnamomum zeylanicum Nees | Cannelier de Ceylan El Rhaffari et al., (2002)
Lythraceae Lawsonia inermis L. Henné El Rhaffari et al., (2002)

Nosratabadji et al., (2015)

Myrtaceae Eucalyptus sp Gommier El Rhaffari et al., (2002)

Eucalyptus camaldulensis Nosratabadji et al., (2015)
Oleaceae Olea europea L. Olivier El Rhaffari et al., (2002)
Plantaginaceae Plantago amplexicaulis Cav. Plantain El Rhaffari et al., (2002)

Rannunculaceae

Nigella sativa L

Nigelle cultivée

El Rhaffari et al., (2002)

Rosaceae Malus communis (D.C) Pommier El Rhaffari et al., (2002)

Rutacées Citrus aurantium L. Bigaradier (Orange | El Rhaffari et al., (2002)
amere)

Verbenaceae Renealmia alpinia (Rotth.)Maas | Gingembre tropical El Rhaffari et al., (2002)

Zygophyllaceaae

Peganum harmala

Rue sauvage

Mirzaie et al., (2007) et
Rahimi-Moghaddam et
al.,(2011).

1-7- Méthodes d’évaluation de I’activité antiparasitaire

Afin d’évaluer les effets des molécules a activité anti-Leishmania, plusieurs méthodes sont

utilisées.

1-7-1- Comptage direct

Le comptage direct des parasites est la méthode la plus utilisée, vu sa simplicité, par contre, la

présence de rosettes méme apres la resuspension et la mobilité des parasites peuvent biaiser

les résultats. Cependant, cette technique n’est pas adaptée au screening a grande échelle des

molécules a effet anti-Leishmania (Ginouves et al., 2014).
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1-7-2- Méthodes alternatives

D’autres méthodes consistent a 1’introduction d’un marqueur radioactif tel que [5-3H] uracile
ou [3H] thymidine sont des techniques simples et rapides et permettent une analyse a large
¢chelle. En effet, I’incorporation de ces isotopes au cours de la synthése de I’ADN permet de
suivre la prolifération cellulaire qui s’exprime par une linéarité entre 1’émission radioactive et
la multiplication cellulaire. Par contre, la manipulation des composants radioactifs, leur
production et la gestion des déchets demeurent un vrai probléme. 1l a été également décrit que
suite a I’introduction de ces marqueurs durant la division cellulaire, des dommages au niveau
de ’ADN, un arrét du cycle cellulaire ou ’apoptose, peuvent survenir et fausser ainsi les

résultats (Ginouves et al., 2014).

1-7-3- Méthodes colorimétrique a base de sels de tétrazolium
Les tests de tétrazolium sur microculture sont des tests colorimétriques basés sur la présence
de sel de tétrazolium dont les principaux sont (Fig.18) (Ginouves et al., 2014).
MTS : 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2(4-sulfonyl)-2H-tetrazo-
lium.
XTT: 2, 3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide.
WST-1: 2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium
MTT: 3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide .
WST-8: 2-(2-methoxy-4-nitrophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-

tetrazolium.
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Figure 18: Structure des différents sels de tétrazolium (Ginouves, 2014)
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Leur utilisation en histologie, biologie cellulaire, biochimie et la biotechnologie émane de
leurs propriétés biologiques et chimiques qui résident dans la présence d’un noyau tétrazole
chargé positivement contenant 4 atomes de nitrogéne. Ce noyau est susceptible d’étre réduit
en présence de la succinate déshydrogénase mitochondrial des cellules vivantes générant ainsi
un produit de couleur violette appelé formazan (Fig.19). Ce dernier peut étre quantifié par

spectrométrie a une longueur d’onde de 570 nm (Mosmann, 1983).
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Figure 19 : Mécanisme de réduction du MTT en formazan (Stoklosowa, 2004)

Parmi les tests les plus utilisés dans la quantification des parasites vivants est le test MTT est
la technique de choix vu sa rapidité, son efficacité et sa simplicité (Ginouves et al., 2014).

Cependant, comme toute technique, le test MTT est limité par quelques paramétres. Plusieurs
composants réducteurs peuvent interférer avec la reéduction du MTT en formazan. Des
produits chimiques tels que I’acide ascorbique ou les composants possédant un groupement
sulthydryle qui ont la capacit¢ de réduire les sels de tétrazolium d’une maniére non
enzymatique par conséquent, une augmentation de la densité optique (Bruggisser et al., 2002 ;
Han et al, 2010). Une étude effectuée par (Bruggisser et al., 2002) a montré que quelques
extraits de plantes a partir de Hypericum perforatum et Cimicifuga racemosa étaient capables
de réduire le MTT en absence de cellules. Les travaux réalisés par (Han et al., 2010) ont
montré I'interaction directe entre les composants phénoliques et la réduction du MTT méme
en absence de cellules, ce qui confirme que ces composants interférent avec ce test en
augmentant les valeurs de DO, ce qui constitue un probléeme lors du criblage de nouvelles

molécules a base de plantes.
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Il - Les métabolites secondaires des plantes

Les métabolites secondaires se définissent comme des molécules produites par des
organismes vivants (plantes, champignons, bactéries...) ne jouant pas de role direct pour les
fonctions vitales de 1’organisme, c'est-a-dire la nutrition, la croissance et la reproduction par
opposition aux métabolites primaires. lls interviennent en particulier dans 1’évolution, la
survie des espéces, ainsi que dans les interactions entre individus de la méme espéce ou
d’espéces différentes, par leur implication dans les phénomenes de défense, de symbiose ou
de pollinisation.

Ces métabolites peuvent étre classés en plusieurs grandes familles dont les plus importantes
en termes de nombre de structures connues sont les composés azotés, avec en particulier les

alcaloides, les composes terpeniques et les composés phénoliques (Bruneton, 1993).

e lesterpenes et deérivés (les substances volatiles des plantes, les glycosides, les
caroténoides, les stérols, les saponines...).

e les composés phénoliques (les acides phénoliques, les coumarines, les lignanes, les
stilbenes, les flavonoides, les tanins, la lignine, ...)

o les composés contenant de l'azote (les alcaloides, les glucosinolates, ...)

2- 1- Les composes terpéniques

2-1-1- Les terpénes

Les terpénes sont des hydrocarbures naturels, de structure cyclique (monocyclique, bicyclique
ou tricyclique) ou acyclique. Ils apparaissent chez de nhombreux types de plantes et ont une
activité biologique importante. Les terpenes (mono. et sesquiterpénes) representent 1’un des

groupes les plus importants des huiles essentielles.

2-1-1-1- Données sur les huiles essentielles

2-1-1-1-1- Définition

Selon la pharmacopée Européenne 7eme édition (2010) une huile essentielle (HE) est un
« Produit odorant, généralement de composition complexe, obtenu a partir d’une matiere
végetale botaniquement définie, soit par entrainement a la vapeur, soit par distillation seche,
soit par un procédé mécanique approprié sans chauffage. Une huile essentielle est le plus
souvent séparée de la phase aqueuse par un procédé physique n’entrainant pas de changement

significatif de sa composition ».
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2-1-1-1-2- Intérét thérapeutique, écologique et économique des huiles essentielles

Les huiles essentielles possédent de nombreuses activités biologiques. En phytothérapie, elles
sont utilisées pour leurs propriétés antiseptiques contre les maladies infectieuses d’origine
bactérienne et fongique. Cependant, elles possédent également des propriétés cytotoxiques qui
les rapprochent donc des antiseptiques et désinfectants en tant qu’agents antimicrobiens a
large spectre (Telphon, 2005).

Les huiles essentielles contribuent a I'équilibre des écosystemes, attirent les abeilles et des
insectes responsables de la pollinisation, protégent les végétaux contre les herbivores et les
rongeurs, possedent des propriétés allopathiques (Guignard, 2000 ; Telphon, 2005).
Traditionnellement, les huiles essentielles sont présentes dans le processus de fabrication de
nombreux produits finis destinés aux consommateurs. Ainsi, elles sont utilisées dans
I’agroalimentaire (gateaux, biscuits, soupe, sauce, chewing gum, chocolats, bonbons...) pour
aromatiser la nourriture. Elles sont également, utilisées dans 1’industrie de la parfumerie, de la
cosmétique et de la savonnerie. L'homéopathie et I'aromathérapie sont des exemples courants
d'usage d'huiles essentielles en médecine douce et leur popularité s'est accrue d'une fagon

considérable ces dernieres années (Bakkali et al., 2008).

2-1-1-1-3- Caractéres physico-chimiques

Les huiles essentielles sont habituellement liquides a température ambiante et volatiles. Elles
sont plus ou moins colorées et leur densité est en général inféricure a celle de I’eau. Elles ont
un indice de réfraction élevé. Elles sont liposolubles et solubles dans les solvants organiques

usuels, entrainables a la vapeur d’cau, trés peu solubles dans 1’eau (AFSSAPS, 2008).

2-1-1-1-4- Composition Chimique des Huiles Essentielles

La composition chimique de I’huile essentielle varie selon le chimiotype considéré (Bruneton,
1999), elle varie également selon les conditions geéographiques et climatiques (température,
altitude, précipitation, direction du vent, heures de soleil, etc.) et selon la phase de
développement de la plante (Jerkovic et al ., 2003).

Dans les plantes, les huiles essentielles n’existent quasiment que chez les végétaux supérieurs.
Elles sont produites dans le cytoplasme des cellules sécrétrices et s’accumulent en général
dans des cellules glandulaires spécialisées, situées en surface de la cellule et recouvertes
d’une cuticule. Elles peuvent étre stockées dans divers organes : fleurs, feuilles, écorces, bois,

racines, rhizomes, fruits ou graines (Bruneton, 1987).
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Les huiles essentielles sont constituées principalement de deux groupes de composés
odorants distincts selon la voie métabolique empruntée ou utilisée. Il s’agit des terpéenes
(mono et sesquiterpénes), prépondérants dans la plupart des essences et des composes
aromatiques dérivés du phénylpropane (Kurvin, 2003).

2-1-1-1-4-1- Les mono terpénes
Les mono terpénes Cio sont les plus simples constituants des terpenes dont la majorité est
rencontrée dans les huiles essentielles (90%). Ils peuvent étre acycliques, monocycliques ou
bi cycliques. Ils constituent parfois plus de 90% de I’huile essentielle (Bruneton, 1999 ;
Guignard, 2000).

2-1-1-1-4-2- Les sesquiterpenes
Ce sont des dérivés d’hydrocarbures en Cis (assemblage de trois unites isoprenes). Il s’agit de
la classe la plus diversifiée des terpénes qui se divisent en plusieurs catégories structurelles,
acycliques, monocycliques, bi cycliques, tricycliques, polycycliques. lls se trouvent sous
forme d’hydrocarbures ou sous forme d’hydrocarbures oxygénés comme les alcools, les
cétones, les aldéhydes, les acides et les lactones dans la nature (Guignard, 2000 ; EI Haib,
2011).

2-1-1-1-4-3- Les composés aromatiques
Ce sont des composés volatils dérivés du phénylpropane (Kurvin, 2003). Cette classe
comporte des composés odorants bien connus comme la vanilline, l'eugénol, l'anéthole,
I'estragole et bien d'autres. Ils sont plus fréquents dans les huiles essentielles d'Apiaceae
(persil, anis, fenouil, etc.) et sont caractéristiques de celles du clou de girofle, de la vanille, de

la cannelle, du basilic, de I'estragon etc .....(Burneton, 1999).

2-1-2- Les héterosides
2-1-2-1-Les saponines
Ce sont des hétérosides complexes appartenant aux terpénes cycliques ou aux stéroides.Les
saponosides sont des substances dont la particularité est de mousser avec 1’eau. Ces
substances, légerement caustiques et irritantes, probablement toxiques, rendent les plantes qui
en contiennent tout a fait immangeables.
Les saponines sont des métabolites secondaires hétérosidiques présents dans de nombreuses
plantes et quelques organismes marins ou ils auraient un réle de défense contre des agents

pathogenes extérieurs comme les champignons, bactéries et autres insectes.
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2-2- Les composés phénoliques

Les composés phénoliques ou polyphénols sont des dérivés non azotés. Ils sont 1’un des plus
importants groupes rencontrés chez les végétaux. Ces composés forment le principe actif de
nombreuses plantes médicinales. Ils sont abondants chez les plantes vasculaires et localisés
dans les racines, tiges, bois, feuilles, fleurs et fruit.

Ils possedent un large éventail d'activités biologiques. Au cours de ces dernieres années, de
nombreux travaux ont été publiés sur leurs propriétés thérapeutiques telles que les effets anti-
inflammatoires (Santangelo et al., 2007) , anti-microbiens (Li et al., 2009) et anti-parasitaires
(Calixto Junior et al., 2016).

Des essalis in vitro sur I’activité anti-leishmanienne des composés phénoliques se sont révélés
trés efficaces (Mahmoudvand et al., 2014 ; Calixto Junior et al., 2016).

Les principales classes des composants phénoliques sont : les flavonoides qui représentent
plus de la moitié des polyphénols, les tanins, les coumarines et les acides phénoliques
(Tapiero et al., 2002). Les polyphénols sont présents dans toutes les parties des végétaux
supérieurs : racine, tiges, feuilles, fleurs, fruits (Boizot et Charpentier., 2006).

2-2-1- Les flavonoides
Les flavonoides (du latin falvus : jaune) sont considérés comme des pigments quasiment
universels des végétaux, souvent responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois
des feuilles (Bruneton, 1999).
De nos jours, les propriétés des flavonoides sont largement étudiées dans le domaine médical
ou on leur reconnait des activités anti-virales, anti-tumorales, anti-inflammatoire, anti-
allergique, antihépatotoxiques et antiulcéreuses (Ghedira, 2005).
Les flavonoides sont présents dans presque tous les organes de la plante et jouent un role

important dans le systeme de défense comme anti-oxydants (Ghedira, 2005).

2-2-2- Les tanins
Les tanins sont des polyphénols principalement localisés dans les tissus des végétaux (écorce,
bois, feuilles, racines) et dans les parties tégumentaires des fruits. Ils jouent un réle important
sur le plan pharmacologique (antibactérien, antifongique, anti inflammatoire, antioxydants).
On distingue chez les végétaux supérieurs deux groupes de tanin en fonction du type de
’acide phénolique et du type de liaisons qui déterminent la taille et 1a réactivité chimique de
la molécule (Khababaee et Van Ree, 2001) :
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v’ Les tanins hydrolysables issus de la combinaison d’un sucre estérifié par un nombre
variable de molécules d’acides phénoliques (acide gallique, acide hexahydroxydiphénique et ses
dérives). Ces tanins subissent facilement une hydrolyse acide et basique ; ils s’hydrolysent aussi
sous I’action enzymatique, solubles dans I’intestin (Khababaee et Van Ree, 2001). lls sont
potenticllement responsables d’intoxications sévéres lors d’ingestion en quantité massives.

v Les tanins condensés non hydrolysables beaucoup moins toxiques que les tanins
hydrolysables. Ils résultent de la polymérisation oxydative ou enzymatique des unités de
flavan -3-ol et/ou de flavan-3,4-diol (Bruneton, 1999 ; Khababaee et VVan Ree, 2001).

2-2-3- Les coumarines
Les coumarines constituent une classe importante de produits naturels. lls manifestent diverses
activités biologiques, qui varient selon la substitution sur le cycle benzopyrane, telles que :
I’activité antifongique, anti-tumorale, inhibitrice de plusieurs enzymes, antivirale, anti-

inflammatoire, anticoagulante, diurétique et analgésique (Fylaktakidou et al., 2004).

2-2-4- Les quinones
Les quinones sont des composé€s oxygénés qui correspondent a 1’oxydation de dérivés
aromatiques. lls sont présents aussi chez les champignons. Ces molécules se trouvent,
également dans le régne animal, en particulier chez les arthropodes et les echinodermes.
Ils sont omniprésents dans la nature et sont hautement réactifs (Cowan, 1999). Ces composeés,
étant colorés, sont responsables de la réaction de brunissement des fruits (coupées ou blessés)

et des legumes.

2-2-5- Les anthocyanes
Ce sont des pigments vacuolaires rouges, roses, mauves, pourpres, bleus ou violets de la
plupart des fleurs et des fruits (Bruneton, 1993). Ces pigments représentent des signaux

visuels qui attirent les animaux pollinisateurs (insectes, oiseaux) (Bahorun, 1997).

2-2-6- Les acides phénoliques
Les acides phénoliques sont les dérivés hydroxylés de I’acide benzoique et de I’acide
cinnamique, ils sont présents dans un certain nombre de plantes (Psotova et al., 2003). Ils sont
considérés comme des substances phytochimiques et de chélation ayant des effets
prébiotiques, antioxydants et anti iflammatoire. Leur toxicité est faible et sont considérés

comme étant des composés non toxiques (Psotova et al., 2003). On distingue les acides
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hydroxybenzoique : 1’acide  vanillique, I’acide gallique etc.... et les acides
hydroxycinnamique : 1’acide caféique, I’acide férulique, [I’acide sinapique etc...
(Thériault, 2004).

2-3- Les composés azotés : les alcaloides

Les alcaloides sont des substances organiques azotées d'origine végétale. Bien que beaucoup
d'entre eux soient toxiques (comme la strychnine ou l'aconitine), certains sont employés en
médecine pour leurs propriétés analgésiques (comme la morphine), anesthésiques (atropine),
ou comme agents anticancéreux (taxol, vinblastine). Ils peuvent également agir comme des
neurotransmetteurs dans le systeme nerveux central (SNC) ou périphérique (SNP) comme la
sérotonine et la dopamine (Muniz, 2006).

Cependant, le réle des alcaloides dans les plantes est souvent inconnu et leur importance dans
le métabolisme de la plante n’est pas trés bien définie. Pourtant, plusieurs alcaloides sont trés
toxiques et offrent, par consequent, un arsenal chimique de défense des plantes contre

I'attaque des herbivores et des micro-organismes (Muniz, 2006).
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11 - Procédés d’extraction des métabolites secondaires

Selon 1I’Agence Frangaise de Sécurité Sanitaire des Produits de Santé (AFSSAPS, 2008) le
choix de la technique dépend principalement de la matiére premiére : son état originel, ses
caracteéristiques et sa nature proprement dite.

3-1- Hydrodistillation
Il s'agit de la méthode la plus simple et de ce fait la plus anciennement utilisée. Le procédé
consiste a immerger la matiére végétale dans un ballon lors d’une extraction au laboratoire ou
dans un alambic industriel rempli d'eau placé sur une source de chaleur. Le tout est ensuite
porté a ébullition. La chaleur permet I’éclatement des cellules végétales et la libération des
molécules odorantes qui y sont contenues. Les vapeurs sont condensées dans un réfrigérant et
les huiles essentielles se séparent de I’eau par différence de densité. Au laboratoire, le systeme
équipé d’une cohobe généralement utilise pour I’extraction des huiles essentielles est le
Clevenger (El Haib, 2011).

3-2- Entrainement a la vapeur d’eau
A la différence de I’hydrodistillation, cette technique ne met pas en contact direct de I’eau et
la matiere végétale a traiter. De la vapeur d’eau fournie par une chaudiere traverse la matiere
vegeétale située au dessus d’une grille. Durant le passage de la vapeur a travers le matériel, les
cellules éclatent et liberent I’huile essentielle qui est vaporisée sous I’action de la chaleur pour
former un mélange « eau + huile essentielle ». Le mélange est ensuite véhiculé vers le
condenseur et I’essencier avant d’étre séparé en une phase aqueuse et une phase organique :
I’huile essentielle (EI Haib, 2011).

3-3- Hydrodiffusion
L’hydrodiffusion est une variante de I’entrainement a la vapeur. Cette technique relativement
récente. Elle exploite ainsi I’action osmotique de la vapeur d’eau. Elle consiste a faire passer,
du haut vers le bas et a pression réduite, la vapeur d'eau au travers de la matrice végétale.
L'avantage de cette méthode est d'étre plus rapide donc moins dommageable pour les
composeés volatils et de ne pas mettre en contact le matériel végétal et I’eau (EI Haib, 2011).

3-4-Extraction par du CO; supercritique
La technique est fondée sur la solubilité des constituants dans le dioxyde de carbone super-
critiqgue. Grace a cette propriété, le dioxyde de carbone permet I’extraction dans le domaine
liquide (supercritique) et la séparation dans le domaine gazeux. Le dioxyde de carbone est
liguéfie par refroidissement et comprimé a la pression d’extraction choisie. Il est ensuite

injecté dans I’extracteur contenant le matériel végétal, puis le liquide se détend pour se
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convertir a I’état gazeux pour étre conduit vers un seéparateur ou il sera séparé en extrait et en
solvant.
L’avantage de cette méthode est que les températures d’extraction sont basses dans le cas de
dioxyde de carbone et non agressives pour les constituants les plus fragiles. Cette technique
est utilisable pour les essences difficilement distillables (El Haib, 2011).

3-5- Extraction assistée par micro-onde
Le procédé consiste a irradier par micro-ondes de la matiere végétale broyée en présence d’un
solvant absorbant fortement les micro-ondes (le méthanol) pour I’extraction de composés
polaires ou bien en présence d’un solvant n’absorbant pas les micro-ondes (hexane) pour
I’extraction de composés apolaires. L’ensemble est chauffé sans jamais atteindre I’ébullition
durant de courtes périodes entrecoupées par des étapes de refroidissement.
L’ avantage essentiel de ce procedé est de réduire considérablement la durée de distillation et
d’obtenir un bon rendement d’extrait (El Haib, 2011).

3-6- Expression a froid
Le procéde d'extraction par expression a froid est assurement le plus simple mais aussi le plus
limité. Il est réserve a I’extraction des composeés volatils dans les péricarpes des hespéridées
ou d’agrumes qui ont une trés grande importance pour I’industrie des parfums et des
cosmétiques. Cependant ce sont des produits fragiles en raison de leur composition en
terpenes. 1l s’agit d’un traitement mécanique qui consiste a déchirer les péricarpes riches en
cellules sécrétrices. L’essence libérée est recueillie par un courant d’eau et recoit tout le
produit habituel de I’entrainement a la vapeur d’eau, d’ou la dénomination d’huile essentielle
(El Haib, 2011).

3-7- Extraction par solvants volatils
La technique d’extraction « classique » par solvant, consiste a placer dans un extracteur un
solvant volatil et la matiére végétale a traiter. Grace a des lavages successifs, le solvant va se
charger en molécules aromatiques, avant d’étre envoyé au concentrateur pour y étre distillé a
pression atmosphérique.
L’extraction par solvant organique volatil reste la méthode la plus pratiquée. Les solvants les
plus utilisés a I’heure actuelle sont I’hexane, le cyclohexane, 1’éthanol, le méthanol, le
dichlorométhane et I’acétone. Le solvant choisi, en plus d’étre autorisé devra posséder une
certaine stabilité face a la chaleur, la lumiére ou I’0xygéne, sa température d’ébullition sera de
préférence basse afin de faciliter son élimination, et il ne devra pas réagir chimigquement avec
I’extrait. L’extraction est réalisée avec un appareil de Soxhlet ou un appareil de Lickens-
Nickerson (EI Haib, 2011).
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Chapitre 11- Matériel et Méthodes

Les différentes expérimentations ont été effectuées dans les structures suivantes :
» L’USTHB : Université des sciences et de la technologie Houari Boumediene Bab-
Ezzouar Alger —Algérie.
v" Laboratoire de Génie des Procédés et de Génie Mécanique pour I’extraction
des métabolites secondaires.
v' Laboratoire de Physique des Matériaux pour les propriétes physico-chimique
des huiles essentielles.
v’ Laboratoire de Chimie pour la CG/MS.
> Université de Djilali Bounaama, Khemis Miliana Ain defla Algérie.
v’ Laboratoire de Chimie pour les tests phytochimiques.
> IPT : Institut Pasteur de Tunis- Tunisie.
v' Département de Parasitologie Médicale, Biotechnologie et Biomolécules pour

I’activité antileishmanienne et cytotoxique.

2-1- Materiel végétal

Nous avons utilisé pour nos tests, des plantes spontanées au nombre de neuf (09). Elles
ont été retenues en raison de leurs informations ethnobotaniques d’une part et de leurs milieux
peuplés par les deux (02) réservoirs de la leishmaniose cutanée d’autre part.
Leur identification a ¢été réalisée a I’Ecole Nationale Supérieure d’Agronomie (ENSA) El-
Harrach-Alger. Toutes ces plantes récoltées a la floraison, fraichement récoltées sont
exemptes d’impuretés. Elles ne présentent pas de signe de pourriture ou d’endommagement,
ont été séchées pendant 20 jours a température ambiante et a ’abri de la lumiére avant

utilisation (Extraction).

2-1-1- Extraction des métabolites secondaires

Pour nos travaux deux types d’extractions ont été réalisés a savoir : I’hydro distillation et la
macération par un solvant : I’éthanol.

Le choix de la méthode d’extraction est basé sur des données bibliographiques et les

composés phytochimiques des métabolites a extraire.
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2-1-1-1- Extraction des huiles essentielles
L’extraction des huiles essentielles a été effectuée par hydro distillation dans un appareil de
type (Clevenger). Elle a concerné (05) plantes répertoriées dans le (Tableau I1).

Tableau I1: Les différentes plantes étudiées par hydrodistillation

Noms scientifiques/ Régions de récolte/ | Coordonnées Dates de | Parties de plante
(Famille) wilaya géographiques récolte utilisées
Artemisia campestris | Ben Srour /M’Sila | N : 35° 02’ 25 Mars 2015 | Feuilles et Tiges.
(Asteraceae) E: 04°33° 50

Anethum graveolens | Tablat/ Médeéa N :36°24° 46> Juin 2015 | Feuilles et Tiges
(Apiaceae) E:03°1836”

Ruta montana Tablat/ Médéa N :36°24° 46> Nov. 2015 | Feuilles et Tiges
(Rutaceae) E:03°1836”

Thymus pallescens Sour el Ghozlane/ N :36°08 50" Juin 2015 | Feuilles et Tiges
(Lamiaceae) Bouira E:03°41°26”

Thymus vulgaris Sour el Ghozlane/ N :36° 08’ 50 Juin 2015 | Feuilles et Tiges
(Lamiaceae) Bouira E:03°41° 26>

a/ Procédé d’extraction (Hydro distillation)

L’extraction des huiles essentielles a été effectuée par hydrodistillation selon (la Pharmacopée
Européenne, 2010).

100gr de matiére végetale seche immergée dans un ballon en verre rempli d’cau (1L) est
portée a ébullition pendant 3 heures. Les vapeurs d’eau formées au sein de 1’eau bouillante
entrainent ’huile essentielle qui est recueillie aprés condensation et décantation. Cette huile

a été sechée au sulfate de sodium anhydre puis conservée au frais a +4°C dans un flacon

ombré et hermétiquement fermé jusqu’a 1’analyse.

b/ Méthodes d’analyse et contréle de la qualité des huiles essentielles

La caractérisation d’une huile essentielle consiste a :
-Veérifier ses propriétés organoleptiques (aspect, couleur et odeur)

-Déterminer ses propriétés physico-chimiques (densité et indice de réfraction)
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Ces caractérisations ont été réalisées selon les normes de I’Association Francaise de
Normalisation (AFNOR, 2000).

> Analyses des caractéristiques physico-chimques
e Détermination de la densité (Norme NF T75-111)

La mesure de la densité a été réalisée a ’aide d’un pycnometre et d’une balance de précision.
La densité d’une huile essentielle est le rapport de la masse d’un volume de I’huile a 20 °C a

celle du méme volume d’eau distillée a 20°C.

Procédé :

A T’aide d’un pycnometre, peser successivement un méme volume d’eau distillée et d’huile
essentielle (HE). Peser le pycnomeétre vide. Entre chaque pesée, le pycnomeétre doit étre
soigneusement nettoyé avec de I’eau et de ’acétone et séché. Mesurer la température de
I’huile essentielle.

La Densité relative est donnée par la formule suivante :

Mo : est la masse en gramme du pycnometre vide.

mz : est la masse en gramme du pycnometre rempli d’eau.

m2 : est la masse en gramme du pycnometre rempli d’huile essentielle.

D= m2-mo/ m1-mo

e Détermination de I’indice de réfraction (Norme NF T75- 112)
L’indice de réfraction a été déterminé a 1’aide d’un réfractomeétre appareil permettant la
lecture directe d’indices de réfraction situés entre 1.300 et 1.700, a température de 20 °C et

une valeur de 1.333 pour I’eau distillée.

Procédé :

L’indice de réfraction d’une huile essentielle est le rapport entre le sinus de 1’angle de
réfraction d’un rayon lumineux de longueur d’onde déterminée passant de 1’air dans I’huile
essentielle maintenue a une température constante.

Quelques gouttes d’huile essentielle sont déposées dans I’appareil et la lecture de I’indice se

fait comme suit :
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- On regle le réfractométre d’une maniére a obtenir une moitié supérieure claire et une autre
moitié inférieure sombre et ce au niveau du cadran.

- L appareil utilis¢ est de type paralux optique de précision 68600 (lustiner France).

L’indice de réfraction n'y a la température de référence t, est donné par la formule :
Nts= n+ 0,0004 (t’-t)

n : est la valeur de la lecture, obtenue a la température t’, a laquelle a été effectuée la

détermination.

> Analyse de la composition chimique des huiles essentielles

Les huiles essentielles ont eté analysées par chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse (CG-MS) (systeme informatisé Hewlett-Packard, comprenant un
chromatographe en phase gazeuse 6890 couplé a un spectrométre de masse 5973A), équipé
d'une colonne capillaire en silice fondue HP5MS™ (30 m x 0,25 mm de diamétre interne ;

épaisseur de film de 0,25 um) (Figueredo, 2012).

Les spectres CG-MS ont été obtenus dans les conditions suivantes : gaz porteur, hélium ;
débit, 0,5 ml/min ; mode, fractionné (50:1) ; volume d'injection, 1 pL ; température
d'injection, 250°C ; programme de température du four, 60°C pendant 8 min, puis
augmentation a 2°C/min jusqu'a 250°C et maintien a 250°C pendant 15 min ; mode

d'ionisation, impact électronique a 70 eV.

Les pourcentages des composants ont été calculés électroniquement a partir des surfaces des
pics CG-FID. L'indice de rétention (IR) de tous les composants a été déterminé par la
méthode de Kovats par co-injection des échantillons avec une solution contenant la série
homologue de n-alcanes (C8-C28) sur la colonne HPSMS™ (Figueredo, 2012).

L'identification des composants a été réalisée par interprétation visuelle, en comparant leurs
indices de rétention et leurs spectres de masse avec les données publiées dans la littérature
(Adams, 2007) et en faisant correspondre leurs spectres de masse enregistrés avec les spectres

de référence de la bibliotheque informatique (National Institute of Standards and Technology
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[NIST] et de Wiley). La quantification a consisté a calculer le pourcentage de chaque
composé a la quantité totale présente.
Ces IR sont définis par la relation :
Tr [A] - Tr [Cn]
IR= 100n+ 100 x

Tr [C (n+1)] - Tr [Cn]

n : est le nombre de carbones de la paraffine précédant immédiatement le composé étudié

Tr [A] : est le temps de rétention du composé étudié

Tr[Cn]: est le temps de rétention de la paraffine précédant immediatement le composé
étudié

Tr [C (n+1)] : est le temps de rétention de la paraffine a n+1 atomes de carbone suivant

Immédiatement le compose.

La figure 20 résume le procédé d’identification et de quantification des composés d’une huile

essentielle.
C >
CPG
Détecteur @ %
FID Détecteur
Masse
Quantification
en %

Identification

..'}.':.;!'Z‘.'.I ’I‘

IR=100n+ 100x [tr (A) - tr (Cn)/ tr [C (n+1)] —tr (Cn)]

{—

Figure 20 : Procédé d’analyse de la composition chimique

Comparaison des
spectres de masse avec
les banques de données

Composition de
IPHE

d’une huile essentielle (Figueredo, 2012)
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2-1-2-1-Extraction par un solvant : Ethanol
L’extraction a été effectuée dans un appareil de type (Rotavapor) pour les plantes répertoriées

dans le tableau I11.

a/ Procédé d’extraction (solvant)

Pour extraire les métabolites secondaires des différentes parties d’éspéces végétales par
macération, nous avons opté pour le protocole décrit par (Bouharb et al., 2014).

Cent (100) gr de poudre végétale est macérée 24h dans 500ml d’éthanol a ’ombre a I’aide
d’un agitateur magnétique. Apres filtration, le solvant est évaporé a sec et sous vide au

Rotavapor a 60°C. Les résidus obtenus sont conservés a 4°C jusqu’a la réalisation des tests.
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Tableau I11: les différentes plantes étudiées par macération (Ethanol)

Espéces végétales / | Région de | Coordonnées Date de récolte | Parties de plantes Photos
(Famille) récolte/ géographiques utilisées

Wilaya
Inula viscosa Chebacheb/ N:36°42°21°" | Juin 2015 Feuilles et Tiges
(Asteraceae) Boumerdes E:03°18 14”7
Calotropis procera | Touat /Adrar N :29°10° 60" | Juil. 2016 les Feuilles
(Asclepiadaceae) W:0° 16’07
Colocynthis Medjedl/M’Sila | N :35°3” 1.48” | Déc. 2015 les fruits
vulgaris E :3°38° 31.37”
(Cucurbitaceae)
Peganum harmala | Ain  Skhouna/ | N :34°30° 20> | Juil. 2015 jeunes plantules
(Zygophyllaceae) Saida. E : 00°50° 59 (Feuilles et Tiges).
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b/ Tests phytochimigues.

Les tests phytochimiques sont des analyses qualitatives basées sur des réactions de colorations
et/ ou de précipitations par des réactifs spécifiques. lls sont effectués afin de mettre en
évidence les métabolites secondaires des espéces vegeétales. Ainsi, un screening
phytochimique a été réalisé aux plantes investiguées citées dans le tableau ci dessus (Tableau
[11) en se référant aux notations proposées par Dohou et al. ( 2003) et Daira et al. (2016).
Nulle (-) ; Faible (+) ; Moyennement riche (+ +) et Riche (+ + +).
Ces tests sont effectués sur :
» La poudre (broyat) : la plante est finement moulue.
» L’infusé : 50 ml d’eau distillée sont portés a ébullition, dans cette eau bouillante 059
de poudre (broyat) sont mises a infuser pendant 15 mn, puis filtrer le mélange. A la fin
le filtrat a été ajusté a 50 ml d’eau distillée.

e les alcaloides
2 g de poudre végétale sont humectés avec 10 ml d’ammoniaque % et mis en macération dans
50 ml d’éther / chloroforme (3/1) ; Apres 24 h de macération ce mélange est filtré puis épuisé
par 2.5 ml d’ (Hcl) 2N.
Des réactions de précipitations apparaissent sur la solution chlorhydrique, la présence des
alcaloides est révélée par le réactif de Dragendroff qui indique un précipité rouge.

» Réactif de Dragendroff :
Solution A : 0 ,85g de nitrate de bismuth+40ml d’cau distillée + 100ml acide acétique.
Solution B : 8¢ d’iodure de potassium + 20ml I’eau distillée.
Prendre 15ml du mélange (A+B) et rajouter 20ml d’acide acétique puis compléter a 100ml de

I’eau distillée.

e les anthocyanes
5 ml d’infusé, rajouter quelques gouttes d’acide chlorhydrique (Hcl). Une coloration rouge se

développe en présence des anthocyanes.
e les coumarines
Faire bouillir a reflux 2 g de poudre végétale dans 20 ml d’alcool éthylique pendant 15 min,

puis filtrer apres refroidissement.
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A 5 ml de ce filtrat, nous avons ajouté 10 gouttes de la solution alcoolique d’hydroxyde de
potassium (KOH) a 10% et quelques gouttes d’acide chlorhydrique a 10 % (pour obtenir un

milieu faiblement acide). La formation d’un trouble indique la présence de coumarines.

e les flavonoides
A 5 ml d’infusé, nous avons additionné 5 ml d’acide chlorydrique (Hcl), un copeau de
magnésium (Mg) et 1 ml d’alcool iso amylique. La mise en évidence des flavonoides est

révélée par une coloration rouge orangé.

e les glucosides
Quelques gouttes d’acide sulfurique (H2SO4) sont ajoutées & 2 g de poudre végétale. La

formation d’une coloration rouge brique ensuite violette montre la présence des glucosides.

e les quinones

» Quinones libres : 2 g de poudre humectés avec 2 ml d’(Hcl) 1N pendant 3 heures dans
20 ml de chloroforme, puis filtré. Ce filtrat est agité avec 5 ml d’ammoniaque .
L’apparition d’une coloration orangée nous indique la présence de quinones libres.

» Quinones combinés : 2 g de poudre végétale additionnée a 5 ml d’acide sulfurique
2N sont portés a reflux pendant 2 h. la solution extractive est filtrée puis épuisee par
20 ml de chloroforme. Ce mélange chloroformique est évaporé a sec puis epuisé par
I’ammoniaque %2. La réaction donne une coloration rouge en présence de quinones

combinées.

e les saponosides
A 2 ml d’infusé, rajouté quelques gouttes d’acétate de plomb. La formation d’un précipité

blanc indique la présence des saponines.

e les tanins totaux
La présence des tanins est mise en évidence par ’addition au 5ml d’infusé quelques gouttes
d’une solution de chlorure de fer (FeClz) a 5%. En présence des tanins une coloration bleu

noire se développe.
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2-2- Matériel biologique

Promastigotes de Leishmania major : PGLC 94 pour I’activité antileishmanienne.

Lignée macrophagique murine : Raw 264,7 pour le test de cytotoxicite.

2-3- Milieux de culture et Réactifs

Milieu NNN : La culture sur milieu NNN biphasique (Nicolle Mac Neal Novy 1904),
a pour but d’entretenir les souches étudiées. Elle assure la multiplication du parasite

sous sa forme extracellulaire (forme promastigote).

Milieu RPMI : Pour augmenter la densité de I’inoculum, les promastigotes sont
repiqués sur Milieu RPMI+ PS GLU (Roswell Park Memorial Institut), additionné de

sérum veau controle (SVF) 20%

PS GLU (Penicilline- Streptomycine — Glutamine)

MTT : Réactif commercialisé, il a été dissout dans du PBS afin d’obtenir une solution
stock 10 mg/ml puis filtré avec un filtre stérile 0.2uM a I’abri de la lumiere et

conservé a +4°C.

DMSO : Diméthysulfoxyde est un solvant organique sert a solubiliser les composés

organiques.

PBS : Phosphate Buffered Saline (Tampon phosphate salin) solution tampon contenant

du chlorure de sodium.

Amphotéricine B : est un polyéne anti-fongique isolé a partir de Streptomyces
nodonus, capable de modifier la perméabilité de la membrane parasitaire en agissant

sur I’ergostérol (Estevez, 2009).
Azide de sodium : la viabilité parasitaire (promastigotes)

Bleu trypan : la viabilité cellulaire (macrophages)

44



2-4- Activité biologique

2-4-1- Action des huiles essentielles sur les promastigotes de Leishmania major

(Activité antileishmanienne)

La viabilité de Leishmania major a été évaluée a l'aide du test colorimétrique au
bromure de 3-(4, 5-diméthylthiazol-2-yl)-2, 5-diphényl-tétrazolium (MTT) basé sur la
réduction du sel de tétrazolium en cristaux de formazan par les déshydrogénases

mitochondriales (Meerloo, et al., 2011).

Les promastigotes de Leishmania major ont été cultivés dans les conditions suivantes (26°C
et 5% de CO) en milieu RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, USA), supplémenté avec 100 U/ ml de
pénicilline, 100 U/ml de streptomycine et 2 mM de L- glutamine (Sigma-Aldrich, USA) et
enrichis avec 10% de sérum de veau feetal (FCS) (Gibco).

Les promastigotes ont été répartis a raison de 50ul dans des plaques de 96 puits a une
concentartion cellulaire de 2.10° par puits et incubés & 26°C pendant 72h en présence d'HE
solubilisées dans du RPMI + DMSO (Sigma- Aldrich, USA) 0,05 % (Aloui, et al., 2016) a
des concentrations de ¥ allant de (100ug/ml a 0,78ug/ml) (Fig. 21) .

L'amphotéricine B (Sigma- Aldrich, USA) a été utilisée comme témoin positif a des
concentrations allant de (07,8 pug/ml a 0,06 pg/ml) et les parasites non traités (RPMI + DMSO

0,05%) ont été considérés comme témoin négatif (Fig.21).

Aprés 72 heures d'incubation a 26 °C des plaques de culture cellulaire, 10 pl de MTT (Sigma
Aldrich, USA) a une concentration finale de 0,5 mg/ml ont été ajoutés par puits et I'incubation
a été poursuivie dans l'obscurité pendant 4 heures supplémentaires. La réaction a été arrétée

par I'ajout de 100 ul d'une solution d'isopropanol acidifiée (Meerloo, et al., 2011).
La lecture a été effectuée a l'aide d'un spectrophotométre (Synergy HT, Bio-Tek) ou les

densités optiques (DO) sont lues a 540 nm, ce qui permet de calculer le pourcentage (%)

d'inhibition avec l'aguation suivante :
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% d'inhibition = [(DO contrdle négatif - DO échantillon) / DOcontréle négatif] x100.

En utilisant le programme Graph Pad Prism 5, une étude statistique a été réalisée en utilisant
une analyse de régression non linéaire dose-réponse, la concentration d'inhibition qui inhibe

50 % de la population cellulaire (C150) a été détermineée.

Selon (Osorio, et al., 2007 et de Lima, et al., 2012), les composés ont été classés comme suit :
CI50 < 10ug/ml tres active ; 10ug/ml < CI150 >50ug/ml active ; 50pug/ml < CI50 > 100ug/ml

modérément active et CI50 > 100 pg/ml non active.
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Figure 21: Plan de la plaque pour I’activité antileishmanienne

2-4-2- Action des huiles essentielles sur les cellules Raw 264.7(Test de cytotoxicité)

L’évaluation de la cytotoxicité des huiles essentielles sur des lignées cellulaires nous
renseigne sur la capacité de ces HEs a bloquer les mécanismes de réplication de ces cellules
(Estevez, 2009).

La cytotoxicité des HE a été évaluée a l'aide de la lignée cellulaire macrophagiques Raw
264.7, maintenues en culture dans du RPMI-1640, supplémentée de 2 mM de L-glutamine et
d’antibiotique : 100 U/ml de streptomycine (Sigma), enrichie de 10% de serum veau feetal
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(SVF). La viabilité des cellules a été évaluée aprés incubation avec 0,1% de bleu de trypan en

comptant les cellules non colorées au microscope optique.

Les macrophages ont été répartis dans des plaques de 96 puits a une densité cellulaire de
2.10* cellules /puits, on les a laissé adhérer pendant une nuit & 37°C et 5% de CO; ; aprés
avoir remplacé le milieu par un frais contenant 100 pl de dilution en série d'HE de (100ug/ml
a 0.78ug/ml).

L'amphotéricine B a été utilisée comme contrdle positif et les cellules non traitées ont été
considérées comme contrdle négatif. Les cellules ont été incubées pendant 72h & 37°C et leur
viabilité a été estimée par le test MTT dont [I'expression des résultats a été décrite
précedemment (Meerloo, et al., 2011), ainsi la concentration cytotoxique de 50% (CC50) a

été déterminée.

> Indice de séléctivité des huiles essentielles

L'indice de sélectivité (IS) est un paramétre définissant I'équilibre entre la cytotoxicité
et l'activité biologique de I'huile correspondant a la concentration active la plus élevée sans
toxicité et exprimé par le rapport CC50 macrophages / CI50 parasites (Weninger, et al.,
2001).

Pour une valeur IS supérieure a 10, I'huile est considérée comme efficace contre les parasites

et sans danger pour les macrophages (Acerby, et al., 2008 et Monzote, et al., 2014).

2-4-3- Action des extraits totaux sur les promastigotes de Leishmania major

L’activité antileishmanienne sur la forme promastigote de Leishmania major a été
évaluée par la méthode colorimétrique MTT dont I’expression des résultats a été décrite
précédemment. Les extraits totaux ont été solubilisés dans du RPMI + DMSO 0,05 % a des
concentrations de %2 allant de (1000 pg/ml a 7.81ug/ml).

L’amphotéricine B a été utilisee comme témoin positif a des concentrations allant de (07,8
pg/ml a 0,06 pg/ml) et les parasites non traités (RPMI + DMSO 0,05%) ont été considérés

comme témoin négatif.

47



2-4-4- Analyse statistique

Chaque expérience a été réalisée en triplicat et les résultats ont été exprimés sous
forme de moyenne + Erreur standard de la moyenne (SEM).

Les valeurs des concentrations d’inhibition a 50% (CI50) parasitaires et des
concentrations cytotoxiques a 50 % (CC50) pour chaque HE ont été déterminées par une
analyse de regression non linéaire dose-réponse en utilisant le logiciel (Graph Pad Prism 5
San Diego USA).

Le test de Tukey (Graph Pad Prism5) pour de multiples comparaisons et permet de
distinguer les groupes avec un niveau de confiance de 95%. Les différences ont été

considérées comme significatives pour p<0,05.
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Reésultats et discussion



Chapitre 111 - Résultats et discussion

3-1/ Caractéristiques organoleptiques des huiles essentielles

Les résultats des analyses organo-leptiques sont regroupés dans le tableau 1V.

Tableau 1V: Résultats des analyses organo-leptiques des plantes étudiées par hydrodistillation

Photos

Couleur : Jaune pale
Odeur : fétide

Huiles Caractéristiques AFNOR 2000
essentielles organoleptiques
Artemisia Aspect : Liquide mobile Liquide mobile
campestris Couleur : jaune clair

Odeur : camphrée
Anethum Aspect : Liquide mobile Liquide mobile
graveolens Couleur : jaune clair

Odeur : caractéristique

d’anis
Ruta montana Aspect : Liquide mobile Liquide mobile

Jaune a jaune clair

Caractéristique, grasse

Couleur : Brun clair

Odeur : camphrée, épicée

Thymus Aspect : Liquide mobile Liquide mobile
pallescens Couleur:  jaune  foncé

(orangée)

Odeur : épicée
Thymus vulgaris | Aspect : Liquide mobile Liquide mobile

Brun au brun-rouge
Aromatique,
phénolique légérement
épicé

'
§
!
e
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3-2/ Caractéristiques physico-chimiques des huiles essentielles

Les résultats des analyses physico- chimiques sont reportés dans le tableau V.

Tableau V : Résultats des analyses physico-chimiques des plantes étudiées par hydrodistillation

Huiles Densité AFNOR Indice de réfraction a AFNOR
essentielles relative a 2000 20°C 2000
20°C
Artemisia 0.881 - 1.391 -
campestris
Anethum 0.895 - 1.488 -
graveolens
Ruta montana 0.821 0.826 2 0.834 1.456 1.4292a1.436
Thymus 0.960 - 1.502 -
pallescens
Thymus vulagaris 0.922 0.915a0.935 1.499 1.496 a 1.505

Il est a noter que les parametres (organoleptiques et physico-chimiques) de certaines

huiles essentielles ont été comparés aux normes AFNOR (2000). Quant aux autres (HE),

elles ont été confrontées a d’autres travaux (Tableau V1).
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Tableau VI : Données bibliographiques des caractéristiques organo-leptiques et physico-

chimiques des huiles essentielles.

caractéristique d’anis

Especes Caractéristiques organo- | Caractéristiques Auteurs
leptiques Physico-chimique
Couleur/Odeur Densité/Indice de
réfraction
Artemisia campestris Jaune péle/camphre 0.891/1.3860 (Saihi, 2011 ; Dijelfa-
Algérie)
Anethum graveolens Jaune clair/ 0.802/1.477 (Alloun, 2013;

Birkhadem-Algérie)

Ruta montana L

Jaune a brun intense

0.863 &4 0.972 / 1.481 &
1.511

(Garnero, 1996 ; France)

Thymus vulgaris

Brun au brun

rouge/aromatique  avec

fond Iégerement épicé

0.915 a 0.935/ 1.496 a
1.505

Jaune pale/ 0.804 /1.430 (Alloun, 2013 ; Tablat-
désagréable et prononcée Algérie)

Thymus pallescens Orangée /fond épice 0.920/1.493 (Chikhoune, 2007 ;
Orangée /fond épicé 0.964 /1.501 Bou Saada-Algérie)

(Douar-Latreche, 2012 ;

Bouira -Algérie)

(Garnero, 1996 ; France)

Les résultats indiquent que les constantes physiques et les caractéristiques organoleptiques des

especes étudiées se retrouvent dans les fourchettes de références soit par les normes (AFNOR)

ou bibliographiques.
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3-3/ Composition chimique des huiles essentielles

La composition chimique des (HES) est représentée dans les (TableauxVII, VIII, 1X, X, XI et
XII) dont les composants ont été classés selon leurs indices de rétention (IR) et les molecules

ayant des fragments de masse inférieure a 0.1% n’ont pas été rapportées.

3-3-1/ Composition chimique de ’HE d’Artemisia campestris

La composition chimique de 1’huile essentielle d 'Artemisia campestris est représentee
dans le (tableau VII). Un total de vingt (20) composés qui représentent (91.35%) de I’huile,
ont été identifiés. Les composés dominants de I’huile était le B- Pinene avec (23.54%), suivi
de a-Pinéne (16.35%) puis le Limonéne (11.23%). L’huile essentielle d’Artemisia campestris
renferme principalement des monoterpénes hydrogénés avec (70,99%) (fig. 22).
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Tableau VII : Composition chimique en pourcentage (%) de ’'HE d’Artemisia campestris

composants IR? IRP Ac
a-Thujene 930 931 3,17
a-Pinene 939 939 16,35
B-Pinene 979 975 23,54
Myrcene 990 982 8,7
0-Cymene 1026 1025 3,65
Limonene 1029 1031 11,23
y-Terpinene 1059 1050 4,35
Linalool 1096 1090 0,23
Trans- Pinocarveol 1139 1137 1,3
Terpinen-4-ol 1177 1175 2,78
a- Terpineol 1188 1183 2,04
Myrtenal 1195 1192 2,26
Thymol 1290 1286 0,17
Carvacrol 1299 1295 3,2
a-Gurjunene 1409 1402 1,29
a-Patchoulene 1456 1454 0,13
Farnesene (E)- B 1456 1461 0,79
Curcumene 1472 1476 0,28
B-Selinene 1490 1488 3,02
Spathulenol 1578 1572 2,87
Monoterpenes hydrogénés 70,99
Monoterpénol 6,35
Aldéhydes 2,26
Phenols 3,37
Sesquiterpénes 8,38
Total (%) 91,35

IR? : Indice de rétention de Kovats Adams

IR® : Indice de rétention de Kovats calculé par rapport aux séries homologues
de n-alcanes (C8-C28) sur la colonne HP5MS™

A.c : Artemisia campestris
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Artemisia campestris

B Monoterpénes
hydrogénés

¥ Monoterpénol
N Aldéhydes

® Phénols

® Sesquiterpénes

Figure 22: Répartition en % des principales familles de

composés de I’HE d’Artemisia campestris

Plusieurs chercheurs ont analysé la composition chimique de ’armoise rouge issu des régions
géographiques différentes.

Les travaux réalisés par (Touil et Benrebiha, 2014) sur I’huile d’Artemisia campestris était
dominée par trois constituants : le B-Pinéne (20.75%), le Limonéne (10,46%) et y-Tepinéne
(10,18%). D’autres composés ¢étaient également présents mais a des teneurS moins
importantes a savoir : Germacréne D (9,53%), Myrcene (7,90%), a-Pinéne (6,02%), (E)- B-
Ocimene (4, 34%), (Z)- B- Ocimeéne (4,12%), Carvacrol (4, 00%), B-Eudesmol (3,3%) et le B-
Selinene (3,29%).

D’apres (Belhattab et al., 2011) I’huile d’Artemisia campestris contient comme principaux
constituants : a-Terpinéne (18,8%), a-Pinéne (18,4%), Camphrier (9,2%), Camphene (7,7%)
et Bornéol (5,2%) .

Saihi, (2011) a révélé la présence d’un composé majoritaire le Spathulenol (58,2%) suivi de
Caryophyllene (10%), B-Caryophyllene (9,5%), p-Menth-1-en-8-0l-(9,3%) eta-Copaene (8%).
Quant aux travaux de (Derradj-Heffaf, 2013) a monté que la composition chimique de
I’armoise rouge était dominée par les monoterpénes (62,11%) par rapport aux autres familles
chimiques dont les composés majoritaires sont : a-Phellandrene (15,88%), B- Pinene (8,36%),
a-Pinéne (8,36%), Limonene (4,01%) et (Z)- B-Ocimene (6,49%).

Les travaux réalisés par (Kabouche, et al., 2013) que I’huile d’Artemisia campestris de
khenchela était composée de B-Myrcene (16,47%), a- Pinene (14,18%), Trans-p- Ocimene
(12, 61%), B- Cymene (8,15%), Camphor (5.85%).
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La méme espéce récoltée dans le sud-est tunisien, analysée par (Akrout, et al., 2010) ont
révélé que les monoterpenes hydrocabonés constituaient 84% de la composition chimique
avec B-Pinene (45,8%), a-Pinene (12,5%), Limonene (7,7%), p-Cyméne (4,6%), y- Terpinene
(3,6%) et Myrcene (3,3%).

Au Maroc, les travaux réalisés par (Al-jahid et al., 2017) les graines d’Artemisia campestris
contenaient les principaux constituants : B-Pinene (12.0%), Spathulenol (10,8%), a-Pinene
(7,5%), Limonene (7,0%) et Cymene (5,4%).

Ali Esmail Al-Snafi, (2015), Artemisia campestris d’Iraq contenait 3- Myrcene (16,47%), o-
Pinene (14,18%), trans-p-Ocimene (12, 61%), B-Cymene (8,15%) et Camphor (5,85%).

Quant a (Chalchat et Cabassu, 2003) ont remarqué que I’huile de ’armoise rouge de Serbie
avait une quantité égale de monoterpenes (22,5%) et sesquiterpénes (20,8%) dont les
principaux composants des monoterpéniques : B-Pinene (9,1%), a-Pinene (3,4%), Limonene

(2,5%) et les sesquiterpenes : Spathulenol (9,2%), 4-Hydoxy-9-epi-p-Caryophullene (3,0%).

3-3-2/ Composition chimique de ’HE d’Anethum graveolens

La composition chimique de I’huile d’Anethum graveolens est représentée dans le
(tableau VIII). Un total de (18) composés qui représentent (95.91%) de I’huile, ont été
identifiés. Les composés dominants de 1’huile était la Myristicine avec (23.86%), suivi de o-
Phellandrene avec (14.8%) et de Limonéne (13.3%). L’huile essenticlle d’Anethum
graveolens renferme (64,75%) de monoterpénes hydrogénés et (25,26%) de sesquiterpenes
(fig. 23).
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Tableau VIII : Composition chimique en pourcentage (%) de I’HE d’Anethum graveolens

composants IR? IRP A.g
a-Pinene 939 941 8,7
Camphene 954 947 2,28
Sabinene 975 969 1,2
B-Pinene 979 974 11,2
a-Phellandrene 1002 997 14,8
p-Cymene 1024 1025 4,25
Limonene 1029 1032 13,3
y-Terpinene 1059 1054 9,02
Fenchone 1086 1089 0,1
Linalool 1096 1098 3,2
Trans- Sabinol 1142 1139 0,6
Camphor 1146 1141 1,4
Thymol 1290 1290 0,2
Carvacrol 1299 1299 0,4
(E)-Caryophyllene 1419 1411 0,1
Myristicine 1518 1514 23,86
d-Cardinene 1523 1530 0,1
Elemicine 1557 1551 1,2
Monoterpénes hydrogénés 64,75
Alcool 3,8
Cétones 1,5
Phénols 0,6
Sesquiterpénes 25,26
Total (%) 95,91

IR? : Indice de rétention de Kovats Adams

IR® : Indice de rétention de Kovats calculé par rapport aux séries homologues
de n-alcanes (C8-C28) sur la colonne HP5MS™
A.g : Anethum graveolens

Anethum graveolens

= Monoterpénes
hydrogénés

B Alcools

= Cétones

m Phénols

m Sesquiterpénes

Figure 23: Répartition en % des principales familles de

composés de I’'HE d’Anethum graveolens
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Dans la région de Béchar Khaldi, (2017) a révélé que I’huile essentielle d’Anethum
graveolens était dominée par I’ Apiol (32,78%) et la Carvone (31,04%).

En Iran, un total de 20 composés a été identifié et révelé par (Hojjati, 2017), dont les
principaux sont a-Phellandrene (38.85%), p-Cymene (14.72%), y-Terpinene (13.96%), a-
Pinene (9.61%), Limonene (6.45%), Germacrene D (6.01%), Dill ether (3.38%), B-Myrcene
(2.51%) et a-Thujene (2.06%).

Des travaux en Inde réalisés par (Rana and Blazquez, 2014) ont montré que la composition de
I’huile d’Anethum graveolens était composée de a-Phellandrene (31.8%), Apiol (15.3%), Dill
ether (13.2%), Limonene (11.8%), Geraniol (10.6%) et de p-Cymene (5.3%).

En Tunisie, Assadi et Rodhane (2014) ont réalisé des extractions d’huiles essentielles a partir
de trois organes (feuilles, fleurs et graines) d’Anethum graveolens. Les résultats ont révélé les
composants majeurs dans les feuilles sont le B-Phellandréne (31,25%) et le y-Terpinéne
(29,62%). Ceux des fleurs sont I’Apiol (25,14%) et le Limonéne (22,49%). Les composants
majoritaires dans les graines sont la Carvone (30,47%), 1’Apiol (24,04%) et le Limonéne
(21,14%).

Roomiani et al., (2013) ont révélé que I’huile essentielle d’Anethum graveolens L. d’Iran
était dominée par le D-carvone avec (36.09%) suivi du Limonene (19.89%), Dill Apiol
(16.83%), E-Dihydrocarvone (7.36%) et Z-Dihydrocarvone (6.59%).

L’étude realisée par (Alloun, 2013) que la composition chimique d’Anethum graveolens

est caractérisée par une dominance de composes monoterpéniques oxygénés avec un taux de
(48,33%) dont le principal composé est la myristicine avec une teneur de (39,1%) suivi de a-
Phallendrene (15,7%), Limonene (14,6%), y-Terpinene (8,6%) et le Fenchone (7.2%).

Jianu et al., (2012) ont révélé que le composant principale de I'huile provenant des graines
matures est la Carvone (52,37%) suivi du Limonéne (39,20%). La teneur en Phellandrene est
variable dans les échantillons d'huile analysés (12,61 %) dans les inflorescences (3,67%)

dans les graines immatures (30,45%) dans les tiges et (2,29%) dans les graines matures.

3-3-3/ Composition chimique de ’HE de Ruta montana

La composition chimique de I’huile essentielle de Ruta montana est représentée dans
le (tableau 1X). Un total de douze (12) composés qui représentent (95.28%) de I’huile, ont été
identifiés. Le composé majoritaire de I’huile était le 2- Undecanone avec (77.60%) suivi du
2-Decanone (12.89%). L’huile essentielle de Ruta montana est caractérisée par une

domninace de cétones avec (91,29%) (fig. 24).
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Tableau IX : Composition chimique en pourcentage (%) de ’'HE de Ruta montana

composants IR? IRP R.m
a-Pinene 939 938 0,1
o-Phellandrene 1002 1005 0,23
Limonene 1029 1021 0,57
y-Terpinene 1059 1060 0,23
2-Nonanol 1098 1096 1,2
2-Decanone 1192 1189 12,89
2-Decanol 1199 1201 0,83
2-Undecanone 1294 1291 77,60
2-Undecanol 1301 1305 0,41
2-Tridecanone 1496 1491 0,80
Myristicine 1518 1533 0,32
Elemicine 1557 1560 0,10
Monoterpénes hydrogénés 1,13
Alcool 2,44
Cétones 91,29
Sesquiterpénes 0,42
Total (%) 95,28

IR? : Indice de rétention de Kovats Adams,

IR® : Indice de rétention de Kovats calculé par rapport aux séries homologues
de n-alcanes (C8-C28) sur la colonne HP5MS™

R.m : Ruta montana

1,13%32,44%

Ruta montana

m Monoterpénes
hydrogénés
H Alcools

1 Cétones

M Sesquiterpénes

Figure 24 : Répartition en % des principales familles de

composés de I’HE de Ruta montana



En Tunisie (Bejaoui et al., 2019) ont révélé la composition chimique de I’huile essentielle de
Ruta montana était dominée par le 2-Undecanone (86.77%), suivi du 2-Decanone (4.91%)
puis le 2-Nonanone (23.62%).

L’étude réalisée par (Alloun, 2013) , la composition chimique de Ruta montana présente une
dominance de cétones qui constituent 98,8% des composés de I’huile ou le 2-Undécanone
représente la quasi-totalité de I’huile avec une teneur de 94%, suivi de 2- Decanone (3,3%).
Les travaux réalisés par (Belhadi, 2013) ont révélé que I’huile essentielle extraite a partir des
parties aériennes de Ruta montana de la région de Blida, Batna et Béjaia presente une
dominance du 2-Undecanone avec des teneurs de 78,07%, 77,6% et 51,35% respectivement,
suivi du 2-Decanone puis le 2-Dodecanone.

Les travaux de (Kambouche et al., 2008 et Zellagui et al., 2012) sur Ruta montana ont révélé
une teneur en 2-Undécanone de (32,8%), (60,19%) et (90,4%) provenant respectivement des
régions d’Oran, de Mila, et d’Oum EIl Bouaghi.

Des travaux antérieurs ont montré la richesse des rutacées en metabolites secondaires tels que

les coumarines, furanocoumarines et les alcaloides (Benkiki, 2006).

3-3-4/ Composition chimique de ’HE de Thymus pallescens

La composition chimique de I’huile essentielle de Thymus pallescens est représentée
dans le (tableau X). Un total de (18) composés qui représentent (97.67%) de I’huile, ont été
identifiés. Les composés dominants de I’huile essentielle était le Carvacrol avec (59,15%),
suivi de Thymol (12,43%) puis p-Cymeéne (10,6%). L’huile essenticlle de Thymus pallescens

est caractérisée par une dominance de composés phénoliques avec (72,55%) (fig. 25).
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Tableau X : Composition chimique en pourcentage (%) de I’'HE de Thymus pallescens

composants IR | IRP Tp
a-Thujene 930 | 924 0,9
a-Pinene 939 | 943 1,98
Camphene 954 | 955 0,83
B-Pinene 979 | 977 0,78
Myrcene 990 | 982 3,2
p-Cymene 1024 | 1019 10,6
Limonene 1029 | 1028 0,2
y-Terpinene 1059 | 1057 4,3
Terpinolene 1088 | 1083 0,54
Linalool 1096 | 1092 0,87
Camphor 1146 | 1153 0,1
Thymol 1290 | 1309 12,43
Carvacrol 1299 | 1315 59,15
Carvacryl Acetate 1367 | 1368 0,97
a-Gurjunene 1409 | 1406 0,3
(E)-Caryophyllene 1419 | 1424 0,25
Aromadendrene 1441 | 1445 0,14
d-Cardinene 1523 | 1531 0,13
Monoterpénes hydrogénés 23,33
Alcool 0,87
Cétones 0,1
Phénols 72,55
Sesquiterpénes 0,82
Total (%) 97.67

IR? : Indice de rétention de Kovats Adams ,
IR® : Indice de rétention de Kovats calculé par rapport aux séries homologues
de n-alcanes (C8-C28) sur la colonne HP5MS™
T.p : Thymus pallescens
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Figure 25 : Répartition en % des principales familles de
composés de I’HE de Thymus pallescens



L’¢étude réalisée par (Chaa, 2018) a révelé que le Carvacrol avec (54.09%) et le Thymol avec
(16.24%) étaient les composés majoritaires de I’huile essentielle de Thymus pallescens.

Les travaux de (Douar-Latreche, 2012) ont révélé que la composition chimique de 1’huile de
Thymus pallescens était dominée par les composés monoterpeniques oxygénés (51,6%), suivi
par les hydrocarbures monoterpeniques avec (37,3%) puis les hydrocarbures
sesquiterpeniques avec (4,6%). Le composé majoritaire était le carvacrol avec des teneurs
allant de (41,1% a 43,0%) suivi de p-Cymene (10% a 11%) et le y- Terpinene (7,9% a
10,5%). Il est a noter, que dans cette étude le Thymol varie faiblement entre (0,7 % et 0,9%).
Benchabane, (2014) a révélé que les principaux composants de Thymus pallescens étaient :
Carvacrol (40,2%), Thymol (13,5%), a-Terpineol (7,0%) et y- Terpinene (6,5%).

Les travaux de (Sahraoui et al., 2016) ont mis en évidence la présence de (11,5%)
d’hydrocarbures monoterpéniques, (74,3%) de monoterpénes oxygénés, (2,6%) de
sesquiterpénes et (2,1%) de sesquiterpénes oxygenés. Le constituant majoritaire est le
Carvacrol avec (68,5%).

L’étude de (Chikhoune, 2007) a montré la dominance du composé phénolique le Carvacrol
suivie des deux hydrocarbures monoterpéniques.

Les travaux réalises par (Hazzit et Baaliouamer, 2009) sur I’influence de 1’organe producteur
ainsi que le stade végeétatif sur la composition chimique des huiles essentielles de Thymus
pallescens ont révelé que les feuilles présentaient (39%) de Carvacrol suivi de (17.4%) de p-
Cymeéne. Les fleurs de celle-ci présentaient (48.3%) de Carvacrol suivi de (14.1%) de
Trepinene. Au stade de développement (HE) présentait (56.2%) de carvacrol suivi de (7.5%)
de p-Cymene. Au stade végétatif (HE) présentait (65%) de Carvacrol suivi de (10.2%) et au
stade floraison I’HE présentait (52.5%) suivi de (13.5%) de p-Cymene.

3-3-5/ Composition chimique de ’HE de Thymus vulgaris

La composition chimique de I’huile essentielle de Thymus vulgaris est représentée
dans le (tableau XI). Un total de (16) composés qui représentent (97.32%) de I’huile, ont été
identifiés. Le principal composé dominant de I’huile était le Thymol avec (56.80 %), suivi
de p-Cymene avec (15.50%) et y-Terpinéne (08.76%). L huile essentielle de Thymus vulgaris

renferme (59,87%) de composés phénoliques (figure 26).
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Tableau XI : Composition chimique en pourcentage (%) de ’'HE de Thymus vulgaris

composants IR? IRP Tv
a-Pinene 939 940 2,16
B-Pinene 979 980 0,19
p-Cymene 1024 1022 15,50
Limonene 1029 1036 1,25
y-Terpinene 1059 1054 8,76
Linalool 1096 1096 4,15
Citronellal 1153 1151 1,25
Terpinen-4-ol 1177 1174 1,17
Thymol 1290 1288 56,80
Carvacrol 1299 1301 3,07
Citraldimethoxy (E) 1341 1339 0,82
(E)-Caryophyllene 1419 1416 1,5
Aromadendrene 1441 1439 0,29
a-Humelene 1454 1452 0,14
y-Cardinene 1513 1509 0,11
6-Cardinene 1523 1528 0,16
Monoterpénes hydrogénés 27,86
Alcool 5,32
Aldéhydes 2,07
Phénols 59,87
Sesquiterpénes 2,2
Total (%) 97,32

IR? : Indice de rétention de Kovats Adams,

IR® : Indice de rétention de Kovats calculé par rapport aux séries homologues
de n-alcanes (C8-C28) sur la colonne HP5MS™

T.v : Thymus vulgaris
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hydrogénés
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Figure 26: Répartition en % des principales familles de
composés de I’HE de Thymus vulgaris



Les travaux réalisés par (Bouguerra et al.2017) ont révélé que I’huile essentielle extraite de
Thymus vulgaris dans la région de Blida était une huile a dominace Linalool avec (82,88%).
L’étude réalisée par (Bahlouli, 2015) a révélée que 1’essence du thym commun est composée
majoritairement de Carvacrol avec un taux de (83.8%) suivi du p-Cymeéne (8.15%), v-
Terpinéne (4.96%) et Linalool (1.44%).

Les travaux réalisés par (Boruga et al., 2014) les composants majoritaires sont p-Cymene
(8.41%), y-Terpinene (30.90%) et Thymol (47.59%).

Au Maroc, Phuile essentielle de Thymus vulgaris est riche en Thymol avec (41,39%)
suivi de y-Terpinéne (22,25 %) (EI Ouali Lalami, 2013).

Des travaux réalisés par (Haddaf et al.2004) ont révélé que la composition chimique de 1’huile
essentielle de Thymus vulgaris été composé de (25.40%) de Thymol, (11.30%) de Carvacrol,
(26.20%) de p-Cymene et de (10.42 %) de Thymol-quinone.

Il est a noter, des individus de la méme espece botanique, ayant le méme génome et le méme
phénotype, peuvent présenter des différences significatives au niveau de leur composition
chimique.

Le thym compte parmi les especes qui illustrent le mieux la notion de chémotype ; au moins
sept races chimiques ont éte formellement identifiées : thymol, carvacrol, géraniol, linalol, a-
terpinéol, thuyanol et 1,8-cinéole. Un autre chémotype, a p-cyméne est parfois décrit
(Descepper, 2017). Ces différences sont dues a la période de récolte des plantes, au mode
d’extraction utilisé et aux facteurs environnementaux (altitude, ensoleillement, nature du sol,

pluviométrie..... etc) (Fellah et al., 2006 ; Bakkali et al., 2008 ; Descepper, 2017 ).
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Tableau XI1 : Composition chimique en pourcentage (%) des HEs par hydrodistillation

composants IR* IR" Ac IR® Ag IR® Rm IR® Tp IR Ty
a-Thujene 930 931 3,17 - - - - 924 0,9 - -
a-Pinene 939 939 16,35 941 87 938 0,1 943 1,98 940 2,16
Camphene 954 - - 947 2,28 - - 955 083 - -
Sabinene 975 - - 9%69 1,2 - - - - - -
B-Pinene 979 975 2354 974 112 - - 977 0,78 980 0,19
Myrcene 990 982 87 - - - - 982 3,2 - -
a-Phellandrene 1002 - - 997 14,8 1005 0,23 - - - -
p-Cymene 1024 - - 1025 4,25 - - 1019 10,6 1022 15,50
0-Cymene 1026 1025 3,65 - - - - - - - -
Limonene 1029 1031 11,23 1032 13,3 1021 0,57 1028 0,2 1036 1,25
v-Terpinene 1059 1050 4,35 1054 9,02 1060 0,23 1057 4,3 1054 8,76
Terpinolene 1088 - - - - - - 1083 0,54 - -
Fenchone 1086 - - 1089 0,1 - - - - - -
Linalool 1096 1090 0,23 1098 3,2 - - 1092 0,87 1096 4,15
2-Nonanol 1098 - - - - 1096 1,2 - - - -
Trans- Pinocarveol 1139 1137 1.3 - - - - - - - -
Trans- Sabinol 1142 - - 1139 0,6 - - - - - -
Camphor 1146 - - 1141 14 - - 1153 0,1 - -
Citronellal 1153 - - - - - - - - 1151 1,25
Terpinen-4-ol 1177 1175 2,78 - - - - - - 1174 1,17
a- Terpineol 1188 1183 2,04 - - - - - - - -
2-Decanone 1192 - - - - 1189 12,89 - - - -
Myrtenal 1195 1192 2,26 - - - - - - - -
2-Decanol 1199 - - - - 1201 0,83 - - - -
Thymol 1290 1286 0,17 1290 0,2 - - 1309 12,43 1288 56,80
2-Undecanone 1294 - - - - 1291 77,60 - - - -
Carvacrol 1299 1295 3,2 1299 0,4 - - 1315 59,15 1301 3,07
2-Undecanol 1301 - - - - 1305 041 - - - -
Citraldimethoxy (E) 1341 - - - - - - - - 1339 0,82
Carvacryl Acetate 1367 - - - - - - 1368 0,97 - -
a-Gurjunene 1409 1402 129 - - - 1406 0,3 - -
(E)-Caryophyllene 1419 - - 1411 0,1 - - 1424 0,25 1416 1,5
Aromadendrene 1441 - - - - - - 1445 0,14 1439 0,29
a-Humelene 1454 - - - - - - - - 1452 0,14
a-Patchoulene 1456 1454 0,13 - - - - - - - -
Farnesene (E)- B 1456 1461 0,79 - - - - - - - -
Curcumene 1472 1476 0,28 - - - - - - - -
B-Selinene 1490 1488 3,02 - - - - - - - -
2-Tridecanone 1496 - - - - 1491 0,80 - - - -
y-Cardinene 1513 - - - - - - - - 1509 0,11
Myristicine 1518 - - 1514 2386 1533 0,32 - - - -
3-Cardinene 1523 - - 1530 0,1 - - 1531 0,13 1528 0,16
Elemicine 1557 - - 1551 1,2 1560 0,10 - - - -
Spathulenol 1578 1572 2,87 - - - - - - - -
Monoterpénes 82,97 70,65 94,06 96,85 95,12
Sesquiterpénes 8,38 25,26 1,22 0,82 2,2
Total (%) 91.35 95,91 95,28 97.67 97,32

IR? : Indice de rétention de Kovats Adams, IR® : Indice de rétention de Kovats calculé par rapport aux séries
homologues de n-alcanes (C8-C28) sur la colonne HPSMS™ | A.c: Artemesia campestris, A.g : Anethum
graveolens, R.m : Ruta montana, T.p : Thymus pallescens, T.v : Thymus vulgaris
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La composition chimique de nos huiles essentielles a été caractérisée par la présence
de deux a trois composants majoritaires a des concentrations assez elevées par rapport aux
autres composants présents en faibles quantités (Fig.27). En effet, cette composition est
dominée par des monoterpenes hydrocarbonés (B-pinéne, a-pinéne et limonéne) pour
Artemisia campestris, d’un composé aromatique dérivé du phénylpropane (la myristicine)
pour Anethum graveolens, de cétones (2-undecanone) pour Ruta montana et de composés
phénoliques (carvacrol et thymol) pour les Thymus (Fig. 28).

Les compositions chimiques de ses huiles avaient été étudiées par de nombreux chercheurs
algériens (Ghorab et al., 2013 ; Touil et Benrebiha, 2014 ; Alloun, 2013 ; Zellagui et al.,
2012 ; Kambouche et al.,2008 ; Benchabane, 2014 ; Sahraoui et al., 2016 et Benameur et al.,
2018) ou nos résultats sont assez proches avec quelques variations des composants et de leurs
teneurs dans 1’huile essentielle. Ces différences confirment I’influence des caractéristiques
climatiques et édaphiques des régions géographiques sur la composition chimique des huiles
essentielles. D’ailleurs, il est connu que la composition chimique d’une huile essentielle
dépend des facteurs environnementaux, du patrimoine génétique et du stade de

développement de la plante (Descepper, 2017).
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3-4/ Les tests phytochimiques des extraits totaux
Les résultats du screening phytochimique sont reportés dans le tableau XIII.

Tableau X111 : Résultats du screening phytochimique

Métabolites Réactions Calotropis Colocynthis Inula Peganum

secondaires positives procera vulgaris viscosa harmala

Alcaloides Précipité rouge ++ + + +++

Anthocyanes Coloration rouge + - + ++

Coumarines Apparition  d’un +++ +++ + ++
trouble

Flavonoides Coloration rouge- +++ + +++ -
orangée

Glucosides Coloration rouge +++ +++ +++ -
puis violette

Quinones

Quinones libres Coloration - + - -
orangee

Quinones combineés Coloration rouge - + - -

Saponosides Précipité blanc +++ +++ + +++

Tanins totaux Coloration bleue +++ + ++ +++

Nulle (-) ; Faible (+) ; Moyennement riche (+ +) et riche (+ + +).

Les tests phytochimiques des quatre espéces étudiées sont représentés dans le tableau XIlII

dont les résultats sont caractérisés par la pésence de composés azotés ou Peganum

harmala réputé pour sa richesse en alcaloides par rapport aux autres espéces étudiées, de

composeés phénoliques et de composes terpeniques (hétérosides).
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Les feuilles de Calotropis procera sont riches en coumarines, flavonoides,
glucosides, saponosides et de tanins totaux. En revanche, on note une absence totale de
quinones.

L’étude réalisée par (Chaibou et al., 2020) ont révélé que les feuilles de Calotropis procera
¢taient dépourvus d’alcaloides, de saponosides et de quinones par contre elles sont tres
riches en flavonoides et faiblement en tanins.

Les travaux réalisés par (Mohammedi, 2013) ont revélé la présence de flavonoides, de tanins,
d’alcaloides et de glycosides dans les feuilles de Calotropis procera. Les travaux de (Traore,
2009), ont révélé la présence tres riche de coumarines.

Les travaux réalisés par (Traore, 2009) ont révélé deux groupes de substances isolés des
feuilles de Calotropis procera : les cardenolides (calotropine, calotropagénine, uscharine) et
les polysaccharides.

L’étude phytochimique des écorces de racines de Calotropis procera Ait. réalisée par
(Nikiema-Wendpagnagde, 2005) a révélée la présence de carotenoides, de stéroides,

d’hétérosides cardiotoniques, d’hétérosides triterpéniques et de saponosides.

L’extrait des fruits de Colocynthis vulgaris sont riches en coumarines, glucosides
et saponosides. Les flavonoides et les quinones libres sont moyennement riches. Les
alcaloides sont faiblement présents contrairement aux travaux réalisés par (Afifi et al, 1973,
Maatooq et al., 1997) ou la coloquinte est riche en alcaloides présents au niveau des graines,
pulpes, feuilles et racines.

Les travaux réalisés par (Chaouch et Dada Moussa, 2019) ont révélé la presence d’alcaloides,
de flavonides et de saponosides dans I’epicarpe et la puple de Colocynthis vulgaris.

En revanche, nous avons noté une absence d’anthocyanes dans nos extraits.

Quant aux parties aériennes d’Inula viscosa, I’extrait est trés riche en flavonoides,
et glucosides. En revanche, on remarque une absence totale de quinones et moyennement
riche en tanins.

A titre comparatif avec les résultats de certaines études antérieures, menées sur cette plante,
les résultats obtenus sont en accord avec ceux de (Djedioui, 2010) a I’Est Algérien a noté une
présence des flavonoides, saponosides et les tanins et absence d’alcaloides dans les feuilles

d’Inula viscosa.
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Les études effectuées sur cette plante ont montré qu’elle était riche en métabolites secondaires
tels que les acides phénoliques, les flavonoides et les composeés terpénoides (Bouyahya et al,
2018).

L’étude de (Boumaza, 2011) a Oran a révélé une présence importante de flavonoides et de
saponosides et absence de quinones.

Quant aux travaux de (Ramli, 2013) a Oran a révélé une existence importante en flavonoides
et une présence faible des certains métabolites tels que les coumarines, les tanins dans la
partie aérienne d’Inula viscosa.

Cafarchia et al., ( 2002) ont révélé une richesse des feuilles d’Inula en flavonoides ,tanins et
glucosides.

Benayache et al., (1991) rapportent que les parties aériennes d’ Inula viscosa contiennent des
flavonoides.

Les travaux réalisés par (Benyahia, 2014) a montré que les alcaloides sont trés faiblement
présents dans la partie de plante, Les flavonoides et les tanins sont caractérisés avec une
dominance importante. Les saponosides sont fortement présents ainsi en composés

polyphénols.

L’extrait des jeunes plantules de Peganum harmala sont riches en alcaloides,
saponosides et de tanins totaux. En revanche on note une absence totale de flavonoides, de
glucosides et de quinones.

Cette plante est réputée pour sa richesse exceptionnelle en alcaloides particulierement dans les
graines et racines (2—7%) par rapport aux tiges (0,36 %) et feuilles (0,52 %) (ldrissi-Hassani
et EI Hadek, 1999 ; Frison et al., 2008).

Peganum harmala contient des acides aminés, des carbohydrates, des flavonoides, des
coumarines, des bases volatiles, des tanins, des stérols, et des triterpénes (Tahrouch et al.,
2002).

L’¢étude réalisée par (Dahmane, 2010) a révélée que les principaux composés sont les
alcaloides suivis des coumarines et des saponosides dans les feuilles et les fruits. Les autres

composants : les flavonoides sont en faible quantité.

Il est & noter, la présence ou I’absence de ces éléments varie d’une espéce a une autre selon la

localisation et les différentes parties de la plante.
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3-5/ Activite biologique

3-5-1- Action des huiles essentielles (HES) sur les promastigotes de Leishmania major

(Activité antileishmanienne)

L’activité antileishmanienne des huiles essentielles a été évaluée sur les promastigotes
de Leishmania major et comparée a celle de I’amphotéricine B médicament de référence en
utilisant le dosage colorimétrique du meéthylthiazole tétrazolium (MTT) est un composé
organique coloré en jaune, il est réduit uniqguement dans les cellules métaboliquement actives
(vivantes) par des déshydrogénases mitochondriales, en un composé violet, insoluble : le
formazan.  Cette modification chimique s’accompagne d’un changement du spectre
d’absorption. Ceci permet une mesure spectrophotométrique du formazan et de sa
quantification.

Aprés 72h d’incubation, une observation des plaques de culture cellulaire au microscopique
optique inversé afin d’évaluer 1’état des parasites dans chaque condition. Puis les traiter au
MTT.

Apres solubilisation (dissoudre les cristaux de formazan) (Fig.29), une lecture par
spectrophotométrie a une longueur d’onde égale a 540 nm nous a permis de calculer le

pourcentage d’inhibition a 72 h et de tracer les graphes (Fig.30).

TH#) Ac Ag T() R.m T.p Tv T()

i~

Photo 01 personnelle Photo 02 personnelle

T(+) :Témoin positif (Amphotéricine B), A.c :Artemisia campestris, A.g :Anethum graveolens,

R.m : Ruta montana, T.p : Thymus pallescens, T.v : Thymus vulgaris, T(-) : Témoin négatif

Figure 29 : Résultats du test MTT sur plaque apres solubilisation
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Un premier criblage sur des cultures de Leishmania major nous a permis d’identifier quatre
plantes a activité antileishmanienne a 1’exception de Ruta montana. La concentration de
(50ug/ ml) a enregistré les taux les plus élevés d’inhibition de promastigotes avec (77,88 %)
pour Artemisia campestris, (79,85 %) pour Anethum graveolens et (79,76 %) pour Thymus
vulgaris. Par contre, Thymus pallescens a enregistré un taux de (77,99%) pour une
concentration de (25ug/ml).

Les résultats obtenus ont été analysés par le test de régression non linéaire dose-réponse a
’aide du programme GraphPad Prism 5. La Clso est déterminée (Fig. 31 et Tableau XIV).

Nos HEs ont présenté une activité leishmanicide inférieure a celle de I’amphotéricine B
(produit pur). Les HEs de Thymus pallescens, Anethum graveolens et Artemisia campestris
ont exprimé un meilleur pouvoir antiparasitaire contre Leishmania major par rapport a
Thymus vulgaris. Le test de Tukey a révélé que les CI50 de ces trois HEs n'étaient pas
significativement différentes entre elles p >0,05 (Tableau XV).
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Figure 31 : Pourcentage d’inhibition des promastigotes

en fonction du Log des différentes concentrations
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Tableau XIV : Activité antileishmanienne in vitro sur les promastigotes de Leishmania major

Plantes étudiées CI50+SEM Cl150 Classement
Promastigotes

Artemisia campestris 14,02?+0,18 10 <CI> 50 Active
Anethum graveolens 13,83%+0,30 10 <CI> 50 Active
Ruta montana >100 Non active
Thymus pallescens 13,722+0,20 10 <CI> 50 Active
Thymus vulgaris 31,60°+0,50 10 <CI> 50 Active
Amphotéricine B 0,061°+0,01 <10 Treés actif

CI50: Concentration d’inhibition & 50%, Amphotéricine B : Médicament de référence (Controle positif), Les lettres (a et b) indiquent les

différences significatives selon le test de Tukey , a : p>0,05 et b : p<0,05

Tableau XV:Analyse de la variance et le test de Tukey des HE par Graph Pad 5

Analyse des tableaux Donnees

Analyse de la variance a sens

unique

Valeur p <0,0001

Les moyennes sont significativement | oui

différentes p<0.05

Nombre de groupes 5

F 5451

R? 0,9995

Tableau d’Anova Sommes des | DDL Carrés moyens
carreés

Traitement (entre les colonnes) 1506 4 376,5

Residu (a ’intérieur des colonnes) 0,6908 10 0,06908

Total 1507 14

Test de comparaison multiple de | MoyenneDiff q Significatif p<0, 05

Tukey

AmphoB vs Artemisia -13,97 92,05 oui

AmphoB vs Anethum -13,75 90,67 oui

AmphoB vs Thymus p -13,66 90,01 oui

AmphoB vs Thymus v -31,54 207,8 oui

Artemisia vs Anethum 0,2100 1,384 non

Artemisia vs Thymus p 0,3100 2,043 non

Artemisia vs Thymus v -17,57 115,8 oui

Anethum vs Thymus p 0,1000 0,6590 non

Anethum vs Thymus v -17,78 117,2 oui

Thymus p vs Thymus v -17,88 117,8 oui
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3-5-2- Action des huiles essentielles sur les cellules Raw.264.7 : Test de cytotoxicité et

indice de sélectivité

Le test de cytotoxicité des huiles essentielles a été évalué sur les cellules macrophagiques
(Raw 264.7) et comparé a I’amphotéricine B pour évaluer leur utilité comme produits
bioactifs a effet leishmanicide.
Il ressort de cette activité, aprés 72h d’incubation et traitement des plaques au MTT
(Fig.32) puis une lecture par spectrophotométrie (Fig. 33 et 34) que les Thymus sont
toxiques sur les macrophages Raw 264.7 dont les IS sont inférieurs & 10 et que les huiles
d'Artemisia campestris et d'Anethum graveolens ont montré une faible cytotoxicité sans
danger pour les macrophages. Le test de Tukey a révélé une différence significative entre
les moyennes des CC50 p<0,05 (Tableau XVI).

Photo.03 Personnelle Photo.04 Personnelle

T(+) :Témoin positif (Amphotéricine B), A.c :Artemisia campestris, A.g :Anethum graveolens,

T.p : Thymus pallescens, T.v : Thymus vulgaris, T(-) : Témoin négatif

Figure 32 : Résultats du test MTT sur plaque apres solubilisation
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Figure 33 : Pourcentage d’inhibition des macrophages

vis-a-vis des différentes concentrations
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en fonction du Log des différentes concentrations
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Tableau XVI: Activité cytotoxique sur les cellules Raw264.7 et indice de sélectivité.

Plantes étudiées CC5H0+SEM CC50/CI50
Macrophages Indice de sélectivité
Artemisia campestris ~ 183%+0,18 13,05
Anethum graveolens  158,1%+0,22 11,43
Thymus pallescens 5,024%+0,49 0,36
Thymus vulgaris 23,79%+0,26 0,75
Amphotéricine B 2,2°40.26 36,06

CC50: Concentration cytotoxique a 50%, Amphotéricine B : Médicament de référence (Contrdle positif).
la lettre () indique la différence significative avec le test de Tukey p<0,05.

Discussion

L’activité antitleishmanienne de nos huiles essentielles a révélé que Ruta montana
riche en cétones dont le composé majoritaire est le 2- undecanone avec (77.60%) représentant

la quasi-totalité de ’huile, n’a montré aucune activité.

Les huiles de Thymus pallescens renfermant (59,15%) de carvacrol et de Thymus vulgaris
avec (56,80%) de thymol ont montré une activité significative contre les promastigotes de
Leishmania major. Il semblerait que cette activité antileishmanienne est liée a la présence des
composeés phénoliques. En effet, les diverses propriétés biologiques rapportées pour les
Thymus, telles que les activités antioxydantes, insecticides, antibactériennes, antifongiques et
antivirales (Figueiredo et al., 2008 ; Pina-Vaz et al., 2004 ; Vale-Silva et al.,2010), sont
généralement liées aux composés phénoliques, particulierement le thymol et le carvacrol
(Karaman et al., 2001 ; Rasooli et Mirmostafa, 2003 ; Rota et al., 2008).

Les travaux realiés par (Essid et al., 2015) ont révélé que I’huile essenticlle de Thymus hirtus

a réduit de maniéere significative la croissance des promastigotes de Leishmania major.

Nous avons noté que I'huile essentielle de Thymus pallescens riche en carvacrol était plus
efficace, que celle de Thymus vulgaris riche en thymol. Des travaux réalisés par (Farias-Junior
et al., 2012) pour lequel I’huile essentielle de Lippia sidoides riche en carvacrol était plus

efficace que I’huile riche en thymol vis-a-vis de Leishmania chagasi.
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Cependant, nos huiles essentielles de Thymus ont montré une toxicité contre les macrophages
Raw 264.7. D’aprés (Lawrence, 2000) Iactivité des huiles essentielles est souvent réduite a
I’activité de ses composés majoritaires, ou ceux susceptibles d’étre actifs. A cet effet, il
semblerait que le thymol et le carvacrol seraient responsables de la toxicité. En effet, les
travaux réalisés par (Rodrigues et al., 2015) ont démontré que les deux composés phénoliques
thymol et carvacrol possédaient une cytotoxicité élevée a tous les types de cellules testées.

Quant aux huiles d’Artemisia campestris riche en monoterpénes hydrocarbonés et d’Anethum
graveolens contenant 23,86% de myristicine ont montré une bonne activité antileishmanienne

avec une faible cytotoxicité.

Des travaux réalises par (Mathlouthi et al., 2018) sur l'effet des huiles essentielles des especes
d'Artemisia herba-alba ; Artemisia absinthium et Artemisia campestris, sur la forme
promastigote de L. major. Tous les extraits utilisés dans cette étude, ont été capables de
réduire de facon drastique la croissance du parasite et ont montré une réduction
statistiquement significative de la survie des cellules aprés 72 heures d'exposition aux
différentes huiles essentielles avec des valeurs de CI 50 de 1,20 + 0,043 pg/mL, 1,49 + 0,05
ug/mL et 2,20 + 0,11 ug/mL, respectivement, contre les promastigotes de L. major.

En effet, l'artémisinine, une lactone sesquiterpénique produite par Artemisia annua, a été
parmi les premiers composés qui a montré une activité antiprotozoaire significative
(Phillipson et Wright, 1991).

Les travaux réalisés par (Azizi et al., 2014) ont révélé I’efficacité de L. major sur les extraits
de plantes d’Artemisia absinthium.

Les résultats d’une étude ont montré que a-pinéne et p-Cymene avaient une activité
antileishmanienne (Rodrigues et al., 2015].

Dans notre étude Artemisia campestris contient (16,35%) de a-pinene et Anethum graveolens
(8,7%) a-pinene et (4,25%) p-cymene.

De méme, les résultats d’une autre étude ont montré que la plante Myrtus communis avait des
propriétés anti leishmaniennes in vitro probablement en raison de sa teneur en a-pinéne
(Mahmoudvand et al.,2015).
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(Rodrigues et al., 2015) ont montré que a-pineéne etait efficace contre les formes de
Leishmania amazonensis et présentaient une faible cytotoxicité contre les macrophages
murins et les érythrocytes humains.

Les travaux reéalisés par (Arruda et al., 2009) ont montré que le Limonéne était efficace contre
les promastigotes de Leishmania major. En effet, nos huiles essentielles d’Artemisia
campestris et Anethum graveolens contenaient respectivement (11,23%) et (13,3%) de
Limonene.

Des travaux réalisés par (Essid et al., 2015) sur des normes commerciales correspondant aux
principaux composants des HEs étudiées ont été testés pour leur activité leishmanicide.
L'activité antileishmanienne la plus élevée a été obtenue pour le B-caryophyllene qui a
présenté une valeur 1C50 de 1,06 + 0,37 pg/mL pour L. infantum et 1,33 + 0,52 pg/mL pour
L. major ; pour le géraniol avec une valeur IC50 de 3,78 + 0,33 pg/mL pour L. infantum et de
5,57 £ 0,82 pug/mL pour L. major ; pour le camphre avec une valeur de CI50 de 5,5 + 1,27
pg/mL pour L. infantum et de 7,9 £ 0,42 pg/mL pour L. major ; pour le carvacrol avec une
valeur de CI50 de 7,35 + 1,78 pg/mL pour L. infantum et de 9,15 + 0,12 pg/mL pour L.
major.

D'autres standards comme le o-pinene ont montré une activité antileishmanienne modérée
avec une valeur 1C50 de 17,6 = 0,88 pg/mL pour L. infantum et 19,8 + 0,23 pg/mL pour
L. major et une tres faible activité a éteé enregistrée pour les composés 1,8-cinéole, citronnelle

et y-eudesmol avec une CI50 > 50 pg/mL (Essid et al., 2015).

L’activité de la Myristicine n’a pas encore était documentée, donc il semblerait que I’activité
antileishmanienne de nos huiles d’Artemesia campestris et Anethum graveolens n’est pas
seulement due aux composes majoritaires de (HE) mais également a la synergie entre les

différents constituants terpéniques (mono. et sequiterpenes).
Cependant, Artemisia campestris a déja été étudiée par (Essid et al., 2015 ; Mathlouthi et al.,

2018), tandis qu’Anethum graveolens mérite plus d’attention car a notre connaissance il s’agit

du premier rapport concernant I’activité antileishmanienne.
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3-5-3- Action des extraits totaux (Ex.T) sur les promastigotes de Leishmania major

(Activité antileishmanienne)

Apres 72 h d’incubation, une lecture au microscope optique inversé a révélé que les quatre
extraits des plantes étudiées a savoir : Inula viscosa, Peganum harmala, Colocynthis vulgaris
et Calotropis procera avaient une activité antileishmanienne. Cependant, apres traitement au
MTT et avant la solubilisation 02 extraits parmi les 04 a savoir : Peganum harmala et
Calotropis procera, ont interfere avec le test MTT, cest-a-dire ils ont présentaient des

densités optiques supérieures au témoin négatif. (fig.35).

T+ v Ph  T() Cv Cp T0

Figure 35 : Résultats du test MTT sur plaque avant solubilisation

Apres solubilisation, puis une lecture par spectrophotométrie a une longueur d’onde égale a
540 nm nous a permis de calculer le pourcentage d’inhibition des 02 espéces n’ayant pas
interferé avec le test MTT a savoir Inula viscosa et Colocynthis vulgaris (Fig. 36) et de

tracer les graphes (Fig. 37).
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Figure 36 : Résultats du test MTT sur plaque aprés solubilisation
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Figure 37: Pourcentage d’inhibition des promastigotes

vis-vis des différentes concentrations.
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La concentration de (500 pg/ ml) Inula viscosa a enregistré un taux d’inhibition de (55.21%)

Par rapport a Colocynthis vulgaris a enregistré un taux de (74%).

Les résultats obtenus ont été analysés par le test de régression non linéaire dose-réponse a
I’aide du programme GraphPad Prism 5. La Clso est determinée (Fig. 38 et Tableau XVII).
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Figure 38: Pourcentage d’inhibition des promastigotes

en fonction du Log des différentes concentrations
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Tableau XVII : Activité antileishmanienne des (Ex.T) in vitro sur les promastigotes de

Leishmania major

Plantes étudiées CI50+SEM Activité
Promastigotes

Calotropis procera - Interférée

Colocynthis vulgaris 31,74+0.9 Active

Inula viscosa 126,3+1.6 Active

Peganum harmala - Interférée

Amphotéricine B 0,84+0.1 Trés active

Amphotéricine B : Médicament de référence (Contrdle positif).

Ce qui ressort du tableau XVII,

Colocynthis vulgaris a exprime un meilleur pouvoir

antiparasitaire avec C150% de 31,74% contre la souche virulente PGLC 94.

L’analyse de la variance et le test de tukey ont révélé une difféerence hautement significative

entre les moyennes et les groupes avec P<0.05 (tableau XVIII).

Tableau XVII1:Analyse de la variance et le test de Tukey des (Ex.T) par Graph Pad 5

Analyse des tableaux Données

Analyse de la variance a sens

unique

Valeur p <0,0001

Les moyennes sont | oui

significativement différentes

p<0.05

Nombre de groupes 3

F 2169

R? 0,9986

Tableau d’Anova Sommes des carrés | DDL Carrés moyens
Traitement (entre les colonnes) 25660 2 12830

Residu (a I’intérieur des colonnes) | 3548 6 5913

Total 25690 8

Test de comparaison multiple de | MoyenneDiff g Significatif p<0, 05
Tukey

AmphoB vs Colocynthis -30,75 21,90 oui

AmphoB Inula -125,5 89,36 oui

Colocynthis Inula -94,71 67,46 oui
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Discussion

Les résultats de nos extraits, apres 72 h d’incubation, une lecture au microscope
optique inversé a révélé que les quatre plantes avaient une activité antileishmanienne.
Cependant, aprés traitement au MTT et avant la solubilisation 02 extraits de plantes parmi les
04 a savoir : Peganum harmala et Calotropis procera, ont interféré avec le test MTT.

En effet, des études ont mis en évidence que des extraits de végétaux avaient la capacité
d’interférer avec les tests employant des sels de tétrazolium tels que le MTT et XTT
(Bruggisser et al. 2002 ; Wang et al. 2010).

Le test (MTT) est basé sur la réduction du MTT en cristaux de formazan par les cellules
vivantes. Le pouvoir réducteur intracellulaire est principalement fourni par NADPH qui
provient de lactivitt de la déshydrogénase dans les mitochondries, le réticulum
endoplasmique et la membrane plasmique (Bernas et Dobrucki. 2000) et (Stockert et al.
2012). L'une des causes possibles de l'interférence pourrait étre diie a des interactions
chimiques entre les extraits et I'indicateur MTT (Chan et al., 2015).

Le test MTT a également été signale comme eétant significativement influencé par des
inhibiteurs de la chaine respiratoire des mitochondries (Loveland et al., 1992) et (Ulukaya et
al. 2008).

Les travaux realisés par (Han et al., 2010) ont montré I’interaction directe entre les
composants phénoliques et la réduction du MTT.

De nombreux composés polyphénoliques, dont la proanthocyanidine, la catéchine, la
quercétine et le tanin peuvent réagir avec le MTT (Wisman et al., 2008).

Il semblerait que les tanins en grande quantité chez nos deux espéces etudiées seraient la
raison de cette interférence. Cependant, d'autres travaux devraient étre menés pour déterminer

les composants phytochimiques responsables de I'interaction chimique.

En ce qui concerne I’activité antileishmanienne de ces extraits, des études antérieures sont en
accord avec nos résultats et confirme nos observations au microscope inverse, ou
(Khoshzaban et al. 2014; Hooshyar et al., 2014) ont montré que les extraits de Hedera helix et
Peganum harmala ont un effet antileishmanial puissant.

D’aprés (Mirzaie, et al ; 2007) Peganum harmala a des composés pharmacologiques actifs
comprenant plusieurs alcaloides aux propriétés antiprotozoaires qui se trouvent surtout dans
les graines et les racines et que I’extrait de Peganum harmala inhibe la croissance des formes

promastigotes de Leishmania major.
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(Mirzaei et al. 2007) ont montré que I’extrait de Peganum harmala contenait une grande
quantité d’harmaline (alcaloide) et donc trés efficace contre les promastigotes de Leishamania
major.

Une étude réalisée par (Barati et al., 2010) ont montré I’activité antileishmanienne de Thymus
vulgaris et de Peganum harmala vis-a-vis de Leishmania major.

Rahimi-Moghaddam, et al., (2011) ont montré que I’extrait de Peganum harmala avait une
activité antileishmanienne vis-a-vis de Leishmania major, cette activité est liée a la présence
d’une concentration élevée d’Harmaline suivi d’Harmine en utilisant la méthode HPLC.

En plus de ces alcaloides, le fractionnement de I'extrait de graines de P. harmala a conduit a
l'isolement et I'identification d'un alcaloide nommé peganine. L'activité antileishmanienne in
vitro de ce composé a été évaluée contre L. donovani. Les résultats indiquent que ce composé
a pu induire I'apoptose du parasite par la perte du potentiel transmembranaire mitochondrial
des promastigotes extracellulaires et les amastigotes intracellulaires résidant dans les
macrophages murins.

L’étude réalisée par (Rahimi-Moghaddam, et al.,2011) était de développer un traitement
topique pour la leishmaniose cutanée. Cette étude a révélée une activité antileishmanienne
efficace de l'extrait de graines de Peganum harmala in vitro et in vivo.

L'extrait a montré une activité cytotoxique in vitro modérée, comparée a I'amphotéricine B
(1 pg/ml), avec 1C50 = 59.4 pg/ml contre les promastigotes flagellés extracellulaires. De
plus, les résultats de I'étude in vivo ont montré que la taille des lésions et le nombre de
parasites ont diminué de facon spectaculaire, par rapport au placebo, aprés un traitement
topique de 20 jours avec des pommades a 5% et 20% d'extrait de graines de Peganum
harmala. L'arrét du traitement n'a pas n'a pas entrainé d'augmentation significative de la taille

de la Iésion ou du nombre de parasites pendant une période de 6 semaines.

Quant aux feuilles de Calotropis procera, connues pour leur activité insecticide sur
Anopheles gambiae (Saotoing et al., 2014) et anti-appétant toxique pour Schistocera gregaria
(Abbassi et al., 2004). Calotropis procera a des propriétés parasitaires. En effet, I’étude
réalisée par (Al Nasr, 2020) a révélé que les extraits méthanoliques des feuilles de Calotropis
procera avaient une activité antiparasitaire contre les deux stades promastigote et amastigote
de Leishmania major in vitro.

Les travaux réalisés par (Oskuee et al. 2012) que Calotropis gigantea était actif contre les

amastigotes de Leishmania major.
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Une enquéte ethnobtanique réalisée par (El Rhaffari et al., 2002) au Maroc dans la région de
Meknés-Tafilalt a révélé de nombreuses espéces de plantes appartenant a différentes familles
botaniques, qui sont fréquemment utilisées par la population de cette région pour lutter contre
la leishmaniose cutanée a savoir : Pistacia atlantica, apium graveolens, Nerium oleander,
Calotropis procera, Artemisia herba-alba, Launea arborescens, Anthemis stiparum, Inula

viscosa, Lactuca virosa, Lipidium sativum et Colocynthis vulgaris.

Dans notre étude Colocynthis vulgaris a exprimé un meilleur pouvoir leishmanicide vis-a-vis
de Leishmania major par rapport a Inula viscosa. A notre connaissance, aucune étude n’a

décrit jusqu'a présent l'activité antileishmanienne de ces deux extraits.

En effet, de nombreuses études ont montré que les composés phénoliques avaient une activité

anti-leishmanienne puissante (Arias et al. 2012; Mohammadpour et al. 2012).

Les coumarines ont démontré leur capacité a inhiber les parasites par induction de I’apoptose
d’une maniére lisible dépendante de la dose. Tandis que certains flavonoides tels que les
flavones, la flavonone, I’isoflavone et glucorhamnosyl-flavone ont pu arréter la croissance de

Leishmania en affectant les mécanismes de transport de cette souche (Inuoe et al., 1994).

Un mélange de saponosides isolés de Maesa balansea, une plante médicinale asiatique, a
montré une activité significative sur des modeles de leishmanioses viscérales et cutanees

accompagnée d’une certaine toxicité (Acebey, 2008).

A cet effet, I’activité antileishmanienne de nos extraits des plantes investiguées vis-a-vis de
Leishmania major serait liée a la présence de composées phénoliques (coumarines,

flavonoides et les tanins), de composés azotés (alcaloides) et de saponosides.

Pour des raisons sanitaires (mesures de confinement liées a la situation pandémique du pays
(COVID 19) et les restrictions de déplacement imposées par les autorités nationales et
internationales), nous n’avons pas été en mesure de mener, a bien et a terme, le travail de
recherche concernant I’action de Colocynthis vulgaris et Inula vulgaris sur les cellules Raw
264.7 (test de cytotoxicité).
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Conclusion générale et perspectives

Notre étude avait pour but d’identifier les plantes a effet leishmanicide et éviter celles qui sont

toxiques pour I’homme.

La premiére étape de notre travail était D’extraction des métabolites secondaires par
hydrodistillation des huiles essentielles suivi de I’identification de ces derniers a partir des
plantes suivantes: Artemisia campestris, Anethum graveolens, Ruta montana, Thymus
pallescens et Thymus vulgaris et un screening phytochimique par des tests colorimétriques
des plantes suivantes : Inula viscosa, Colocynthis vulgaris, Calatropis procera et Peganum
harmala suivi d’une extraction par macération a I’aide d’un solvant. Ces plantes ont été
récoltées dans différentes wilaya d’Algérie ou le choix s’est basé sur leur milieu peuplé par
les deux rongeurs de la Leishmaniose cutanée d’une part et leurs informations

ethnobotaniques d’autre part.

Ces analyses ont révélé une dominance de mono terpenes hydrocarbonés a savoir : a-Pinéne,
B-pinene et Limonéne pour Artemisia campestris, d’un composé aromatique : la myristicne
pour Anethum graveolens, de composés phénoliques : le Carvacrol pour Thymus pallescens et
le thymol pour Thymus vulgaris. Ruta montana riche en cétones dont le composé majoritaire
était le 2-Undecanone.

Quant a aux screening phytochimique, nous avons noté la présence de composés phénoliques
a savoir les coumarines, les flavonoides et les tanins et de composes terpéniques : les
glucosides et les saponosides dans nos extraits des plantes suivantes Inula viscosa, Calotropis

procera et Colocynthis vulgaris. Peganum harmala réputée pour sa richesse en alcaloides.

La deuxiéme étape de cette étude a concerné I’activité antileishmanienne de ces plantes vis-a-
vis de Leishmania major. Les résultats de cette activité des huiles essentielles, évaluée sur
les formes promastigotes de Leishmania major, ont révélé que Ruta montana riche en cétones
n’a présenté aucune activité et que les 02 Thymus ont présenté une activité antileishmanienne
vis-a-vis de Leishmania major mais une toxicité en vers les cellules macrophagiques. Quant
aux deux (HE) Artemisia campestris et Anethum graveolens ont présenté une activité
leishmanicide vis-a-vis de Leishmania major avec une faible cytotoxicité envers les cellules

macrophagiques Raw.264.7. Ces dernieres pouvant étre considérées comme une initiation a la
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recherche de nouveaux traitements naturels afin de substituer les médicaments chimiques
considérés comme onéreux et toxiques.
D’autres études sont nécessaires afin de :

. Révéler les composés bioactifs qui montrent plus d’activité antileishmanienne et
moins de toxicité.

e D’approfondir les connaissances sur les interactions et la pharmacologie de ces

COMPOSES.
e Etudier les mécanismes d’action des huiles essentielles.
e Envisager des hypothéses de protocoles thérapeutiques a partir des plantes étudiées a
effet leishmanicide.

Quant aux résultats des extraits sur 1’activité leishmanicide deux extraits parmi les 04 ont
interféré avec le test MTT a savoir : Peagnaum hamala et Calotropis procera.
Un travail devrait étre effectué pour déterminer les types de composés phytochimiques

responsables de I’interaction avec le sel de tétrazolium.

Les deux extraits qui n’ont pas interféré a savoir : Colocynthis vulgaris et Inula viscosa ont

présenté une activité leishmanicide, des perspectives peuvent étre envisageées telles que :

o Des tests supplémentaires doivent étre réalises afin de déterminer le groupe de
métabolites ayant une activité antileishmanienne.

e Des études chimiques plus approfondies en utilisant des techniques performantes telles
que la HPLC pour ¢lucider leur composition quantitativement et qualitativement et [’aspect
moléculaire devra compléter cette étude.

o Réaliser les tests de cytotoxicité.

Bien que l'activité antileishmanienne soit conduite in vitro contre les formes promastigotes,
une activité anti amastigotique est nécessaire car ce sont sous ces formes que les parasites
résident dans les macrophages et propagent I'infection chez I'héte. Puis une évaluation in vivo

sur des animaux de laboratoire viendra confirmer ces premiers résultats biologiques.

Il serait souhaitable d’élargir les tests biologiques par des tests anti inflammatoires, des

inhibiteurs d’enzyme, des anticoagulants ou autres pour compléter I’étude.
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L’ensemble de ces résultats montrent que les plantes étudiées possedent une vraie potentialité
et une source riche de molécules bioactives. Elles peuvent non seulement constituer les
prémices d’une nouvelle ¢re d’industrialisation pour un intérét thérapeutique futur mais

également un gain économique en valorisant le patrimoine végétal de notre pays.
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ANNEXE 1 : Caractéristiques des plantes étudiées

1-Artemisia campestris (Linné.1753)

.\{

! VadE!
: (H. Maleysson)

Artemisia campestris L.

Famille: Asteraceae

Genre: Artemisia

Espéce: Artemisia campestris (L. 1753)

Nom francais : Armoise champétre, Armoise rouge.

Nom Arabe : Dgouft, Alala.

Description botanique : Artemisia campestris est un arbuste aromatique a tiges robustes,
d’une hauteur de 30 a 80 cm.Cette plante possede des capitules tres petits, étroits ovoides ou
coniques, ne contient que 3 a 8 fleurs de couleur jaunatre bordées de rouge et a pédoncule
muni de poils blanchatres a brunatre. Les feuilles sont glabres de couleur vert- foncée, les
tiges sont ligneuses a la base striée.

Répartition géographique : Les especes qui appartiennent au genre Artemisia poussent de
fagon spontanée dans plusieurs régions de 1I’hémisphere nord de la terre, surtout dans les
zones semi arides et le bassin méditerranéen. En Algérie, I’armoise rouge est trés fréquente en
zones semi-arides et arides.

Utilisation de la plante. La partie aérienne est utilisée dans le traitement des brllures, des
morsures de serpents, des piqires de scorpions, ’eczéma, le rhumatisme. Elle est également
utilisée pour traiter les infections urinaires, la fievre et la toux.

Artemisia campestris possede des activités antioxydantes, antibactériennes, antifongiques et
répulsives contre les femelles adultes d’une espéce de moustique Culex quinquefasciatus.
Composition chimique : Riche en métabolites secondaires tels que les polyphénols, les
flavonoides et les tanins. Les feuilles d’Artemisia campestris contiennent aussi des alcaloides

et des saponines.
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2- Anethum graveolens (Linné. 1753)

Photo :( wikimedia)
Anethum graveolens L
Famille : Apiaceae

Genre :  Anethum

Espece : Anethum graveolens (L. 1753)

Nom francais : Fenouil batard

Nom arabe : Habate hlawa, EI bessbess béri

Description botanique : Plante herbacée annuelle, érigée pouvant atteindre 1.5 m de haut,
glabre vert- foncé et légérement striée de bleu au niveau supérieur a racine pivotante. Les
tiges sont gréles, lisses, finement striées de bandes blanches et vertes. Les feuilles sont
alternées de couleur bleu-vert. L’inflorescence est formée d’ombelles composées et plates
pouvant atteindre jusqu’a 20 cm de diamétre. Les fleurs sont de trés petites de taille, radiale,
chacune composée de 05 sépales a limbe non développé, de 05 pétales jaunes a pointes
recourbées vers ’intérieur, de 05 étamines saillantes et de 02 stylets courts. Le fruit est un
diakene comprimé au niveau de la face dorsale. A maturité, les deux méricarpes se détachent
I’un de I’autre.

Répartition géographique : L’Aneth est originaire du bassin méditerranéen, aimant les
climats chauds. Il pousse au bord des terrains, aimant les sols secs et rocailleux. Il est
rencontré dans toute I’ Algérie septentrionale.

Utilisation de la plante : L’Aneth est un stomachique digestif, apéritif, antispasmodique,
diurétique et anti-inflammatoire.

Composition chimique : L’huile essentielle de I'aneth se compose au moins de 10 composés
aromatiques différents, le carvone, limonene et a-phellandrene constituent approximativement

90% de tous les composés.
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3- Ruta montana (Linné., 1756)
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Photo :( wikimedia)

Ruta Montana L.

Famille : Rutaceae

Genre : Ruta

Espece : Ruta montana (L., 1756)

Nom francais : Rue de montagne

Nom arabe : Fidjel

Description botanique : c’est un sous-arbrisseau vivace de 30 a 60 cm de hauteur a tige
rameuse dans sa partie supérieure, semi-ligneux. Les feuilles, glauques finement découpées en
segments linéaires, lancéolées ou souvent tres allongées, enroulées en dessous par leur bord,
leurs faces supérieures sont couvertes de pustules sécrétant une essence extrémement
malodorante. Les fleurs, petites de 4 a 5 mm, de couleur jaune, les pétales concaves,
denticulés sur les marges, le calice persistant.

A maturité, le fruit est une capsule globuleuse, s’ouvrant en deux valves et laissant apparaitre
une graine globuleuse, noire et brillante.

Répartition géographique : La Rue pousse spontanément dans les rochers, les lieux arides,
vieux murs, collines seches et elle est abondante dans les terrains calcaires des régions
mediterranéennes. En Algérie, elle est rencontrée dans les zones montagneuses de 1’intérieur
jusqu’a 1’Atlas Saharien.

Utilisation de la plante : Elle est considérée comme une des plantes qui présente le plus de
vertus médicamenteuses : stimulantes antiseptiques, antirhumatismales, antispasmodiques,
calme les douleurs ainsi que les troubles d’origine nerveuse.

Les feuilles a petites doses sont vermifuges. Elles ont aussi des vertus toniques et stimulantes.
L’essence de la Rue est utilisée en parfumerie, en pharmacie, dans la préparation des ardmes.

Composition chimique : Des travaux antérieurs ont montré la richesse des rutacées en

cetones dans I’huile essentielle extraite a partir des feuilles et des tiges.
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4- Thymus pallescens ( Noé,1849)

Photo :( Rebbas, 2022)
Thymus pallescens Noe.

Famille : Lamiaceae

Genre : Thymus

Espeéce : Thymus pallescens (Noé ,1849)

Nom francgais : Thym

Nom Arabe : Zaaitra ou Zaather

Description botanique : Le thym est un petit sous arbrisseau érigé ou prostre et odorant, il
forme des touffes compactes tres ramifiées de 10 a 30 cm. Ses tiges sont ramifiées tortueuses
et ligneuses peu touffues et ou les rameaux dresses sont grisatres et compactes. Les feuilles du
thym sont sessiles, petites et étroites de forme lancéolée de couleur verte- blanchéatre par-
dessous. Les fleurs rosées a violet ont un calice bossu a poils durs et une corolle a deux levres

et 04 étamines saillantes. Les fruits sont tétrakenes bruns et glabres.

Répartition géographique : C’est une plante tres répandue dans le nord africain (Maroc,
Tunisie, Algeérie et Lybie) ainsi que dans les montagnes d’Arabie du sud ouest. Elle pousse de

facon spontanée sur les couteaux secs et rocailleux et dans les garrigues.

Utilisation de la plante : Le thym est I'un des meilleurs remédes contre les affections dues
au refroidissement (grippe, rhum de cerveau, courbatures, angines....), les maladies

infectieuses et les parasites intestinaux (ascaris, oxyures, ankylostomes, teenia).

Composition chimique : L’huile essentielle de Thymus pallescens est caractérisée par la

dominance d’un composé phénolique (le carvacrol) suivi d’hydrocarbures monoterpeniques.
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5- Thymus vulgaris (Linné.1753)

Photo :( Futura plnéte)

Thymus vulgaris L.

Famille : Lamiaceae

Genre : Thymus

Espeéce : Thymus vulgaris (L.1753)

Nom francais : Thym vulgaire, Thym des jardins, Thym commun

Nom Arabe : Zaatar

Description botanique:Thymus vulgaris est une plante aromatique originaire du bassin
méditerranéen, se présente sous la forme d’un sous-arbrisseau de 10-30 cm, d’un vert-
blanchatre ou grisatre, de type vivace et touffu, a tiges quadrangulaires et ligneuses et a
feuilles sessiles. Ces dernieres sont assez petites de forme lancéolée et de couleur gris-vert. Sa
fleur est petite de 4 a 6 mm et se regroupe en épis foliacés visible, de juin a octobre, avec une

teinte rosacée. La floraison a lieu de mai a juillet.

Répartition géographique : Le thym commun est originaire des pays méditerranéens. On le
trouve surtout sur les sols calcaires secs. C’est une plante trés répandue dans le nord africain

(Maroc, Tunisie, Algérie et Libye).

Utilisation de la plantes : La plante soulage un large panel de pathologies respiratoires.

L’efficacité antibactérienne du thym a été prouvée dans la lutte contre Helicobacter pylori.

Composition chimique : Les constituants majeurs de I’huile essentielle sont les polyphenols

(carvacrol et thymol).
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6- Inula viscosa L. ( Aiton, 1753)
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Photo :( wikimedia)

Inula viscosa L. Aiton

Famille : Asteraceae

Genre : Inula

Espece : Inula viscosa L.( Aiton, 1753)
Nom francais : Inule visqueuse

Nom Arabe : Magramen

Description botanique : Elle apparait sous forme de buissons hauts de 0.5 a 1 m, ligneuse
dans sa partie inférieure. Les feuilles sont ondulées, dentées, aigués, rudes recouvertes sur les
deux faces de glandes visqueuses qui dégagent pendant la phase végétative une odeur forte et
acre. Les inflorescences sont de longues grappes fournies de capitules jaunes. Les fleurs
périphériques sont liguliformes, celles du centre sont tubulaires. Les fruits sont des akenes
velus a aigrette grisatre.

Répartition géographique : Répandue dans tout le bassin méditerranéen, sur les sols salés,
les prairies humides et les bords de cours d’eau, largement répandue en Algérie dans les
rocailles et les terrains argileux.

Utilisation de la plante : L’Inule est connue pour ses vertus médicinales variées telles que :
antipyrétique, antiseptique, anthelminthique, expectorant, diurétique ainsi pour les douleurs
de rhumatisme. Au niveau de I’appareil respiratoire, elle agit comme sédatif de la toux et des
spasmes bronchiques c’est un antiseptique de I’arbre respiratoire.

Composition chimique : Cette plante est riche en métabolites secondaires tels que les acides

phénoliques, les flavonoides et les composés terpénoides.
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7- Calotropis procera (Aiton) W. T. (Aiton, 1811)

Photo :( wikimedia)

Calotropis procera (Aiton)

Photo :( wikimedia)

Famille : Asclepiadaceae

Genre : Calotropis

Espece : Calotropis procera (Aiton) W. T. (Aiton, 1811)
Nom francais : Pommier de Sodome, Arbre a soie,

Nom arabe : Kranka, Torha, Torcha

Description botanique :Le pommier de sodome est un petit arbre de 2 a 4 metres avec de
grandes feuilles presque sessiles opposees, entiéres, d'un vert- glauque, ovales et coriaces,
couvertes de poils fins lorsqu'elles sont jeunes. Les inflorescences denses sont formées de
nombreuses fleurs qui s'‘épanouissent surtout pendant la saison seche. Celles-ci, portées par un
long pédoncule, présentent une corolle large, étalée, de 2 a 3 cm, formee de 5 pétales blancs a
violet-pourpre marguées d'une pointe violacée au sommet.

Le fruit, qui dépasse 10 cm de diameétre, est un gros follicule, verdatre, ovoide, riche en
filaments soyeux, ce qui justifie I'appellation d'« arbre a soie ».

Les graines sont aplaties et surmontées d'une aigrette blanche ; I'écorce du tronc est entourée

d'un liege épais, craquelé de facon particuliere, de couleur beige.

Répartition géographique : Calotropis procera est un arbuste xérophyte, il se développe en
Asie et en Afrique tropicale. Espece commune dans le Sahara central et méridional, en
Afrique orientale, en Libye et en Egypte. Au Maroc, on le rencontre dans I’ Anti-Atlas, et dans
I’extréme Sud du Maroc, il occupe les lits des Oueds et les palmeraies. En Algérie, il est

répandu au sud-ouest dans les zones séches sur sols sableux.
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Utilisation de la plante: Elle possede de nombreuses propriétés: anthelmintiques,
antisyphylitiques et purgatives. Elle est connue pour son action antibactérienne, antifongique,
analgésique et traite la lepre et les callosités.

Elle est également signalée comme anticoagulante, hépatoprotectrice, anti-tumorale,
antipyrétique et anti-inflammatoire. La plante est nématicide et molluscicide, elle est aussi

utilisée comme insecticide. Elle est trés toxique pour les mammifeéres.
Composition chimique : Les feuilles et les tiges de cette espéce renferment de la calotropine

et de la calotropagénine. Le latex renferme calotropine, uscharine et calotoxine. C. procera,

contient également des résinols et de la gigantine.
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8- Colocynthis vulgaris (Schard,1833).
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Colocynthis vulgaris Schard.

Famille : Cucurbitaceae
Genre : Colocynthis

Espéce : Colocynthis vulgaris (Schard,1833).

Nom francais : Coloquinte
Nom Arabe : Handal , Hadag, Hadjja.

Description botanique : Colocynthis vulgaris ou bien Citrullus colocynthis est une plante
vivace a longues tiges anguleuses, rampantes qui s’étalent sur le sol et pouvant dépasser 1 m
de long. Les feuilles sont profondément découpées de longueur 5 a 10 cm, ont un limbe
découpe en 5 a 7 lobes separés par des sinus larges, le lobe central est parfois ovale.

Pendant la période de floraison, vers le mois d’avril-mai, il apparait des fleurs composées de
cing pétales jaunes claires. Le fruit sphérique de 5 a 10 cm de diametre, ressemblant a une
petite pasteque, de couleur verte panaché de jaune clair, devient complétement jaune a
maturité. La chair légére, spongieuse, de couleur jaune-orangeé, est trés amere et toxique. Les
nombreuses graines ovoides et aplaties, de couleur variant de I'orange au brun noiratre, sont

comestibles.

Répartition géographique : Cette espece se trouve en Arabie, en Syrie et en Egypte, ainsi
que dans les étendues arides et sablonneuses du nord-ouest, du centre et du sud de I'Inde. Elle
est aussi cultivée dans certaines régions de I'Espagne et de Chypre.

La coloquinte est commune dans tout le Sahara, au niveau des terrains sablonneux et sablo-
argileux des lits d’oued et des dépressions. On trouve dans l'ancien Monde. Elle serait

originaire des régions desertiques sablonneuses d'Afrique.
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Utilisation de la plante : Les feuilles et les fruits sont utilisés en infusion, en cataplasme, en
pommade et en compresse pour les traitements des piqures de scorpion, des indigestions, des
dermatoses et des infections génitales. Elle est utilisée aussi comme antirhumatismal,
antihelminthique et comme reméde contre les infections de la peau. Les racines ont des
propriétés purgatives et sont utilisées contre la jaunisse, les rhumatismes et les maladies

urinaires.

Composition chimique : La coloquinte est riche en alcaloides présents dans tous les organes
de la plante au niveau des fruits, graines, feuilles et racines. Sa composition est proche de
celle de I'huile de tournesol. Ces graines sont également connues par leur teneur relativement

élevée en protéines.
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9- Peganum harmala (Linné. 1753)
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Peganum harmala L.

Famille : Zygophyllaceae

Genre : Peganum

Espece : Peganum harmala (L. 1753)
Nom francais : Rue sauvage, Rue verte

Nom arabe : Harmel

Description botanique : plante herbacée vivace atteignant jusqu’a 90 cm de haut, a feuilles
allongées et irrégulierement divisées en multiples lanieres trés fines. Elle présente des fleurs
d'un blanc-jaunatre veinées de vert. Le fruit est une grande capsule de la grosseur d’un pois,
de forme sphérigue entouré par un calice persistant comprenant plusieurs graines nombreuses,
petites, anguleuses, sub triangulaires, de couleur marron foncé dont le tégument externe est

réticulé et renferme un pigment rouge.

Répartition géographique : Elle pousse en Europe-australe et austro-orientale, Asie
mineure, Tibet, Iran, Turkestan, Syrie, Arabie, Egypte et en Afrique du Nord. En Algérie,
Peganum harmala L. est commune de la zone littorale, les plaines littorales, 1’ Atlas tellien et
les hauts plateaux de 1’Oranie, de 1’Atlas saharien de I’Algérois, dans les hauts plateaux de
I’Atlas saharien du constantinois (Aurés) et au nord du Sahara. Elle est réputée pour les

terrains sableux, dans les lits d'oued et a lI'intérieur des agglomérations.

Utilisation de la plante : Elle est utilisée en médecine traditionnelle pour traiter différents
troubles digestifs, cutanés et infectieux. Elle posséde des propriétés anti inflammatoire, anti

oxydante, anti microbienne, analgésique, anti tumorale, vasodilatatrice, antispasmodique,
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antidépressive et surtout des effets hallucinogenes. Cette plante possédent également une
activité anti-protozoaire notamment contre la leishmaniose, la theileriose méditerranéenne et
tropicale, le paludisme, ainsi qu’un pouvoir insecticide sur Schistocerca gregaria et

nématicide contre Meloidogyne ssp., nématodes a galles.

Composition chimique : Cette plante est réputée pour sa richesse exceptionnelle en
alcaloides particulierement dans les graines et racines. Ces alcaloides sont de type b-
carbolines (Harmaline ou harmidine, Harmine ou banistérine, Harmalol, et Harmane), et des
dérivés quinazolines (vasicine, peganine et vasicinone). Peganum harmala contient des acides
aminés (valine, proline, thréonine, histidine, acide glutamique, I’aniline, N-phénylformamide,
et N-acétylaniline phénylalanine), des carbohydrates, des flavonoides, des coumarines, des

bases volatiles, des tanins, des stérols, et des triterpenes.
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ANNEXE 2 : Composition du milieu NNN

1-

Préparation de la gélose

5g de gélose
3g de NaCl
500 ml d’ecau distillée

Verser le NaCl dans de 1’eau distillée, rajouter la gélose lorsque 1’eau salée frémit.
Remuer sans arrét avec une baguette en verre jusqu’a dissolution complete.
Distribuer dans des tubes stériles (environ 8 ml).

Stériliser a 'autoclave a 120°C pendant 20 mn.

Ponction cardiaque du lapin

Prélever stérilement a la seringue du sang par ponction cardiaque.
Distribuer le sang dans des flacons contenant du citrate de sodium a 10% sterile,
ajouter 250000 Ul de pénicilline.

Agiter le tout et conserver a +4°C.

Mélange geélose et sang

Sortir du réfrigérateur les tubes de gélose.

Les flacons de sang sont maintenus deux heures a température ambiante.

Liquéfier la gélose, puis la ramener a 45°C.

Rajouter 1 ml de sang par tube et mélanger par mouvement circulaire en évitant la
formation de bulles d’air.

Laisser refroidir les tubes en position inclinée.

Conservation a +4°C.
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Résumé

Description du sujet : Recherche d’espéces végétales endémiques antileishmaniennes.

Objectifs : Evaluer I’activité antileishmanienne et cytotoxique de cingq huiles essentielles (HEs) extraites de
plantes médicinales d’Algérie.

Meéthodes : L’extraction des HES a été réalisée par hydro-distillation, puis analysée par chromatographie en phase
gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CG/MS). L’activité antileishmanienne et cytotoxique des HES ont
été réalisées in vitro par le test colorimétrique MTT.

Résultats : Les HEs de Thymus pallescens avec 59,15% de carvacrol et de Thymus vulgaris avec 56,80% de
thymol ont montré une activité contre les promastigotes de Leishmania major mais une cytotoxicité contre les
cellules macrophagiques Raw 264,7. L’HE d’Artemisia campestris riche en monoterpénes hydrocarbonés et I’HE
d’Anethum graveolens renfermant 23,86% de myristicine ont montré une bonne activité contre Leishmania major
avec respectivement une CI50 de 14,02+0,18 pg/ml et 13,83+0,30 pg/ml. Elles ont exprimées une faible
cytotoxicité avec des CC50 de 183+0,18 pg/ml et CC50 de 158,1+0,22 ug/ml et des indices de sélectivité (IS) de
13,05 et 11,43 respectivement.

Conclusion : Artemisia campestris et Anethum graveolens peuvent &tre considérées comme une initiation aux
traitements naturels des leishmanioses. Anethum graveolens mérite plus d’attention puisque c’est la premicre
mention de 1’activité antileishmanienne que nous rapportons.

Mots clés: Activité antileishmanienne ; Cytotoxicité ; Plantes médicinales ; Huiles essentielles ; Algérie.

ANTILEISHMANIAL ACTICIVITY AND CHEMICAL COMPOSITION OF
ESSENTIAL OILS EXTRACTED FROM ALGERIAN MEDICINAL PLANTS

Abstract

Description of the subject: Research of endemic antileishmanial plant species.

Objective : Evaluate the antileishmanial and cytotoxic activity of five essential oils (EOs) extracted from Algerian
medicinal plants.

Methods : The extraction of the EOs was perfomed out by hydro-distillation and then analyzed by gas
chromatography - mass spectrometry (GC/MS). The antileishmanial and cytotoxic activities of the EOs were
perfomed in vitro by the MTT.

Results : The EO of Thymus pallescens with 59.15 % of carvacrol and Thymus vulgaris with 56.80% of thymol
showed activity against the promastigotes of Leishmania major but a cytotoxicity against macrophages cells Raw
264.7. The EO of Artemisia campestris rich in monoterpenes hydrocarbons and EO of Anethum graveolens with
23.86% of myristicin showed a good activity against Leishmania major with respectively IC50 of 14.02+0.18
pg/ml and 13,83+0,30 pg/ml and also a low cytotoxicity with CC50 of 183+0,18 pg/ml and 158.1+0.22 pg/ml and
selectivity indices (SI) of 13.05 and 11.43 respectively.

Conclusion : Artemisia campestris and Anethum graveolens can be considered as potential candidates for naturel
treatments. Anethum graveolens deserves more attention since it is the first mention of antileishmanial activity that
we report.

Keywords : Antileishmanial activity; Cytotoxicity; Medicinal plant; Essentials oils; Algeria.

* Auteur correspondant: BENELMOUFFOK Amina-Bouchra, E-mail : aminabenelmouffok@yahoo.fr
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Annexe 03


BENELMOUFFOK et al.

INTRODUCTION

Les leishmanioses représentent un véritable
probléeme de santé publique en Algérie et
occupent la premiére place des maladies
parasitaires & déclaration obligatoire [1]. Deux
formes cliniques sévissent a 1’état endémique :
La leishmaniose viscérale (LV) et la
leishmaniose cutanée (LC).

La (LC), plus fréquente et plus extensive que la
(LV) est représentée par trois entités cliniques
et trois parasites différents. La leishmaniose
cutanée zoonotique (LCZ) du sud a Leishmania
major inféodé aux régions steppique et
saharienne [2 et 3], la leishmaniose cutanée
chronique a Leishmania killicki proche de
Leishmania tropica limité pour le moment a
Ghardara au sud du pays [4] et La leishmaniose

cutanée sporadique du nord (LCS) a
Leishmania infantum dans la région du Tell [2
et 3].

Longtemps confinée au Sahara, la (LCZ) a
Leishmania major connait une extension
géographique en dehors des foyers naturels de
la maladie ceux de Biskra a I’Est et Abadla a
I’Ouest vers les Hauts Plateaux avec une
survenue d’épidémie, en 1982 a M’sila [5]
suivie d’une autre en 1985 & Ksar Chellala
(Tiaret) [6]. Ces derniéres années, la barriere
géographique formée par 1’Atlas tellien, qui
séparait la forme cutanée du nord et la forme
cutanée du sud a éte franchie avec une avancée
rapide de cette derniére vers le nord du pays [7].
Le réservoir de la (LCZ) est représenté
essentiellement par deux rongeurs gerbillidés.
Le premier étant Psammomys obesus (le Rat des
sables), [8 et 9] et le second Meriones shawi (la
Merione de Shaw) [6 et 10]. Dans ces régions
cohabitent le principal vecteur Phlebotomus
papatasi [11 et 12].

Selon I’Institut National de la Santé Publique
(INSP) le taux d’incidence de la (LC) a
augmentg, il est passé de 11,62 en 2014 a 28,19
en 2017 cas pour 100.000 habitants. Cette
recrudescence et la propagation de la maladie a
de nouveaux foyers font de la leishmaniose
cutanée un probleme épineux. Malgré cette
alerte, la lutte contre cette maladie n’a jamais
réussi a établir une stratégie efficace et durable.
Celle adoptée par le comité technique national
mis en place en 2006 par le Ministére de la
Santé Publique et la Réforme Hospitaliére
(MSPRH), repose essentiellement sur la lutte
anti-vectorielle par des aspersions intra
domiciliaires et extra domiciliaires
d’insecticides rémanents avec pour objectifs de
réduire de 50% 1’incidence  annuelle.
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Malheureusement, celle ci continue
d’augmenter et s’explique par 1’absence
d’action ciblant efficacement le réservoir du
parasite. Cependant, Psammomys obesus est
une espéce protégée dans notre pays (Loi du 20
aolt 1983) et le deuxieme réservoir est peri
domestique représenté par Meriones shawi est
I'une des espéces arvicoles les plus
dévastatrices en  Algérie, elle cause
d’importants dégats dans nos parcelles agricoles
notamment sur céréales. Une campagne de lutte
est décrétée tous les ans par I’Institut National
de la Protection des Végétaux (INPV) a partir
du mois d’octobre a fin mars, correspondant a la
période de disette du rongeur qui se pratique
uniquement au niveau des zones agricoles, ce
qui ne permettra guére 1’éradication définitive
de ce fléau, notamment avec le développement
de D’agriculture steppique. L’absence d’une
stratégie adéquate de lutte dans les zones non
agricoles permet a ces mammiféres d’envahir de
nouveaux espaces et d’élargir leur zone de
reproduction.

En général, le traitement des leishmanioses est
dominé, par les dérivés antimoniés pentavalents
qui demeurent encore de nos jours les
médicaments de premiéere intention dans
plusieurs pays endémiques [3]. La toxicité et le
codt élevé des medicaments antileishmaniens
habituels ainsi que 1’émergence grandissante
des souches parasitaires résistantes ont fait que
la recherche d’espéces végétales endémiques
antileishmaniennes efficaces et peu toxigques
continue de s’imposer.

L’Algérie par sa position géographique présente
une grande diversité végétale, les chances de
trouver des plantes actives contre cette maladie
sont importantes. Cette richesse végétale est due
a une grande variété de biotopes liée a des
différences d’altitude ainsi qu’a des facteurs
climatiques.

Le but de notre travail est d’évaluer 1’activité
antileishmanienne de cing huiles essentielles
(HEs) extraites de la partie aérienne de diverses
plantes médicinales sur des cultures
promastigotes de Leishmania major et leur effet
cytotoxique sur les cellules macrophagiques
Raw 264.7.

MATERIEL ET METHODES

1. Matériel végétal

Nous avons utilisé cing plantes médicinales
récoltées dans les régions steppiques d’Algérie,
milieux peuplés par les deux réservoirs de la
leishmaniose cutanée.
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Leur identification a été réalisée a I’Ecole
Nationale Supérieure d’Agronomie (ENSA) El-
Harrach-Alger. Les parties aériennes de ces
plantes ont été retenues en raison de leurs
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informations ethnobotaniques (Tableau 1). Les
feuilles et les tiges récoltées ont été séchées
pendant 20 jours & température ambiante et a
I’abri de la lumiére jusqu’a I’extraction.

Tableau 1: Les plantes étudiées et leurs propriétés médicinales

Familles Noms des plantes Lieu de récolte  Propriétés médicinales

(wilaya)
Asteraceae Artemisia campestris M’Sila Antioxydantes, antifongiques, antibactériennes
Apiaceae Anethum graveolens  Tablat Antispasmodiques, anti inflammatoire
Rutaceae Ruta montana Tablat Anti rhumatismale, vermifuge
Lamiaceae Thymus pallescens SourEl Ghozlane  Maladies infectieuses, parasites intestinales
Lamiaceae Thymus vulgaris Bouira Maladies respiratoires

1.1. Extraction des huiles essentielles
L’extraction des HEs a été réalisée par hydro
distillation dans un appareil de type
« Clevenger»  selon la  Pharmacopée
Européenne [13]. 100g de matiere végétale a été
hydro distillée dans 01 litre d’eau pendant 03
heures. L’huile obtenue a été transférée dans des
flacons en verre ambré et conservée a 4°C
jusgu'aux analyses.

1.2. Analyse des huiles essentielles

Les HEs ont été analysées par chromatographie
en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de
masse (CG-MS) (systeme informatisé Hewlett-
Packard, comprenant un chromatographe en
phase gazeuse 6890 couplé a un spectrométre de
masse 5973A), équipé d'une colonne capillaire
en silice fondue HP5MS™ (30 m x 0,25 mm de
diametre interne ; épaisseur de film de 0,25
pum). Les spectres CG-MS ont été obtenus dans
les conditions suivantes : gaz porteur, hélium ;
débit, 0,5 ml/min ; mode, fractionné (50:1) ;
volume d'injection, 1 pL ; température
d'injection, 250°C ; programme de température
du four, 60°C pendant 8 min, puis augmentation
a 2°C/min jusqu'a 250°C et maintien a 250°C
pendant 15 min ; mode d'ionisation, impact
électronique a 70 eV. Les pourcentages des
composants ont été calculés a partir des surfaces
des pics CG/FID. L’indice de rétention (IR) de
tous les composants a été déterminé par la
méthode de Kovats par co-injection des
échantillons avec une solution contenant la série
homologue de n- alcanes (C8-C28) sur la
colonne HP 5MS™. L’identification a été faite
en comparant les indices de rétention et les
spectres de masse avec les données publiées
dans la littérature [14] et en faisant correspondre
leurs spectres de masse enregistrés avec des
spectres de référence dans la bibliothéque de
I’ordinateur [National Institute of Standards and
Technology (NIST) et les bibliothéques Wiley].
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2. Matériel biologique

Nous avons utilisé des promastigotes de
Leishmania major fournis par I’Institut Pasteur
de Tunis: PGLC 94 pour [Iactivité
antileishmanienne et une lignée cellulaire de
macrophages murins Raw 264.7 pour le test de
cytotoxicité

2.1. Activité antileishmanienne des huiles
essentielles

La viabilité de Leishmania major a été évaluée
a l'aide du test colorimétrique au bromure de 3-
(4, 5-diméthylthiazol-2-yl)-2,  5-diphényl-
tétrazolium (MTT) basé sur la réduction du sel
de tétrazolium en cristaux de formazan par les
déshydrogénases mitochondriales [15].

Les promastigotes de Leishmania major ont été
cultivés dans les conditions suivantes (26°C et
5% de CO;) dans un milieu RPMI-1640
(Sigma-Aldrich, USA), supplémenté avec 100
U/ml de pénicilline, 100 U/ml de streptomycine
et 2 mM de L-glutamine (Sigma-Aldrich, USA)
et enrichi avec 10% de sérum de veau feetal
(SVF) (Gibco). Les promastigotes ont été
répartis dans des plaques de 96 puits a une
densité cellulaire de 2,10° parasites par puits et
incubés a 26°C pendant 72h en présence d'HE
solubilisées dans RPMI+DMSO (Sigma-
Aldrich, USA) 0,05 % [16] a des concentrations
de % allant de (100ug/ml a 0,78ug/ml).
L'amphotéricine B (Sigma- Aldrich, USA) a été

utilisée comme contrdle positif a des
concentrations allant de (07,8 pg/ml a 0,06
pg/ml) et les parasites non traités

(RPMI+DMSO 0,05%) ont été considérés
comme contrdle négatif. Aprés 72h d'incubation
a 26°C des plaques de culture cellulaire, 10 pl
de MTT (Sigma Aldrich, USA) a une
concentration finale de 0,5 mg/ml ont été
ajoutés par puits et I'incubation a été poursuivie
dans l'obscurité pendant 4h supplémentaires. La
réaction a été arrétée par I'ajout de 100l d'une
solution d'isopropanol acidifiée [15].
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La lecture a eté effectuée a l'aide d'un
spectrophotométre (Synergy HT, Bio-Tek) ou
les densités optiques (DO) sont lues a 540 nm,
ce qui permet de calculer le pourcentage (%)
d'inhibition avec I'équation suivante %
d'inhibition = [(DO controle négatif-DO
échantillon) / DO contréle négatif] x100 [15].
En utilisant le programme Graph Pad Prism 5,
une étude statistique a été réalisée en utilisant
I'analyse de régression non linéaire dose-
réponse, la concentration d'inhibition qui inhibe
50% de la population cellulaire (C150) a été
déterminée. Selon Osdrio et al. et de Lima et al.
[17 et 18] les composés ont éte classés comme
suit : CI50 < 10pg/ml trés actif ; 10pg/ml <
CI50 >50pg/ml actif ; 50pug/ml < CI50 >
100ug/ml modérément actif et CI50 > 100
pg/ml non actif.

2.2. Test de cytotoxicité et indice de sélectivité
La cytotoxicité des HEs a été évaluée a I’aide de
la lignée cellulaire de macrophages Raw 264.7,
maintenues en culture dans du RPMI-1640,
supplémenté de 2 mM de L-glutamine et
d’antibiotique : 100 U/ml de streptomycine
(Sigma), enrichi de 10% de sérum veau feetal
(SVF). Laviabilité cellulaire a été évaluée aprés
incubation avec du bleu trypan a 0,1% en
comptant les cellules colorées au microscope
optique.

Les macrophages ont été répartis dans des
plaques de 96 puits a une densité cellulaire de
2.10% cellules par puits, on les a laissés adhérer
pendant une nuit a 37°C et 5% de CO; ; puis
remplacé le milieu par un frais contenant 100 pl
de dilution en série d'HE allant de (100ug/ml a
0,78ug/ml). L'amphotéricine B a été utilisée
comme contrdle positif et les cellules non
traitées ont été considérés comme controle
négatif. Les cellules ont été incubées pendant
72h a 37°C et leur viabilité a été estimée par le
test MTT dont I'expression des résultats a été
décrite  précédemment [15], ainsi la
concentration cytotoxique de 50% (CC50) a été
déterminée. L’indice de sélectivité (IS) est un
paramétre définissant 1’équilibre entre la
cytotoxicité et I’activité biologique du composé
(huile) correspondant a la concentration active
la plus élevée sans toxicité et exprimé par le
rapport CC50 macrophages/ CI50 parasites
[19]. Pour une valeur de (IS) supérieure a 10,
I’huile est considérée comme efficace contre les
parasites et sans danger pour les macrophages
[20 et 21].
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3. Analyse statistique

Chaque expérience a été réalisée en triplicat et
les résultats ont été exprimés sous forme de
moyenne + Erreur standard de la moyenne
(SEM). Les wvaleurs des concentrations
d’inhibition a 50% (CI50) et des concentrations
cytotoxiques a 50 % (CC50) pour chaque HE
ont été déterminées par une analyse de
régression non linéaire en utilisant le logiciel
(Graph Pad Prism 5 San Diego USA). Le test de
Tukey (Graph Pad Prism5) pour de multiples
comparaisons et permet de distinguer les
groupes avec un niveau de confiance de 95%.
Les différences ont été considérées comme
significatives pour p<0,05.

RESULTATS

1.  Composition
essentielles (HES)
La composition chimique de nos HEs est
représentée dans le (Tableau 2) dont les
composants ont été classés selon leurs indices
de rétention (IR). La composition chimique de
nos HEs a été caractérisée par la présence de
deux a trois composants majoritaires a des
concentrations assez élevées par rapport aux
autres composants présents en faibles quantité.
En effet, cette composition est dominée par des
monoterpénes hydrocarbonés (23,54%) de p-
pinene, (16,35%) de a-pinene et (11,23%) de
limonéne pour Artemisia campestris, d’un
composé aromatique dérivé du phénylpropane
(23,86%) de la myristicine pour Anethum
graveolens, de cétones (77,60%) de 2-
undecanone pour Ruta montana et de composés
phénoliques (59,15%) de carvacrol et (56,80%)
de thymol pour les Thymus.

2. Activité antileishmanienne

L’activité  antileishmanienne  des  huiles
essentielles a été évaluée sur les promastigotes
de Leishmania major et comparée a celle de
I’amphotéricine B médicament de référence en
utilisant le  dosage colorimétriqgue du
méthylthiazole tétrazolium (MTT) est un
composé organique coloré en jaune, il est réduit
uniquement dans les cellules métaboliquement
actives (vivantes) par des déshydrogénases
mitochondriales, en un composé Vviolet,
insoluble : le formazan. Cette modification
chimique s’accompagne d’un changement du
spectre d’absorption. Ceci permet une mesure
spectrophotométrique du formazan et de sa
quantification. Aprés 72h d’incubation, une
observation des plaques de culture cellulaire au
microscopique optique inversé afin d’évaluer
1’¢état des parasites dans chaque condition.

chimique des huiles
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Puis les traiter au MTT. Aprés solubilisation d’onde égale a 540 nm nous a permis de calculer le
(dissoudre les cristaux de formazan) (Fig. 1), une pourcentage d’inhibition a 72 h et de tracer les
lecture par spectrophotométrie a une longueur graphes (Fig. 2).

Tableau 2 : Composition chimique en pourcentage (%) des HEs par hydrodistillation

composants IR* IR® Ac IR" Ag IR°®  Rm IRR  Tp IRP TV
a-Thujene 930 931 3,17 - - - - 924 0,9 - -
a-Pinene 939 939 16,35 941 8,7 938 0,1 943 1,98 940 2,16
Camphene 954 - - 947 2,28 - - 955 0,83 - -
Sabinene 975 - - 969 1,2 - - - - - -
B-Pinene 979 975 2354 974 11,2 - - 977 0,78 980 0,19
Myrcene 990 982 8,7 - - - - 982 3,2 - -
a-Phellandrene 1002 - - 997 148 1005 0,23 - - - -
p-Cymene 1024 - - 1025 4,25 - - 1019 10,6 1022 15,50
0-Cymene 1026 1025 3,65 - - - - - - - -
Limonene 1029 1031 11,23 1032 13,3 1021 0,57 1028 0,2 1036 1,25
y-Terpinene 1059 1050 4,35 1054 9,02 1060 0,23 1057 4,3 1054 8,76
Terpinolene 1088 - - - - - - 1083 0,54 - -
Fenchone 1086 - - 1089 0,1 - - - - - -
Linalool 1096 1090 0,23 1098 3,2 - - 1092 0,87 1096 4,15
2-Nonanol 1098 - - - - 1096 1,2 - - - -
Trans- Pinocarveol 1139 1137 1,3 - - - - - - - -
Trans- Sabinol 1142 - - 1139 0,6 - - - - - -
Camphor 1146 - - 1141 1,4 - - 1153 0,1 - -
Citronellal 1153 - - - - - - - - 1151 1,25
Terpinen-4-ol 1177 1175 2,78 - - - - - - 1174 1,17
a- Terpineol 1188 1183 2,04 - - - - - - - -
2-Decanone 1192 - - - - 1189 12,89 - - - -
Myrtenal 1195 1192 2,26 - - - - - - - -
2-Decanol 1199 - - - - 1201 0,83 - - - -
Thymol 1290 1286 0,17 1290 0,2 - - 1309 12,43 1288 56,80
2-Undecanone 1294 - - - - 1291 77.60 - - - -
Carvacrol 1299 1295 3,2 1299 0,4 - - 1315 59,15 1301 3,07
2-Undecanol 1301 - - - - 1305 0,41 - - - -
Citraldimethoxy (E) 1341 - - - - - - - - 1339 0,82
Carvacryl Acetate 1367 - - - - - - 1368 0,97 - -
a-Gurjunene 1409 1402 1,29 - - - - 1406 0,3 - -
(E)-Caryophyllene 1419 - - 1411 0,1 - - 1424 0,25 1416 15
Aromadendrene 1441 - - - - - - 1445 0,14 1439 0,29
o-Humelene 1454 - - 1448 - - - - - 1452 0,14
a-Patchoulene 1456 1454 0,13 - - - - - - - -
Farnesene (E)- B 1456 1461 0,79 - - - - - - - -
Curcumene 1472 1476 0,28 - - - - - - - -
B-Selinene 1490 1488 3,02 - - - - - - - -
2-Tridecanone 1496 - - - - 1491 0,80 - - - -
y-Cardinene 1513 - - - - - - - - 1509 0,11
Myristicine 1518 - - 1514 23,86 1533 0,32 - - - -
5-Cardinene 1523 - - 1530 0,1 - - 1531 0,13 1528 0,16
Elemicine 1557 - - 1551 1,2 1560 0,10 - - - -
Spathulenol 1578 1572 2,87 - - - - - - - -
Monoterpénes

hydrogénés 70,99 64,75 1,13 23.33 27,86
Monoterpénes oxygénés 11,98 5,90 92,93 73.52 67,26
Sesquiterpénes 5,51 24,06 1,12 0.82 2,2
hydrogénés 2,87 12 0,10 - -
Sesquiterpénes oxygénés 91.35 95,91 95,28 97.67 97,32
Total (%)

IR2: Indice de rétention de Kovats Adams, IRP: Indice de rétention de Kovats calculé par rapport aux séries homologues de n-alcanes (C8-
C28) sur la colonne HPSMSTM , A.c : Artemesia campestris, A.g : Anethum graveolens, R.m : Ruta montana, T.p : Thymus pallescens, T.v :
Thymus vulgaris
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Figure 1: Résultats du test MTT sur plaque
T(+) :Témoin positif (Amphotéricine B), A.c :Artemisia campestris, A.g :Anethum graveolens,
R.m : Ruta montana, T.p : Thymus pallescens, T.v : Thymus vulgaris, T(-) : Témoin négatif
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Figure 2 : Pourcentage d’inhibition des promastigotes Vis-vis des différentes concentrations

Un premier criblage sur des cultures de et (79,76%) pour Thymus vulgaris. Par contre,
Leishmania major nous a permis d’identifier Thymus pallescens a enregistré un taux de
quatre  espéces  végétales &  activité (77,99%) pour une concentration de (25ug/ml).
antileishmanienne a I’exception de Ruta Les résultats obtenus ont été analyses par le test
montana. La concentration de (50ug/ ml) a de régression non linéaire dose-réponse a 1’aide
enregistrée les taux les plus élevés d’inhibition du programme GraphPad Prism 5. La Clso est
de promastigotes avec (77,88%) pour Artemisia déterminée (Fig. 3).

campestris, (79,85%) pour Anethum graveolens
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Figure 3 : Pourcentage d’inhibition des promastigotes en fonction du Log des différentes
concentrations

Nos HEs ont présenté une activité leishmanicide
inférieure a celle de I’amphotéricine B (produit pur).
Les HEs de Thymus pallescens, Anethum graveolens
et Artemisia campestris ont exprimé un meilleur
pouvoir antiparasitaire contre Leishmania major par

rapport a Thymus vulgaris. Le test de Tukey a révélé
que les CI50 de ces trois HEs n'étaient pas
significativement différentes entre elles p >0,05
(Tableau 3).

Tableau 3 : Activité antileishmanienne in vitro sur les promastigotes de Leishmania major

CI50+SEM

Plantes étudiées - CI50 Classement
Promastigotes

Artemisia campestris 14,02°+0,18 10 <CI>50 Active
Anethum graveolens 13,83%+0,30 10 <CI>50 Active
Ruta montana - >100 Non active
Thymus pallescens 13,72%+0,20 10 <CI>50 Active
Thymus vulgaris 31,60°+0,50 10 <CI>50 Active
Amphotéricine B 0,061°+0,01 <10 Trés actif

CI50: Concentration d’inhibition a 50%, Amphotéricine B : Médicament de référence (Contrdle positif), Les lettres (a et b) indiquent les
différences significatives selon le test de Tukey , a: p>0,05 et b : p<0,05

3- Test de cytotoxicité et indice de sélectivité

Le test de cytotoxicité des huiles essentielles a
été évalué sur les cellules macrophagiques (Raw
264.7) et comparées a I’amphotéricine B pour
évaluer leur utilité comme produits bioactifs a
effet leishmanicide. Il ressort de cette activité,
apres 72h d’incubation et traitement des plaques
au MTT (Fig. 4) puis une lecture par
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spectrophotométrie que les Thymus sont
toxiques sur les macrophages Raw 264.7 dont
les IS sont inférieurs a 10 et que les huiles
d'Artemisia campestris et d'’Anethum graveolens
ont montré une faible cytotoxicité sans danger
pour les macrophages. Le test de Tukey a révélé
une différence significative entre les moyennes
des CC50 p<0,05 (Tableau 4).
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Figure 4: Résultats du test MTT sur plaque
T(+) :Témoin positif (Amphotéricine B), A.c :Artemisia campestris, A.g :Anethum graveolens,
T.p : Thymus pallescens, T.v : Thymus vulgaris, T(-) : Témoin négatif

Tableau 4: Activité cytotoxique sur les cellules Raw264.7 et indice de sélectivité.

Plantes étudiées CC50+SEM CC50/CI50
Macrophages Indice de sélectivité
Artemisia campestris ~ 183%+0,18 13,05
Anethum graveolens  158,1%+0,22 11,43
Thymus pallescens 5,0242+0,49 0,36
Thymus vulgaris 23,79%+0,26 0,75
Amphotéricine B 2,2%+0.26 36,06

CC50: Concentration cytotoxique a 50%, ¢ Amphotéricine B : Médicament de référence (Contrdle positif).
la lettre (a) indique la différence significative avec le test de Tukey p<0,05.

DISCUSSION

Les compositions chimiques de ses huiles
avaient été étudiées par de nombreux
chercheurs algériens [22- 29] ou les résultats
sont assez proches avec quelques variations des
composants et de leurs teneurs dans 1’huile
essentielle. D’ailleurs, il est connu que la
composition chimique d’une huile essentielle
dépend des facteurs environnementaux, du
patrimoine génétique et du stade de
développement de la plante [30].

L’activité antitleishmanienne de nos huiles
essentielles a révélé gque Ruta montana riche en
cétones dont le composé majoritaire est le 2-
undecanone avec (77,60%) représentant la
quasi-totalité de 1’huile, n’a montré aucune
activité.

Les huiles de Thymus pallescens renfermant
(59,15%) de carvacrol et de Thymus vulgaris
avec (56,80%) de thymol ont montré une
activité significative contre les promastigotes de
Leishmania major. Il semblerait que cette
activité antileishmanienne est liée a la présence
des composés phénoliques. En effet, les
diverses propriétés biologiques rapportées pour
les Thymus, telles que les activités
antioxydantes, insecticides, antibactériennes,
antifongiques et antivirales [31-33], sont
généralement liées aux composés phénoliques,
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particulierement le thymol et le carvacrol [34-
36].

Nous avons noté que I'huile essentielle de
Thymus pallescens riche en carvacrol était plus
efficace, que celle de Thymus vulgaris riche en
thymol. Des travaux réalises par Farias-junior et
al. [37] pour lequel I’huile essentielle de Lippia
sidoides riche en carvacrol était plus efficace
que I’huile riche en thymol vis-a-vis de
Leishmania chagasi.

Cependant, nos huiles essentielles de Thymus
ont montré une toxicité contre les macrophages
Raw 264.7. D’aprés Lawrence [38], I’activité
des huiles essentielles est souvent réduite a
I’activité de ses composés majoritaires, ou ceux
susceptibles d’étre actifs. A cet effet, il
semblerait que le thymol et le carvacrol seraient
responsables de la toxicité. En effet, les travaux
réalisés par Rodrigues et al. [39] ont démontré
que les deux composés phénoliques thymol et
carvacrol possédaient une cytotoxicité élevée a
tous les types de cellules testées.

Quant aux huiles d’Artemisia campestris riche
en monoterpenes hydrocarbonés et d’Anethum
graveolens contenant 23,86% de myristicine
ont montré une bonne activité
antileishmanienne avec une faible cytotoxicité.
Cette activit¢ antileishmanienne n’est pas
seulement due au composé majeur de (HE) mais
également a la synergie entre les différents
constituants.
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En effet, les résultats d’une étude ont montré
que a-pinéne et p-cymene avaient une activité
antileishmanienne [39]. Dans notre étude
Artemisia campestris contient (16,35%) de a-
pinéne et Anethum graveolens (8,7%) a-pinene
et (4,25%) p-cymene.

De méme, les résultats d’une autre étude ont
montré que la plante Myrtus communis avait des
propriétés anti leishmaniennes in vitro
probablement en raison de sa teneur en a-pinene
[40].

Rodrigues et al. [39] ont montré que a-pinéne
était efficace contre les formes de leishmania
amazonensis et présentaient une faible
cytotoxicité contre les macrophages murins et
les érythrocytes humains.

En effet, Artemisia campestris a déja été étudiée
par Essid et al. Et Mathlouthi et al. [41 et 42],
tandis qu’Anethum graveolens mérite plus
d’attention car a notre connaissance il s’agit du
premier  rapport  concernant  [’activité
antileishmanienne.

CONCLUSION

Les leishmanies sont responsables d’un taux
élevé de mortalité et de morbidité mondiale et
les plantes médicinales pourraient étre une
source intéressante de composés naturels avec
des activités de lutte antiparasitaire. Les deux
huiles d’Artemisia campestris et d’Anethum
graveolens qui présentent une activité
leishmanicide vis-a-vis de Leishmania major
avec une faible cytotoxicité envers les cellules
macrophagiques Raw 264.7 peuvent étre
considérées comme une initiation & la recherche
de nouveaux traitements naturels en vue de se
substituer aux médicaments  chimiques
considérés comme onéreux et toxiques. A
I’avenir, des études sont nécessaires pour
révéler les composeés bioactifs et moins toxiques
car I’huile essentielle est un mélange complexe
de substances et la purification de composés
actifs pourrait entrainer une augmentation
considérable de leur activité antileismanienne.
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Objectifs : Etudier la prévalence et les
facteurs épidémiologiques de la leishmaniose
cutanée en Algérie sur une période allant de
2008 a 2011. Resultats : Le foyer de M'Sila est
le plus important en Algérie apres le foyer
historique de Biskra, mais la maladie sétend
rapidement et crée de nouveaux et importants
foyers tels ceux de Batna, Bechar, El Oued et
Ghardaia. Conclusion : La recrudescence du nom-
bre de cas et 'extension de la maladie nécessite une
surveillance accrue de I’évolution de cette zoonose
et l'application de mesures de lutte adéquate.

Mots clés Leishmaniose cutanée, Zoonose,
Algérie, bilan quadriennal, épidémiologie.

Aims and Objectives: To study the pre-
valence and epidemiological factors of cutaneous
leishmaniasis in Algeria from 2008 through
2011. Results: The endemic site of M’Sila is the
most important in Algeria after the historic site of
Biskra, but the disease has spread rapidly and
created new and important sites of infection,
including Batna, Bechar, El Oued and Ghardaia.
Conclusion: The increased number of cases and
the spread of this zoonosis require increased
surveillance of its evolution and the application
of adequate control measures.

Key words: Cutaneous leishmaniasis, Zoonosis,
Algeria, quadrennial assessment, epidemiology.

Correspondance : Benelmouffok AB
<aminabenelmouffok@yahoo.fr>

La leishmaniose cutanée (LC), plus fréquente et plus extensive
que la leishmaniose viscérale constitue un probleme de santé
publique majeur en Algérie. Elle est représentée par trois entités
cliniques et trois parasites différents. La leishmaniose cutanée
zoonotique (LCZ) du sud a Leishmania major inféodée aux
régions steppique et saharienne [1], la leishmaniose cutanée
chronique a L. killicki proche de L. tropica limitée pour le
moment a Ghardaia au sud du pays [2] et la leishmaniose
cutanée sporadique du nord (LCS) a L. infantum dans la région
du Tell [1].

Longtemps confinée ~au Sahara, la LCZ connait une
extension géographique en dehors des foyers naturels de la
maladie. Au cours de ces derniéres années, la barriere
géographique formée par DPAtlas tellien, qui séparait la
forme cutanée du Nord et la forme cutanée du Sud, a été
franchie avec une avancée rapide de cette derniere vers le nord
du pays [3].

Compte tenu de la réémergence de la leishmaniose et la
variabilit¢ géographique de I'épidémiologie, le but de notre
travail est d’étudier :

— la prévalence de la leishmaniose cutanée en Algérie sur une
période allant de 2008 a 2011 ;
— les facteurs épidémiologiques et écologiques favorables au
développement de la maladie.

Notre travail est une étude rétrospective de la leishmaniose
cutanée en Algérie sur une période de 4 années allant de 2008 a
2011.

Toutes les données nous ont été fournies par linstitut
national de santé publique (INSP).

Ce qui nous a permis d’analyser 88 fiches émanant de toutes
les wilayas.

Les parametres ¢tudiés en premier lieu sont :

— les cas de leishmaniose cutanée recensés par année dans
toutes les wilayas.

— la répartition mensuelle a I'échelle nationale ;

— la répartition par tranche d'dge et de sexe a I'échelle
nationale.

Apres traitement des données de cette zoonose en Algérie,
nous avons retenu les wilayas les plus touchées dont les taux
d’incidence ont atteint des niveaux élevés, afin d’étudier les
facteurs épidémiologiques et écologiques favorables au
développement de la maladie. Ce sont les wilayas de Batna,
Biskra, Bechar, M’Sila, El Oued et Ghardaia.Les parametres
étudiés en deuxieme lieu sont :

— la répartition mensuelle pour les six wilayas retenues ;
— la répartition par tranche d’age et de sexe pour les mémes
wilayas.
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Figure 1. Répartition annuelle de la LC en Algérie 2008.
Figure 1. Annual distribution of cutaneous leishmaniasis in Algeria 2008.

Une étude statistique a été réalisée pour chaque parametre.

Résultats

L'année 2008 a été caractérisée par un nombre total de 7631 cas
de (LO) enregistrés, soit 22,54 cas pour 100 000 habitants et que
la wilaya M’Sila a enregistré le taux le plus élevé soit 29, 4 %
(figure D).

L'année 2009 a enregistré 12 097 cas de (LC), soit un taux
d’'incidence de 35,25 cas pour 100 000 habitants et que c’est
toujours la wilaya de M’Sila qui a enregistrée le taux le plus
eleve (figure 2).

L’'année 2010 caractérisée par une nette augmentation de cas
de (LC) dont le nombre total est de 21 049 cas, soit 58,93 cas
pour 100 000 habitants. L'incidence a doublé dans les wilayas
de Biskra et Ghardaia, avec des taux respectivement passés de
401,26 a 828,7 cas et 63,34 a 135,86 cas. La situation est
alarmante a El Oued avec un taux qui étaita 71,41 pour atteindre
561,27 cas ; il a carrément octuplé. La wilaya de Biskra qui a
enregistrée le nombre de cas le plus élevé de (LO) (figure 3).

Pour l'année 2011, il a été enregistré de 16 670 cas de (LC),
soit 45,62 cas pour 100 000 habitants. On note une légére
baisse passant de 58,93 a 45,62 cas (figure 4).

Il est a noter qu'un foyer épidémique important est notifié
par la wilaya de Laghouat avec une incidence de 317,05 cas.

Pour ce qui est de la répartition mensuelle de la LC la figure 5
révele des taux élevés durant 'hiver, chute au printemps et en
€té pour augmenter 4 nouveau en automne en atteignant des
pics au mois de décembre et janvier.

En ce qui concerne la répartition par tranche d’age et de sexe
delaLC, la figure 6 révele que ce sont surtout les enfants [1-9 ans
[et les jeunes adultes [9- 29 ans[qui sont les plus touchés.

Discussion
La leishmaniose cutanée est observée durant toute 'année. C’est
en automne et en hiver que les taux les plus élevés ont été
enregistrés, confirmant ainsi le caractere saisonnier de la
zoonose en Algérie, ce qui concorde avec les travaux réalisés [4-
ol.

Elle touche tous les dges, du nourrisson a la personne agée.
Les enfants et les jeunes adultes sont les plus atteints, ce qui
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Figure 2. Répartition annuelle de la LC en Algérie 2009.
Figure 2. Annual distribution of cutaneous leishmaniasis in Algeria 2009.
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Figure 3. Répartition annuelle de la LC en Algérie 2010.
Figure 3. Annual distribution of culaneous leishmaniasis in Algeria 2010.

saccorde avec les travaux réalisés en Algérie par [6], en Tunisie
par [7] et au Maroc [8].

Aucune différence concernant le sexe des patients atteints
n’a été constatée, et ceci est en accord avec les travaux
antécédents [6-8].

A Tinstar de Biskra (ancien foyer), les wilayas de Batna,
Bechar, M’Sila, EI-Oued et Ghardaia avaient enregistré des taux
d’'incidence élevés. Toutes ces wilayas sont situées dans les
régions steppiques a sahariennes avec des climats semi-arides a
per arides et sont le terrain propice au déroulement du cycle
parasitaire de la LCZ dont le principal agent est L. major
(3, 5, 9, 101

Depuis ces dernieres années, les maladies a transmission
vectorielle connaissent une netterecrudescence en Algérie.
Malgré cette alerte, la lutte contre cette maladie n’a jamais réussi
a établir une stratégie efficace et durable. En effet, 'élimination
des hotes réservoirs est I'un des éléments des stratégies de lutte
recommandé dans le cas de la leishmaniose cutanée zoonotique.

Cependant, Psammomys obesus (rat des sables) est une
espece protégée dans notre pays (loi du 20 aolt 1983). Le
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Figure 4. Répartition annuelle de la LC en Algérie 2011.
Figure 4. Annual distribution of cutaneous leishmaniasis in Algeria 2011.
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deuxieme réservoir est péri domestique représenté par
Meriones shawi (la mérione de Shaw). Une campagne de lutte
est décrétée tous les ans par I'Institut national de la protection
des végétaux (INPV) a partir du mois d’octobre a fin mars,
correspondant a la période de disette du rongeur.

La figure 7 a révélé que durant la campagne 2008, les
opérations d’appatage dans les zones infestées ont touché
20 wilayas céréalieres soit 73 370 ha réparties sur une super-
ficie infestée de 75 000 ha.

La campagne 2010 a été caractérisée par un regain
de lactivité de ce rongeur. La superficie infestée est passée
de 49 083 ha en 2009 2 96 922 ha en 2010. Cette recrudescence
est le résultat de deux années consécutives de pluies
abondantes ainsi qu’a la baisse de vigilance des agriculteurs
quant a la surveillance de ce fléau. Les opérations d’appatage
ont touché 22 wilayas déclarées infestées par arrété
du wali.

La superficie infestée au cours de la campagne 2010-2011 a
augmenté par rapport 4 la campagne écoulée passant de 96.922
ha a 114 126 ha répartis sur 23 wilayas.
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Bilan quadriennal (2008-2011) de la leishmaniose cutanée en Algérie
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Figure 5. Répartition mensuelle de leishmaniose cutanée en Algérie.
Figure 5. Monihly distribution of cutaneous leishmaniasis in Algeria.
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Figure 6. Répartition par tranche d’'age et sexe de LC en Algérie.

Figure 6. Distribution of cutaneous leishmaniasis in Algeria by age group and by sex.
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Figure 7. Superficies traitées et infestées par Meriones shawi (INPV, 2011).
Figure 7. Surface area treated for and infested by Meriones shawi (INPC, 2011).

Il est a noter, que la lutte contre les rongeurs se pratique
uniquement au niveau des zones agricoles, ce qui ne permettra
gucre I'éradication définitive de ce fléau, notamment avec le
développement de l'agriculture steppique.

D’autre part, la combinaison de plusieurs facteurs a
provoqué l'extension de la maladie a la quasi-totalité¢ des
wilayas atteignant le chiffre de 21 049 cas de leishmaniose
cutanée en 2010, a savoir :

— facteurs climatiques : ils peuvent favoriser ou limiter la
pullulation des insectes. Ainsi une sécheresse prolongée limite
la prolifération des rongeurs et par conséquent celle des
insectes inféodés. A I'inverse, des pluies abondantes favorisent
la végétation et les populations animales et donc le dévelop-
pement des insectes [4, 11], expliquant la recrudescence de la
leishmaniose en 2010, suite a deux (2) années consécutives de
pluies abondantes ;

— facteurs socio-économiques : la dégradation du cadre de vie
et de 'hygiéne du milieu peuvent augmenter le nombre de gites
larvaires et de lieux de repos pour les phlébotomes [12], ainsi
que l'urbanisation anarchique et le ‘rapprochement des
habitations en milieu rural a proximité des terriers des rongeurs
qui sont autant de facteurs favorisant la prolifération de cette
maladie [5, 11, 13].

— écologiques : les mises en valeur des terres, les périmetres
irrigués et le développement des steppes ont favorisé la
multiplication des rongeurs et par conséquent la propagation de
la leishmaniose cutanée [5, 14].

Conclusion

La leishmaniose cutanée a Leishmania majorest la forme la plus
rencontrée en Algérie. Elle s’observe surtout dans les régions
steppiques, principalement au niveau de la frange nord du
Sahara. Dans ces régions cohabitent le principal vecteur
Phlebotomus papatasi et les rongeurs réservoirs naturels de la
maladie Psammomys obesus et Meriones shawi.

Le foyer de M'Sila est le plus important en Algérie apres le
foyer historique de Biskra, mais la maladie s’étend rapidement
et crée de nouveaux et importants foyers tels ceux de Batna,
Béchar, El Oued et Ghardaia.
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La recrudescence du nombre de cas et I'extension de la
maladie nécessitent une surveillance accrue de I'évolution de
cette zoonose et I'application de mesures de lutte adéquates.

Liens d’intéréts : 'auteur déclare ne pas avoir de lien d’intérét en
rapport avec cet article.
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Abstract

Antileishmanian activity of some Algerian spontaneous plants against
Leishmania major

Objectives: To evaluate the antileishmanial activity of some Algerian spontaneous plants
namely : Artemisia campestris, Anethum graveolens, Ruta Montana, Thymus pallescens and
Thymus vulgaris, Inula viscosa, Calotropis procera, Colocynthis vulgaris and Peganum
harmala against Leishmania major.

Methods: The plants were collected mainly in the steppe regions of Algeria. The extraction of
essential oils (EO) concerned (05) plants, namely Artemisia campestris, Anethum graveolens,
Ruta Montana, Thymus pallescens and Thymus vulgaris was performed by hydro-distillation
then analyzed by gas chromatography coupled with mass spectrometry (GC/MS). The
extraction of total extracts of following plants: Inula viscosa, Calotropis procera, Colocynthis
vulgaris and Peganum harmala were extracted by solvent maceration and identified by
phytochemical tests.

The antileishmanial and cytotoxic activities of our plants were realized in vitro by the
colorimetric test with 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) MTT.
Result:

Regarding essential oils, four species out of five showed antileishmanial activity. Ruta
montana EO rich in ketones with (77,6%) 2-undecanone showed no activity.

Thymus pallescens EO with 59,15% carvacrol and Thymus vulgaris EO with 56,80% thymol
showed activity against Leishmania major promastigotes but cytotoxicity against Raw 264.7
macrophage cells. Artemisia campestris EO rich in hydrocarbon monoterpenes and Anethum
graveolens EO containing 23,86% myristicin showed good activity against Leishmania major
with an 1C50 of 14,02+0,18 pg/ml and 13,83+0,30 pg/ml respectively. They expressed low
cytotoxicity with CC50 of 183 +0,18 pg/ml and CC50 of 158,1 + 0,22 pg/ml and selectivity
indices (SI) of 13,05 and 11,43 respectively.

As for the total extracts, the four species revealed the presence of nitrogenous compounds
where Peganum harmala is known for its richness in alkaloids compared to the other species
studied, phenolic compounds and terpene compounds (heterosides). All four plants showed
anti-leishmanial activity before treatment with MTT. However, after treatment with MTT,
two of the four extracts interfered with the reagent, namely: Peganum harmala and Calotropis
procera.

As for the other two extracts, Colocynthis vulgaris expressed a better parasitic power
compared to Inula viscosa with 1C50 values of 31.74+0.9 and 126.3£1.6 pg/ml respectively.
For sanitary reasons (COVID19), we were not able to complete the cytotoxic activity of these
two plants.

Conclusion: Artemisia campestris and Anethum graveolens can be considered as an initiation
of natural treatments for leishmaniasis. Anethum graveolens deserves more attention since it is
the first mention of antileishmanial activity that we report.

As for Colocynthis vulgaris and Inula viscosa, activity on macrophagic cells is required to
complete the study.

Key words: Antileishmanial activity, Leishmania major, Spontaneous plants, Algeria.



Résumé

Activité antileishmanienne de quelques plantes spontannées Algériennes
vis-a-vis de Leishmania major

Objectifs : Evaluer I’activité antileishmanienne de quelques plantes spontanées Algériennes a
savoir : Artemisia campestris, Anethum graveolens, Ruta montana, Thymus pallescens,
Thymus vulgaris, Inula viscosa, Calotropis procera, Colocynthis vulgaris et Peganum
harmala vis-a-vis de Leishmania major.

Méthodes : Les plantes ont été récoltées principalement dans les régions steppiques
d’Algérie. L’extraction des huiles essentielles (HEs) a concerné (05) plantes a savoir :
Artemisia campestris, Anethum graveolens, Ruta montana, Thymus pallescens et Thymus
vulgaris, a été réalisée par hydro-distillation, puis analysée par chromatographie en phase
gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CG/MS). L’extraction des extraits totaux des
plantes suivantes : Inula viscosa, Calotropis procera, Colocynthis vulgaris et Peganum
harmala a été réalisée par macération dans un solvant et leur identification par les tests
phytochimiques.

Les activités antileishmanienne et cytotoxique de nos plantes ont été réalisées in vitro par le
test colorimétrique au bromure de 3-(4,5- diméthylthiazol-2-yl)-2,5- diphényltétrazolium)
MTT.

Résultats : En ce qui concerne les huiles essentielles, quatre especes sur cing ont montré une
activité antileishmanienne. L’HE de Ruta montana riche en cétones avec (77,6%) de 2-
undécanone n’a montré aucune activité.

Les HEs de Thymus pallescens avec 59,15% de carvacrol et de Thymus vulgaris avec 56,80%
de thymol ont montré une activité contre les promastigotes de Leishmania major mais une
cytotoxicité contre les cellules macrophagiques Raw 264.7. L’HE d’Artemisia campestris
riche en monoterpénes hydrocarbonés et I’HE d’Anethum graveolens renfermant 23,86% de
myristicine ont montré une bonne activité contre Leishmania major avec respectivement, une
CI50 de 14,02+0,18 pg/ml et 13,83+0,30 pg/ml. Elles ont exprimé une faible cytotoxicité
avec des CC50 de 183 +0,18 pg/ml et CC50 de 158,1 £+ 0,22 pg/ml et des indices de
sélectivité (I1S) de 13,05 et 11,43 respectivement.

Quant aux extraits totaux, les quatre especes ont révélé la présence de composes azotés ou
Peganum harmala réputé pour sa richesse en alcaloides par rapport aux autres especes
étudiees, de composés phénoliques et de composés terpéniques (hétérosides). Ces quatre
plantes ont montré une activité antileishmanienne avant traitement au MTT. Cependant, apres
traitement avec celui-ci deux des quatre extraits ont interféré avec le réactif a savoir :
Peganum harmala et Calotropis procera.

Quant aux deux autres extraits, Colocynthis vulgaris a exprimé un meilleur pouvoir parasitaire
par rapport a Inula viscosa avec des CI50 égales 31,74+0,9 et 126,3£1,6 pg/ml
respectivement.

Pour des raisons sanitaires (COVID19), nous n’avons pas été en mesure de mener, a bien et a
terme 1’activité cytotoxique de ces deux plantes.

Conclusion : Artemisia campestris et Anethum graveolens peuvent étre considérées comme
une initiation aux traitements naturels des leishmanioses. Anethum graveolens mérite plus
d’attention puisque c’est la premicre mention de l’activité antileishmanienne que nous
rapportons.

Quant a Colocynthis vulgaris et Inula viscosa une activité sur les cellules macrophagiques est
nécessaire pour compléter 1’étude.

Mots-clés : Activité antileishmanienne, Leishmania major, Plantes spontanées, Algérie.
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