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Résumé

es leishmanioses sont des parasitoses aux conséquences socio-economiques lourdes.

Eneffet les traitements disponibles requiérent pour la plupart des administrations

parentéraleset sont colteux pour les populations concernées. La recherche de
nouvelles moléculesactives est donc une nécessité. Pour contribuer a 1’effort de recherche
d’alternativesthérapeutiques, nous nous sommes intéressés a 1’étude phytochimique et
biologique deespéce de plantes de la famille des lamiacées, Salvia verbenaca
enl’occurrence.Le criblage phytochimique a permis de mettre en évidence la présence de
substances ayant de grandes valeurs thérapeutiques (flavonoides, tanins,terpenes et
mucilages). Les résultats obtenus, révélent la richesse métabolique de cette plante
enpolyphénols et en flavonoides, avec des variations quantitatives et qualitatives d’un extrait
al’autre. L’activitéantioxydante des extraits a été évaluée par le test DPPH,I’extrait
hydroéthanolique le plus actif avec de ICso de (23,83 mg/ml).
Le test bactériologique des extraits de la plante sur les trois souches bactériennes (Escherichia
coli, pseudomonas aeruginosa,staphylococcus aureus)montre que 1’extrait d’éther de pétrole a
uneactivité modéree.
En effet, cette plante a montré qu’elle posséde des quantités intéressantes enflavonoides et
polyphénols,expliquant probablement cet effet antileishmanien. Mais avant tout cela, il fallait
identifier la maladie et particulierement en Algérie. La plante étudiée a savoir
Salviaverbenacal ,toutes ses composantes actives, et son utilisation par les différentes
populations en phytothérapie traditionnelle, mais également aprés des études scientifiques
publiées dans différentes revues respectables.
Motsclés :Salvia verbenaca,leishmaniose cutanée, polyphénols, flavonoides, activité

antioxydante,activité antibactérienne.



Summary

eishmaniasis are parasitoses with heavy socio-economic consequences. Indeed, the

available treatments require for the most part parenteral administration and are costly

for the populations concerned. The search for new active molecules is therefore a
necessity. To contribute to the research effort of alternative therapies, we have been
interested in the phytochemical and biological study of plant species of the family of
lamiaceae, Salvia verbenaca in this case. Phytochemical screening revealed the presence of
substances with high therapeutic values (flavonoids, tannins, terpenes and mucilages.).
The results obtained reveal the metabolic richness of this plant in polyphénols and
flavonoids, with quantitative and qualitative variations from one extract to another.
Thydroethananol de antioxidant activity by the most active DPPH test was most active with
ICso Of (23.83 mg/ml).

Bacteriological testing of plant extracts on the three bacterial strains(Echerichia colil,
psoudomones, staphylococcal) shows that the extract of petroleum ether has a moderate

activity.

Indeed, this plant has shown that it has interesting amounts of flavonoids and polyphenols
, probably explaining this effect antileishmania.But before all this, it was necessary to
identify the disease and especially in ALGERIA, The studied plant namely Salvia verbenaca
L, all its active components, and its use by the different populations in traditional herbal
medicine, but also after scientific studies published in various respectable journals.

Keywords: Salvia verbenaca,leishmania, polyphenols, flavonoids, antioxidant activity,

antibacterial activity.
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Introduction Générale

Introduction générale

epuis des milliers d'années, I'hnumanité a utilisé diverses ressources trouvées dans
son environnement, afin de traiter et de soigner toutes sortes de maladies [1].
Actuellement, I'organisation mondiale de la santé (OMS) estime qu'environ 81%
de ’humanité a recours aux préparations traditionnelles a base de plantes en tant que soins de
santé primaire [2]. Les médicaments a base de plantes sont encore largement utilisés, et ont

une importance considérable dans le commerce international [3].

Laleishmaniose cutanée fait des ravages en Algérie et notamment dans les régions les plus
démunies.Elle défigure les visages surtout, car 1’agent vecteur du parasite est un genre de
moustique(le phlébotome) qui s’attaque aux parties découvertes des corps. Les traitements
conventionnels a base d’Antimoine Pentavalent, en plus de leur prix excessivement cher,
n’est pas tout a fait efficace. 1l est donc nécessaire de trouver des alternatives, et des regards

se sont penchés sur la phytothérapie, ¢’est-a-dire I’utilisation des plantes.

L’objectif de ce travail était de rechercher parextraction des substances naturelles actives

présentes dans 1’espéceSalvia verbenaca.

De ce fait,on a tout d’abord fait une étudebibliographique consacré a 1’étude botanique et
phytochimique générale au genre salvia et notamment ’especeSalvia verbenaca ainsi que

quelques substances actives de la plante.
En suit on a consacré une étude bibliographique surla leishmaniosecutanée.

En fin et I’essentiel de notre apport s’est focalise sur la partie expérimentaleen présentant les
différentes méthodes d’extraction et les protocoles utilisés dans les dosages, 1’évaluation

d’activité antioxydante par le test DPPH et I’activité antibactérienne.

Le dernier chapitre de cette partie,présente les résultats obtenus et leurs interprétations.Nous
terminerons en fin notre travail par une conclusion générale qui résume 1’ensembledes

résultats obtenus et des horizons sur la suit de ces travaux dans le futur.
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1.1. La famille Lamiacées

1.1.1.Introduction

Les lamiacées constituent une importante famille de plantes angiospermesdicotylédones qui
comptent entre 233 a 263 genres, et de 6900 a 7200 espéces [4 ; 5] qui se repartissent sur tout
le globe (Figure 1.1). C’est une famille trés importante en Algérie, représentée par 28 genres
et 146 especes. La plupart des plantes de cette famille sont partiellement ligneuses, formant
des arbustes,et tres rarement des arbres. C’est la famille des plantes aromatiques utilisées tant
en cuisine qu’en parfumerie ou en pharmacie, comme la ballote, le basilic, la bugle, I’hysope,
la lavande, la marjolaine et la mélisse. Il s’agit d’une grande famille, trés typique du monde
végétal, qui posséde une importance économique due a sa richesse en huiles essentielles,et
dans la production du miel (les miels de lavande et de romarin sont trés réputes).Elle est tres
répandue dans les régions tempérées surtout méditerranéennes|6 ; 7].

Zone d= présencadala o .
(=] famille d=s Lamiacées > >

-

Figure 1.1 : Carte de répartition géographique de la famille des Lamiacées
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1.1.2.Description botanique des Lamiacées

Les Lamiacées sont le plus souvent des plantes herbacées, annuelles ou vivacesaromatiques,
des sous-arbrisseaux et rarement des arbres [8].

Les feuilles opposées sont simples, parfois amplexicaules, toujours sans stipule et a
limbepenninerve. La section de la tige est généralement quadrangulaire[9].

Les fleurs a deux lévres, en glomérules verticillés ou en épi sur des tiges
feuilléesquadrangulaires, parfois fleurs solitaires, fleurs hermaphrodites, généralement
zygomorphes. Cing sépales généralement soudés, calice actinomorphe a zygomorphesplus ou
moins tubuleux, campanulées ou rotacé, persistant, parfois accrescent dansle fruit. 5 Pétales
généralement soudés, corolle bilabiée, a lobes imbriqués, sauf chezAjuga et Teucrium ou la

levre inferieure est trilobée et la supérieure bilobée [10].

|.1.3.L’importance de la famille des Lamiacées :
Cette famille comporte de nombreuses plantes exploitées pour les essences oucultivées pour
I’ornementation et la plupart de ces espéces sont aussi bien utilisées dans la médicine
traditionnelle que dans la médecine moderne.
La famille des Lamiacées contient une trés large gamme de composés comme lestrapézoides,
les iridoides, les polyphénols, les flavonoides, les huiles essentielles et plusprécisément les
courtes chaines des terpenoides qui sont responsables de 1’odeur et la saveurcaractéristique
des Lamiacées.
La plupart des especes de la famille des Lamiacées sont censés contenir des composésqui
possedent des propriétés aromatiques, la plupart des études se sont concentrées sur
leurscomposants d'huile essentielle [10].
La famille des lamiacées regroupe un grand nombre d’especes d’intérét économiquemajeur et
dont les applications sont tres variées, comme la parfumerie, la cuisine, laphytothérapie et

I’aromathérapie [11].
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1.1.4.Phytothérapie des Lamiacées

Cette famille est utilisée en médecine traditionnelle et moderne, comme Lavandula, Teucrium,
Thymus et Salvia. Plusieurs travaux, réalisés in vitro et in vivo, rapportent desrésultats
intéressants pour certaines molécules antioxydants d'origine végétale telles que
lesdicatéchols, la curcumine, les triterpenes pentacycliques et les flavonoides.

Dans la pharmacopée traditionnelle africaine, les plantes de la famille Lamiacée sontutilisées
comme diurétique, antisyphilitique, anti-diarrhéique, cicatrisante, antiseptique etdans le
traitement de nombreuses affections telles que les probléemes intestinaux ou encore
lemétéorisme[12].

Le genre salvia (sauge) fait partie de genres les plus importants de la famille des lamiacées
comprenant prés de 900 especes identifiées a travers le monde [13]. Elles sont aussi bien

répandues dans les zones tempérées que subtropicales [14].

1.2. Le genre Salvia

1.2.1.Description botanique du genre Salvia:
Ce sont des arbustes ou des plantes herbacées, elles peuvent étre annuelles bisannuelles ou
vivaces selon I’espéce, calice bilabiée variable, a lévre supérieure tridentée, et a levre
inférieure bidentée, corolle bilabiée.Elle comporte 2 étamines, chacune a filet court surmonté
d’un long connectif a 2 branches inégales, I’une portant une loge de 1’anthére et 1’autre la

plus courte une écaille, ou terminée en pointe [15 ;16].

Figure 1.2 : Aspectd’une plante Figure 1.3 : lesfeuillesd’une Salvia

Salvia
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A

Figure 1.4 : lesfleursd’uneSalvia Figure 1.5 :

lesgrainesd’uneSalvia

1.2.2. Utilisation du genreSalvia:

De nombreuses espéces de Salvia sont utilisées comme tisane, comme condiments, en
cosmétique et dans les industries agroalimentaire et pharmaceutique. Plusieurs espéces de
Salvia sont utilisées pour leurs propriétés biologiques et pharmacologiques comprenant leurs
effets antibactériens, antiviraux, antioxydants, antipaludéens, anti-inflammatoires,
antidiabétiques, cardiovasculaires et anticancéreux. Certaines de ces propriétés ont été

attribuées a leurs huiles essentielles [17].

Cesespecessontrichesenflavonoidesetcomposésphénoliquestelsque(lesacidecaféique,ros

marinique,chlorogénique,ellagiqueetgallique)[18].

1.2.3.Les métabolites secondaires isolés du genre Salvia:

Les métabolites secondaires se définissent comme les molécules produites par des
organismes vivants (plantes, champignons, bactéries...) ne jouant pas de role direct pour les
fonctions vitales de 1’organisme, ¢’est-a-dire la nutrition, la croissance et la reproduction.

Les études phytochimiques effectuées sur le genre Salvia ont permis de montrer que ses
principaux marqueurs chimiotaxonomiques sont les composés phénoliques tels que les

flavonoides[18].
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1.2.4. Les composés phénoliques isolés du genre Salvia

Les composes phénoliques ou polyphénols constituent une famille de molécules organiques
largement présentes dans le regne végétal.Ce sont des métabolites secondaires, caractérises
par la présence d’un cycle aromatique portant au moins un groupement hydroxyle. Dans cette
catégorie, on trouvera les acides phénoliques simples (derivés de l'acide benzoique ou
cinnamique), les coumarines et les squelettes C6-C3-C6 dérivant de I’extension du phényle
tels que les chalcones, les flavones, les flavonols ou les dérivés du type flavane ou flavane-3-

ol. On considére également les formes polymérisées : lignanes, lignines et tanins

HOOC, 0 (00X mmmmﬂx
%\I}
" 0 OH
H Ho” /Y\

OH

condensés[19].

Acide salvianolique

Acide salvianolique

Acide salvianolique

(00X =

.",J l
) )
(.“,l. Z P

i = |
<84 3
Ho 0 | (0, O

Okl M o

(R-OH) 5,6-Dimethyl ether

Acide isosalvianolique 5-Hydroxy-7-methoxyflavanone

(R-H)6-Hydroxygalangin-5,6-dimethyl ether

(R=H) 8-Hydroxyapigenin (isoscutellarein)

(R=CHpa) 3,6,4’-Trimethyl ether (santin)

(R1=R2=R3=H) 5,7,4’-Trihydroxyflavonol
(R1=CHs,R2=R3=H) 3-Methy!I ether (isokaempferide)

(R1=R2=CHs, R3=H) 3,7-Dimethyl ether(kumatakenin)

Figure 1.6 : Les structures de quelques flavonoides et des acides phénoliques isolés du genre Salvia
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|1.3.Salvia verbenaca L. de la famille Lamiaceae

Le nom Salvia est dérive du latin "salvare™ qui signifie «guérir ou étre sdr et indemne» en se
référant aux propriétés médicales de certaines espéces [20]. Ce genre englobe environ 900
especes, répandues dans le monde entier et comprend plusieurs espéces ornementales,
culinaires et médicinales parmi eux Salvia verbenaca L.[21].

Salvia verbenaca est une plante herbacée vivace qui peut agrandir jusqu’a 80 cm d’hauteur,
mais habituellement moins de 50 cm. Elles’appelle en Francais sauge-verveine, sauge a
feuilles de verveine ou sauge fausse verveine.En Anglais verbena sage, vervain sage ou wild
clary. En Algérie et exactement dans la Wilaya de M’silaelle s’appelle "Oum
lemdhamedh”,alors qu’en Tunisie et au Maroc elle est nommée"Al-khyyata" ou
"khiyyata"[22 ; 23].Elle se trouve en général, a assez basse altitude ; elle peut s'élever
jusqu'a 865m. Elle s'éléve en Europe, au sud-ouestde I'Asie, au nord de I'Afrique et

naturalisé dans I'Amérique du nord [24].

1.3.1. Classification taxonomique

Royaume : Plantae
Sous royaume : Tracheobiontes

Embranchement : Spermatophytes

Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous classe . Asteridae

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae

Genre : Salvia

Espéece : verbenaca L. [25].

1.3.2. Description de la plante (S. verbenaca)

- Tiges et feuilles: Les tiges sont quadrangulaires et poilues moderément a densément. Les
feuilles sont portées par paires le long des tiges et sont de forme assez variable (Figure 1.7).
Elles vont de la forme elliptique a la forme ovale avec des contours dentelés (crénelées),
lobés ou profondément divisées (pinnatisées ou pinnatisectes). Les feuilles inférieures (2.5 a
10 cm de long et 1.5 a 8 cm de large) sont portées sur des petioles de 1 a 10 cm de long et

dotées de pointes pointues ou parfois arrondies, tandis que les feuilles supérieures sont plus
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petites et stalkless (sessiles). Les feuilles sont également un peu velues (pubescent) avec une

texture superficielle de gréle[26].

- Fleurs : sont tubulaires de 7 a 13 mm de long, portées dans des grappes allongées au bout
des branches ou les racemes terminales. Elles sont disposées en verticilles de 6 & 10 au-dessus
de bractées de petites feuilles. Chaque fleur est stalkless (sessile) ou portée sur un pédicelle
trés court jusqu'a 2 mm de long. Ces fleurs ont cing sépales violacés ou verts (de 3.5a 9 mm
de long) moyennement velus. Les sepales sont fusionnés ensemble dans un tube finement
nervuré (tube de calice) qui a un large lobe supérieur a trois dents (la levre supérieure) et un
lobe inférieur a deux dents plus étroit (la lévre inférieure). Les pétales principalement sans
poils sont également fusionnés ensemble a la base dans un tube (le tube de la corolle). Ils sont
bleus, violets, roses ou de couleur lilas et se séparent également en deux lobes (lévre
supérieure et inférieure). La levre supérieure est encapuchonnée, tandis que la lévre inférieure
est a trois lobes. Chaque fleur a également deux étamines et un ovaire surmonté d'un style et

inégalement stigmatisé a deux lobules. La floraison se produit tout au long de I'année [26].

- Fruits : (le schizocarpe) se divise en quatre segments d'une seule graine (des méricarpes ou
des nutlets) & maturité. Ces «graines» brunes (2-3 mm de long et 1.8-2 mm de large) sont
largement ovales (largement ovoides) et de texture lisse [26].

- La racine est longue, fibreuse, et pousse une ou deux tiges gréles, un peu velues, presque
simples, et hautes de 50 cm. Les feuilles sont pétiolées, oblongues, assez glabres, veinées en
dessous, obtuses a leur sommet, fortement crénelées en leur bord, et méme un peu sinuées a
leur base ; elles sont presque pinnatifides dans la variété /2 : les fleurs sont fort petites, a
peine pédonculées, et forment un épi tres-menu ; elles sont d'une couleur bleue (Figure 1.7),
et leurs verticilles sont un peu écartés. Cette plante croit dans les prés secs et montagneux
[26].
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Figure 1.7 : Aspect morphologique de Salvia verbenaca.

1.3.3. Utilisation thérapeutique

Le genre Salvia a été utilise dans la médecine traditionnelle de la Chine, I'Afrique du Sud et
de nombreux autres pays contre diverses maladies infectieuses et inflammatoires, le
paludisme, les gonflements durs, les abces, les tumeurs et le cancer. 1l est rapporté aussi que
les especes Salvia ont des effets contre diverses maladies telles que les troubles respiratoires
et gastro-intestinaux, I'hépatite, les maladies cardiovasculaires, la perte de mémoire, les
troubles menstruels, les fausses couches et l'insomnie [27]. En médecine traditionnelle
d’Afrique du Nord, le genre Salvia est I'un des remédes de plantes les plus populaires.
Cependant, la décoction de la partie aérienne était utilisée comme cholagogue, antiseptique,
diurétique et astringent [23]. Beaucoup d’espéces de Salvia sont utilisées comme tisanes et
arbmes alimentaires, ainsi que dans les cosmétiques, la parfumerie et I'industrie

pharmaceutique [28].

En ce qui concerne S. verbenaca, dans les environs de la wilaya de M’sila en Algérie ainsi
que en Tunisie et en Maroc, les feuilles fraiches hachées sont appliquées, en cataplasme, sur
les plaies et les abceés vidés pour faciliter leur cicatrisation. Il est mentionné aussi dans le
catalogue des plantes aromatiques et médicinales du Haut Atlas oriental, que le décocté des
feuilles de S. verbenaca, est consommé pour traiter les spasmes, les coliques, I’anxiété et que
la tisane des feuilles peut étre utilisée pour traiter la frigidité, la grippe, la pharyngite,etles
angines[23; 29].

10
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1.4. Travaux antérieurs

1.4.1 Composition Chimique

L'espece Salvia verbenaca a fait l'objet de quelques études chimiques, une réalisée
parHoleman M et al;(1985).[30], sur l'espéce issue du Maroc, qui a donné une teneur
majoritaire del'huile essentielle en a-pinene, 1,8-cinéol, camphre, et en bornéol., rapportent
que l'analyse de I'huile essentielle de Salvia verbenaca poussant a I'état spontané en Gréce, a
permis d'identifier dix-neuf composés dont lesprincipaux sont le j3-Phellandrene, le (E)-
Caryophylléne et le méthyl ester de I'acide 6-octadécenoique[31].

Deux diterpénes (Figure 1.8) ont été isolés de la partie aérienne de Salvia verbenaca ;
laverbénacine (3,a-hydroxy-19-carboxykaur-15-éne) et la salvinine (19-hydroxy-12,14-
dioxolabda-15,17-diene)[32].

hMe
Me
YA D
HO Me
H
Oy B
CcCO —CH — CHL,
/
- CO — CH,
H, C
MMe
'_,__,_ICHz
(I1)
hMe |
H
CH - OH

Figure 1.8 : (1) la verbénacine ; (1) la salvinine.
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Tableau 1.1 : Composition chimique de I'huile essentielle de Salvia verbenaca issue
de la Grece avec modification [31].

Composés Nature IR %
a-Pinéne monoterpéne 918

Sabinéne monoterpenes 955

B-Pinéne monoterpenebicyclique 958

Myrcene monoterpéne 961

B-Phellandréne hydrocarbure monocyclique 999 30.3
5-3-Carene monoterpenes bicycliques 1001 T
(2)-B- Ocimene monoterpénes 1009 6.6
(E)- B-Ocimele. monoterpénes 1017 T
Fenchone Terpéne polycyclique 1052 9.4
Camphre monoterpénols 1110 7.0
(E)-Caryophyllene sesquiterpene 1382 16.1
Aromadendrene sesquiterpéne 1405 4.0
a-Humuléne sesquiterpéne 1418 3.7
Allo-Aromadendréne sesquiterpene 1423 T
D- Germacréne sesquiterpene 1451 T
Oxyde de caryophylléne sesquiterpene 1551 T
Viridiflorol sesquiterpénole 1560 T
Isopropy! ester de l'acide Acide gras

laurique tora 8
Méthyle ester de I’acide

6- Acide gras 2198 15.0
Octadécenoique

t:trace. IR: indice de rétention.

12
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1.4.2. Les composés phénoliques

La détermination qualitative et quantitative des polyphénols dans 1’extrait méthanolique de S.
verbenaca évaluée par RP-HPLC couplée a un détecteur UV multi-longueurs d'onde a révélé
un profil chimique compose de 18 composés phénoliques individuels. Ces composés ont été
répartis dans trois classes: 1) Sous forme d'acides phénoliques (acide p-hydroxybenzoique,
acide vanillique, acide caféique, acide p-coumarique, acide férulique et acide rosmarinique),
2) Des diterpenes phénoliques (acide carnosique, carnosol, méthylcarnosate ) et 3) Sous
forme de Flavonoides: Flavanones (naringénine, naringine), flavones (lutéoline, cirsiliol,

apigenine, cirsilineol, genkwanine) et flavone glycosides (apigénine-7-glucoside)[22].

1.4.3. Activités biologiques
Des études biologiques ont montré que I'extrait méthanolique de Salvia
verbenacaprovenant de la Tunisie, posseéde des activités antibactériennes et antioxydantes

modérées par rapport a d'autres especes du genre Salvia[33].

1.4.4.Activités antileishmanienne

Les résultats obtenus dans cette étude indiquent que les extraits de n-hexane et le
dichlorométhane de la plante Salviaverbenaca ont montré qu’ils induisaient une activité
d’inhibition importante et dépendante de la dose contre les promastigotes de L. major, L.

tropica et L. infantum promastigotes souches[34].

13
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I.5. Quelques substances actives de la plante (Principales

classes des composés phénoliques)

Les composes phénoliques peuvent étre regroupés en de nombreuses classes qui
sedifférencient d’abord par :

- La complexitée du squelette de base (allant d’un simple C6 a des formes
trespolymérisées).

- Le degré de modification de ce squelette (degré d’oxydation, d’hydroxylation,
deméthylation, ...).

- Les liaisons possibles de ces molécules de base avec d’autres molécules (glucides,
lipides, protéines ou autres metabolites secondaires pouvant étre ou nondes composés
phénoliques).

1.5.1. Les acides phénols
Les acides phénols sont des dérivés de 1’acide cinnamique, et I’acidebenzoique. Ils posseédent
des propriétés anti-inflammatoires, antiseptiques urinaires, antiradicalaires, cholagogues,
hépatoprotecteurs, cholérétique, et immunostimulants [35].

1.5.2.Les coumarines
Les coumarines constituent une classe importante de produits naturels et donnent une odeur
caractéristique semblable a celle du foin fraichement fauché. A 1’exception des algues, ces
composés sont les constituants caractéristiques du regne végétal chlorophyllien. Les familles
les plus riches en coumarines sont : les Légumineuses, les Rutacées, les Apiécées et les
Thymeleacées. Elles se trouvent dans toutes les parties de la plante et notamment dans les
fruits et les huiles essentielles des graines.

Les coumarines sont des composés phénoliques végétaux, portant un groupement

benzopyrone dans leur structure[36].

Les coumarines sont des molécules biologiquement actives ayant diverses activités :
antiagrégationplaquettaire, anti-inflammatoire, anticoagulante (au niveau du cceur), anti
tumorale,diurétiques, antimicrobienne, antivirale et analgésique. Pour leur activité

antibactérienne, ellessont efficaces contre les bactéries a gram positif [37].

14
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1.5.3.Les tanins
Les tanins sont des polyphénols que I'on trouve dans de nombreux végétaux et surtoutles
écorces d'arbre et les fruits (raisin, datte, café, cacao...). Leur structure complexe est formee
d'unités répétitives monomériques qui varient par leurs centres asymetriques, leur degré
d’oxydation (Figure 11) [38]. Caractérisées par leur astringence, ils ont la propriété de
précipiter les protéines (fongiques ou virales) et les metaux lourds. lls favorisent la
régenération des tissus et la régulation de la circulation veineuse, tonifient la peau dans le cas
des rides. Ils sont abondants dans les organes végétaux jeunes. Deux groupes de tanins
différents aussi bien par leur structure que par leur origine biogénétique sont distingués : les
tanins hydrolysables et les tanins vrais (non hydrolysables). Certains taninsauraient des

propriétés antioxydantes et bactériostatiques[39].

1.5.4. Les flavonoides

Le terme flavonoide signifie jaune en latin (= flavus en latin), il désigne une trés large gamme
de composés naturels appartenant a la famille des polyphénols

Les flavonoides sont considérés comme des pigments quasiment universels des végétaux,
souvent responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois desfeuilles [37;38].

La plupart des flavonoides ont une structure de base relativement simple. 1ls sontcomposeés de
deux cycles aromatiques de type phényl (A et B) liées par une chaine de trois (3) atomes de
carbone généralement cyclique, soit un systeme C6-C3-C6 dont laconfiguration est la

suivante [44].

Figure 1.9 : Structure de base des flavonoides

15
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Les flavonoides se répartissent en fonction de la structure de molécules. Eneffet, plus de 6400

structures ont été identifiées, les plus importantes sont les flavones,isoflavandiols, flavanols,

flavondiols, aurones, chalcones, anthocyanins [40].

Tableau 1.2 : Principales classes des flavonoides [32].

Classe Structure R3 R4 R5 Exemple
H OH H Apigénine
Flavones OH OH H Lutéoline
OH OCHs | H Diosmétine
R H OH H Kaempférol
OH
Flavonols O
O O .
" @ | R’ OH OH H Quercétine
OH OH OH | OH Myrecétine
OH O
Rz OH R5 R7 R4
! __.ﬂ-\.‘H”.-__r:lH\ rd
Isoflavones | |( OH OH |OH | Genistine
H‘b"’” .H"\-\. - h\-"\-\. - '—-bu-\.
R: O I 1 H O-Glu | OH Daidezine
R
Fs
R, H OH H Pelargonidine
Anthocyanidines f J-:Q ~
y W, o ,] ] OH OH | H Cyanidine
\],-'.5-" - \H\I e Hg
SNF Som
OH .
OH OH OH Delphénidine
Flavanols . o OH OH H Catéchine
-
O
R
Flavanones Ho. O H OH H Narigénine
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Les flavonoides sont des molécules de défense contre les organismes pathogeénes, leurs
propriétés ont été exploitées pour leur un potentiel en thérapeutique contre les
microorganismes.

On leur reconnait des activités antivirales, anti-tumorales, anti-inflammatoires,
antiallergiques et anticancéreuses. lls ont également des actions positives sur le diabete, les

maladies d’Alzheimer et de Parkinson [31].

1.5.4.1. Propriétés des flavonoides

1.5.4.1.1. Propriétés anticancéreuses

Depuis longtemps, on associe le cancer et le type d'alimentation. De nombreuxchercheurs ont
étudié le role des nutriments dans le développement des cancers. Plus récemment des
recherches expérimentales suggerent que les flavonoides sont parmi les substances
susceptibles de retarder voire d'empécher l'apparition de certains cancers, tout enréduisant
d'une maniere spécifique les risques d'en avoir chez les sujets humains [44 ; 45]. La plupart
des flavonoides sont in vitro, antimutagénes ; a contrario, quelques flavonols sont sur les
mémes modeéles mutagénes et un petit nombre d'entre eux sontanticancérogénes et inhibiteurs
de la croissance des cellules tumorales in vitro[35].

Des études montrent que certains flavonoides, particulierement,la lutéoline,
laquercétine,lekaempférol, 1’apigénine, et la taxifoline inhibent d'une facon marquée la
lipogenése des cellulescancéreuses, d'autres flavonoides sont plutdt capables d'induire
I'apoptose montraient que lacurcuminepermet de prévenir la formation des tumeurs
spontanées induites génétiquement. Ce mémeflavonoide réduit I'apparition des tumeurs de la
peau induites chimiquementlaquercétine etla rutine sont les deux flavonoides les plus
conseillés pour prévenir l'apparition du cancer del'appareil gastro-intestinal, tandis que
I'apigénine avec la quercétine ont la capacité a inhiber laphase de métastase.
Toutefoissignalaientque 1’inhibition des différents stades de développement de cancer est
plutdt assurée par tousles flavonoides.

L'activité  anticancéreuse des flavonoides est assurée par lintervention de
plusieursmécanismes tel que : le piégeage des radicaux libres, I’inhibition de la biosynthése
de I’acidearachidonique, I’inhibition de la prolifération des cellules cancéreuses soit par arrét
du cyclecellulaire, 1‘induction de I’apoptose, et la formation d’un complexe inactif avec

lecarcinogene. ....etc.[46].
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1.5.4.1.2. Propriétés antibactériennes

Les polyphénols notamment les flavonoides et les tannins sont reconnus par leur toxicitévis-
a -vis des microorganismes. Le mécanisme de toxicité peut étre lié a I'inhibition desenzymes
hydrolytiques (les protéases et les carbohydrolases) ou d'autres interactions pourinactiver les

adhesines microbiens, les proteines de transport et d'enveloppe cellulaire[47].

1.5.4.1.3. Activité antileishmanienne

En 2006, Tasdemir et al. ont procédé a I'étude in vitro et in vivo de plus d'une centaine
deflavonoides et composés dérivés. 21, d’entre eux sur les 105 étudiés, présentaient une
ICsoinferieure a 3pg/ml sur les amastigotes axéniques de 1’espéce L. donovani. Parmi
cescomposes, seule la quercétine a montré une activité in vivo sur les souris BALBI/c,
elleentraine une diminution modérée de l'infection de 15,3 %. Deux glycosides de la
quercétine(le 3-O-a-L-arabinopyranosyl (1—2)-a-Lrhamnopyranoside de quercétine, et le 3-
O-o Lrhamnopyranosidede quercétine ainsi que l'aglycone ont été isolés de Kalanchoe
pinnata auBrésil [48]. Ces composes ont été évalués in vivo sur des souris BALB/cinfectées
par L.amazonensis[49]. La dose de flavonoides (per os) était del6 mg/kg/jour. A cette dose,
I’activité est équivalente a celle du PentostamR en terme decharge parasitaire et meilleure
quant au diametre des lésions. L'action de ces flavonoides (lesdeux premiers étant
vraisemblablement métabolisés en aglycone active) se fait par inhibitionde la topoisomérase
Il parasitaire. Les résultats contradictoires obtenus par voie intrapéritonéale,ou voie orale sont
révélateurs desdifficultés rencontrées lors de I'évaluation pharmacologique. Le tableau ci-
dessous montrequelques exemples des composés phénoliques et quelques flavonoides isolés a
partir desproduits naturels ou des plantes, qui présentent une activité antileishmanienne testés
sur lesdeux formes parasitaires promastigote et amastigote de diverses especes de leishmania

sp, Cesdonnées sont collectées a partir des études antérieures[50].
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Tableau 1.3 : Quelques polyphénols et flavonoides antileishmaniens.

Polyphénols Naturedu Espece Référence
polyphénol
Amentoflavone Flavonoides L.donovani Chan-Bacaband
Pena-Rodriguez
Betuletol flavonoides Leishmaniasp. Moralesetal.(2000)
Brachycoumarinone,2- Coumarine L.major Oketch-Rabahetal.
cycloepoxide (1998)
Brachycoumarinone,2- Coumarine L.major Oketch-Rabahetal.
epicycloepoxid (1997)
Bracteine Flavonoide L.donovani Kayseretal.(1999)
Chalcone,20,60- Flavonoide L.amazonensis Torres-Santosetal.
dihydroxy-40-methoxy (1999)
Coumarine Coumarine L.amazonensis Bravoetal.(1999)
LicochalconeA Flavonoide L.donovani Chenetal.(1993)
L.major (1994)(1995)
Lutéoline Flavonoide L.donovani Mittraetal.(2000)
Chan-Bacaband
PodocarpusflavoneA Flavonoide L.donovani Pena-Rodriguez
(2001)
PodocarpusflavoneB Flavonoide L.donovani Chan-Bacaband
Pena-Rodriguez
Quercétine Flavonoide L.donovani Mittraetal.(2000)
Sulfuretine Flavonoide L.donovani Kayseretal.(1999)
Torres-
La2',6'-dihydroxy-4'- Flavonoide L.amazonensis

Santosetal.,1999
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1.5.4.1.4. Activité antioxydante
Les flavonoides sont connus pour leur pouvoir anti-radicalaire trés puissant. 1ls sont capables de
piéger les radicaux libres et d'activer les autres antioxydants présents dans le corps. Cette activité
dépend de plusieurs caractéristiques structurales [51, 52].

- Unedouble liaison en C2-C3 avec un groupement oxo en C-4, et une hydroxylation en C-

3surlecycle C
- Une dihydroxylation en C-5 et C-7 du cycle A+
- Une ortho-dihydroxylation du cycle B

Le potentiel antioxydant des flavonoides peut s’expliquer par leur capacité a chélater les ions
métalliques grace a leur structure chimique spécifique [53]. Il apparait que les principaux sites de

chélation se localisent entre :

- L’hydroxyle en C-5 et le carbonyle en C-4
- L’hydroxyle en position 3 et le carbonyle en C-4

- Les deux hydroxyles en position 3' et 4' sur le cycle B

Les flavonoides peuvent également inhiber certains enzymes de type oxydases et enzymes

pro-oxydantes notamment la NADPH oxydase enzyme clé du stress oxydatif [54].

OH

Figure 1.10 :Sites caractéristiques structuraux des flavonoides
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Chapitre 11 La leishmaniose cutanee

I11.1. Introduction

La leishmaniose cutanée fait partie des premieres parasitoses qui ont été décrites. Cette
description remonte a 1’antiquité. Ainsi, la leishmaniose tégumentaire de 1’ Ancien Monde est
connue depuis le Xéme siecle. C’est Al Boukhari, médecin arabe, qui la décrivait en

premier,et pendant la méme époque, Avicenne 1’attribué a une piqlre de moustique[55].

L’historique de la leishmaniose cutanée en Algérie remonte a 1860 quand Hamel
découvrit la maladie a Biskra. Aprés la création de I’Institut Pasteur d’Algérie en 1905 et la
mise en place de ces différentes antennes, plusieurs autres cas de Bouton d’orient furent
publiés. D¢s lors qu’on pensait que la maladie était inféodée au Sahara, des cas autochtones
de leishmaniose cutanée furent signalés au Nord du pays, dans le littoral algérien a Ténés, et a
Boumerdes en 1909 [56].
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11.2. Définition des leishmanioses

Les leishmanioses sont des parasitoses communes a 1’homme et a certains animaux ; les
anthropozoonoses. Elles sont causées par des protozoaires flagellés appelés leishmanies,
transmises par la piqlre infectante de la femelle hématophage d’un insecte dénommé
phlébotome [57].

Les leishmanioses représentent un ensemble d’affections parasitaires avec un spectre clinique
allant d’une simple 1ésion cutanée spontanément résolutive, aux formes diffuses et viscérales
mortelles en 1’absence du traitement. Cette variabilité de 1’expression clinique dépend de
I’existence d’espéces parasitaires distinctes mais également de la réponse immunitaire de
I’hote infecté [58].

11.3. Les différentes formes de la leishmaniose

On décrit trois formes principales de leishmaniose : la forme viscérale (LV), la forme

cutanéomuqueuse (LCM) et la forme cutanée (LC) ou Bouton d’Orient [57].
11.3.1. La forme viscérale (LV)

Un cas de leishmaniose viscérale se définit comme une personne présentant des symptémes
cliniques principalement fiévre irréguliére prolongée, splénomégalie et perte de poids
accompagnés de la confirmation du diagnostic par voie sérologique et/ou
parasitologique.Forme la plus grave de la maladie, avec une mortalité de presque 100% en
I'absence de traitement. 90% de cette forme sont recensés dans cing pays : Bangladesh,
Brésil, Inde, Népal et Soudan [59].

11.3.2.La forme cutanéomuqueuse (LCM) ou Espundia

Elle débute aussi par une Iésion devenant ulcéreuse a I'endroit de la pigdre. Les lésions
ulcéreuses s'étendent aux muqueuses du nez, de la bouche et du pharynx pour aboutir a une
destruction tissulaire ou totale, 90% des cas de LCM se produisent en Bolivie, au Brésil et au
Pérou[60 ; 59].
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11.3.3. La forme cutanée (LC) ou Bouton d'Orient

Se traduit par des ulcérations cutanées uniques ou multiples sur les parties découvertes
du corps, comme le visage, les bras ou les jambes. La forme diffuse ne guérit jamais
spontanément et il existe une tendance aux rechutes apres le traitement. Elle est souvent
associee a un deficit immunitaire, notamment 1’infection par le VIH [60;61]. Les formes
cutanées sont les plus courantes avec 50 & 75% des cas de leishmaniose [63]. Le hombre de
cas de leishmaniose cutanée qui ne sont ni signalés ni diagnostiqués est probablement élevé,
et les statistiques officielles ne permettent guére de connaitre le nombre réel des malades
[60].

11.3.4. Formes cliniques de la leishmaniose cutanée

Le terme Leishmaniose Cutanée (LC) correspondent a des atteintes exclusives de la

peau, sans extension aux organes profonds ni aux muqueuses [61].
11.3.4.1. La leishmaniose cutanée localisée (LCL)

Elle résulte du parasitisme par n’importe quelle espéce anthropophile de Leishmania, y
compris les especes couramment viscérotropes L. donovani et L. infantum. Mais les especes
les plus constamment dermotropes sont représentées dans 1’ancien monde, par L. tropica etL.
major en Asie centrale, Afrique del’Ouest, du Nord et de I’Est et le Proche et Moyen-Orient,
L. acthiopica en Afrique de I’Est [62].

Dans le Nouveau Monde, elles comprennent des especes a large distribution sud américaine
tel que L. amazonensis et a un degré moindre L. guyanensis, des espéces plut6t localisées a
I’ Amérique centrale tel que L. mexicana, L. panamensis ou d’autres a territoire géographique
restreint tel que L. peruviana, L. venezuelensis, L. naiffi et les deux espéces brésiliennes L.

shawi, et L. lainsoni [62].
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11.3.4.1.1. Incubation

La période de temps séparant la piqQre infectante de la lésion varie entre 1 et 4 mois. Ceci
n’exclut pas toutefois que, dans des cas isolés, ce délai est réduit & quelques jours ou, a

I’inverse, s’allonge a 1 an ou plus [62].
11.3.4.1.2. Invasion

La lésion cutanée débute par une petite papule inflammatoire, & peine surélevée,
oufranchement  vésiculaire, recouverte de fines squames blanchatres, et qui
augmenterégulierement de taille, pour atteindre en quelques semaines une taille définitive
[62].
11.3.4.1.3. Evolution
La lésion de LC évolue de facon torpide, durant plusieurs mois, voir une ou plusieurs années.
La lésion finit cependant par guérir spontanément, en laissant une cicatrice
indélébile,déprimée parfois rétractile, rosée ou blanchatre en peau claire, hyper pigmentée sur
peaunoire. La guérison clinique ne correspond pas toujours a une disparition totale des
parasites.Dans environ 10 % des cas, elle est en effet suivie, dans les semaines ou les mois
ultérieurs,par une résurgence in situ, avec reapparition d’une 1ésion active directement sur la

cicatrice dela lésion antérieure [62].
11.3.4.1.4. Formes cliniques de (LCL)

D’autres formes cliniques peuvent se rencontrer, dont la forme séche, due principalement aux
espéces L. tropica et L. peruviana, caractérisée par des lésionspapulonodulaires de taille
volontiers réduite, recouvertes de nombreuses squames blanchatres,séches et fines.

La forme tuberculoide, en général due a L. tropic, est constituée de lésions cutanéessaillantes,
non ulcérées, recouvertes de squames minces (Figure. 12). Ces lésions ont parfoisune

distribution faciale symétrique en « loup » [62].
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11.3.4.2. La leishmaniose cutanée diffuse (LCD)

Il s’agit d’une forme de LC particuliére et rare, qui correspond au parasitisme de
sujetsanergiques par les especes L. aethiopica dans I’Ancien Monde et L. amazonensis dans
leNouveau Monde. Mais depuis que les états d’immunodépression acquise se sont
multipliés,quelques cas de LCD ont également été signalés avec des espéces telles que L.
major ou L.braziliensis, voire L. infantum, habituellement responsables des lésions localisées.
Dans la LCD, la Iésion élémentaire est un nodule non ulcéeré. Les nodules sont, audébutde
petite taille, isolés, trés nombreux et disséminés sur I’ensemble du corps, aussi biensur le
visage que sur les membres ou le tronc (Figure 11.1). Le nodule est riche en parasites et sa
1ésion histologique est un infiltrat homogene de 1’épiderme et du derme composéd’histiocytes
vacuolisés riches en parasites. Au fur et a mesure de 1’évolution de I’affection,les nodules
augmentent de taille, deviennent confluents et forment de larges plaques infiltrées.L’aspect
du malade s’apparente dés lors a celui d’un Iépreux lépromateux, en particulier levisage a un

aspect léonin typique (Figure 11.2) [62].

Figure 11.1 :Leishmaniose cutanée Figure 11.2 : Aspect léonin typique [63].
diffuse[63].

Cette forme de leishmaniose est rebelle aux anti-leishmanies classiques. Elle évoluevers
I’aggravation, par poussées successives entrecoupées de phases de rémission.

La forme pseudo  sporotrichosique est une leishmaniose cutanée de
disséminationlymphatique, décrite dans le nouveau monde, due a L. braziliensis, a
différencier de lasporotrichose. Elle est caractérisée par 1’association aux lésions primitives
d’inoculation denodules dermo-hypodermiques secondaires mesurant entre 0,5 et 1 cm de

diamétre, étagéslineairement [62].
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11.3.4.3. La leishmaniose cutanéomuqueuse

La LCM ou « espundia » est une entité nosologique particuliére due principalement al’espéce
L. braziliensis, largement répandue du sud du Mexique au nord de 1’Argentine.Zoonose
selvatique, ses réservoirs sauvages demeurent mal connus. Cette affection évolue endeux
temps : une primo-invasion cutanée pouvant étre ultérieurement suivie par une
atteintemuqueuse secondaire.

L’atteinte cutanée initiale n’est pas différente des lésions de LCL et son évolution se fait
en général vers la guérison spontanée. La guérison de la (ou des) Iésion(s) cutanée (S) une
fois acquise.

L’atteinte muqueuse, lorsqu’elle se produit, débute a la muqueuse nasale (Figure 11.3,
Figure 11.4). Le malade se plaint de congestion nasale avec géne nocturne. Les nécroses et
les mutilations qui apparaissent dans les stades avancés sont particulierement graves. Elles se
traduisent par d’importantes pertes de substance, avec des mutilations faciales défigurantes.
Le retentissement sociopsychologique est considérable : le malade isolé et exclu, est parfois
conduit au suicide. Il peut mourir en outre de détresse respiratoire aigué ou de surinfection

bronchopulmonaire [62].

Figure 11.3 : Espundia « Nez de Figure 11.4 : Lésion débutante de la
tapir » [63] mugueuse nasale [63]
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11.3.4.4. Formes évolutives de la leishmaniose cutanée
11.3.4.4.1. Leishmaniose cutanée récidivante

Connue aussi comme leishmaniose lipoide ou tuberculoide, elle est presque
exclusivementassociée a l'infection par L. tropica. Des lésions papuleuses caractéristiques
peuventapparaitre plusieurs mois ou années apres la guérison clinique, dans ou autour de la
cicatricede la lésion guérie (Figurell.5). La leishmaniose récidivante peut durer de

nombreuses années[58].

Figure I1.5: Leishmaniose récidivante [58]

11.3.4.4.2. Leishmaniose cutanée avec lymphangite nodulaire

La leishmaniose cutanée avec lymphangite nodulaire est une forme rare de la maladie.Les
nodules sous-cutanés sont généralement discrets, indolores et a proximité des lésionscutanées
primaires. Lorsqu’il y en a plusieurs, ils montrent souvent une configuration linéaire(Figure

11.6) [58].

Figure 11.6 : Leishmaniose cutanée avec lymphangite nodulaire [58]
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11.3.4.4.3. Leishmaniose cutanée chronique
Les infections persistant pendant plus de 1 a 2 ans sont considérées comme LCchronique, a
différencier de la LC aigue qui dure d’habitude moins de 1 an. La Iésion estd’habitude une

plaque érythémateuse indurée avec des degrés variables de changements.

I1.4. Les types de la leishmaniose cutanée en Algeérie

En général, les caractéristiques cliniques de la leishmaniose cutanée ne sont pasuniformes
dans toutes les régions ni méme a l’intérieur d’une région donnée, par suite dedifférences
touchant a I’espéce parasitaire ou aux types zoonotiques en cause.

En Algérie, la Leishmaniose cutanée (LC) évolue selon un mode endémoépidémique ;
4450 cas ont été annoncés en 2000, doublant en 2002 avec 8049 cas, puis quadruplant
presque en 2004 avec 14822 cas, enfin pour atteindre un pic d'alerte en 2005.En 2010 le
nombre de victimes a dépasse le chiffre de 10.000 cas au niveau de la wilaya de M'sila, et la
répartition des cas de LC selon I'&ge montre que toutes les tranches d'age sont touchées ; la
leishmaniose cutanée existe en Algérie sous deux entités epidémiologiques distinctes : la
leishmaniose cutanée-zoonotique (LCZ), et la leishmaniose cutanée sporadique du Nord
(LCS) [64].

11.4.1. La leishmaniose cutanée zoonotique

Elle est dite leishmaniose cutanée humide des zones rurales due a L. major [65]. Apres une
incubation courte, apparait la lésion caractéristique : ulcération cutanée a bords suréleves,
avec une crodte centrale adhérente, indolore, de taille variable habituellement de 1 & 4 cm de
diameétre, d’évolution chronique [66]. Les Iésions évoluent spontanément vers la guérison en
3 a 5 mois au prix d’importantes cicatrices disgracieuses ou invalidantes. A c6té de cette
forme la plus fréquente, s’observent les formes ulcéro-végétantes, verruqueuses et plus

rarement lupoides (Figure 11.7) [65].

Figure 11.7 : Cas de leishmaniose cutanée zoonotique [64]
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11.4.2. La leishmaniose cutanée sporadique du Nord

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 1ésion unique, siégeant au niveau de la face,
tres inflammatoire, sans ulcération et sans crolte épaisse. Sa durée d’incubation est longue

tout comme sa durée d’évolution [65].

La leishmaniose cutanée du Nord nécessite souvent un traitement afin d’accélérer le

processus de cicatrisation qui ne se fait spontanément qu’au-dela d’un an [67].

11.5. Distribution géographique de la leishmaniose cutanée

A l'exception de I'Antarctique, les leishmanioses sont signalées sur tous les continents :
Asie, Amérique, Europe et Afrique au niveau des régions tropicales et subtropicales de 88
pays dont 72 pays en voie développement. On distingue deux grandes situations
géographiques : I’Ancien Monde : sud de I’Europe, Afrique, Proche-Orient et Asie et le
Nouveau Monde : Amériques du Nord, du Sud et Centrale.

Jusqu’a 90% des cas de leishmaniose cutanée se produisent en Afghanistan, en Algérie,
en République Islamique d'Iran, en Arabie Saoudite, en République Arabe Syrienne, en

Bolivie, au Brésil, en Colombie, au Nicaragua et au Pérou.

La distribution de la leishmaniose est dynamique: la Colombie et le Nicaragua a
récemment signalé une augmentation importante de l'incidence de la leishmaniose cutanée
[64].
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11.5.1. Leishmanioses cutanées en Algérie

La leishmaniose cutanée occupe en Algérie, deux zones bioclimatiques distinctes : au Sud, a
I’étage aride, sévit la forme endémo-épidémique due a L. major dont les principaux réservoirs
sont Psammomys obesus et Meriones shawi et I’insecte vecteur est Phlebotomus
papatasi[68]. Au Nord, a I’étage sub-humide, s’observe une forme endémique dont I’agent
pathogéne est un variant enzymatique de L. infantum responsable de la LV et dont le
réservoir est le chien, et tout dernierement, la formeanthroponotique a L. killicki qui fut
récemment signalée a Ghardaia (Figure 11.8)[69].

La leishmaniose cutanée provoquee par L. killicki a été décrite pour la premiére fois au
Maghreb en 1986 dans le sud tunisien. C’est une nouvelle forme clinique urbaine émergente,
transmise par Phlebotomus sergenti, le réservoir est un rongeur Massoutiera mzabi (le
Goundie du Mzab) [70].

Figure 11.8 : Répartition des cas déclarés de leishmaniose cutanée en 2009 par wilaya
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11.6. Diagnostic des leishmanioses

Le diagnostic des leishmanioses repose sur la mise en évidence du parasite, ou de sonacide
désoxyribonucléique (ADN), et sur la recherche des traces immunologiques de 1’infection

anticorps circulants ou hypersensibilité retardee [71].

11.6.1. Techniques modernes permettant la détection du parasite

Elles permettent de mettre en évidence d’infimes quantités de matériel génomiqueparasitaire
dans un prélevement (ponction ou biopsie). Elles permettent aussi de déterminer
avecprécision 1’espece de Leishmania responsable. La détection des antigénesexcrétés par les
amastigotes se fera par des anticorps monoclonaux et celle des acides nucléiquesdu parasite,
par hybridation moléculaire (sondes marquées aux isotopes) ou amplification deséquences
identifiées (PCR) suivie d’hybridation[72].

11.6.2. Examens sérologiques

Denombreuses techniquesimmunologiques sont utilisées dans le diagnostic de la LV.Elles
font appel a des antigenes de nature et de modalités de préparation variées. Les
préparationscontiennent soit des antigenes figurés, soit des extraits antigéniques.

De nombreuses réactions immunologiques ont été utilisées. Les plus courantes sont
lesréactions d’immunofluorescence indirecte (IFI), d’Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay(ELISA),  d’électrosynérése  (ES),  d’agglutination  indirecte  (DAT) et
d’hémagglutination indirecte(HAI) le Western Blot (W.B.) [73].

I11.7. Traitement des leishmanioses

11.7.1  Apercu bibliographique sur les plantes médicinales ayant une

activitéantileishmanienne
Le traitement de la leishmaniose est tres difficile a cause de la
localisationintramacrophagique de la forme infectieuse de la maladie. Les victimes de cette
maladie,présentant généralement une immunodéficience, sont incapables d’éliminer le
parasite atravers un mecanisme naturel de défense. En outre la mauvaise nutrition est associée
danscertains cas avec la leishmaniose [74].
EN I’absence d’un vaccin ou d’un traitement médicamenteux efficace approprie, il y a un
besoin urgent d’avoir recours a des drogues pourremplacer et/ou supplémenter ceux qui sont
utilises pour traiter la maladie. La majorité desdrogues utilisées cliniquement pour le

traitement de la leishmaniose se basent sur lesmolécules de I’antimoine pentavalent qui ont

32



Chapitre 11 La leishmaniose cutanee

été développés avant 1959. La toxicité de cesagents et la persistance des effets secondaires
(malgré la modification des doses et la durée detraitement) présentent des inconvénients
sévéres. Les alternatives qui ont été découvertes apres,tel que 1’Amphotéricine B et la
pentamidine, ont aussi donné des effets secondairesindésirables pour les malades [74 ;75].
Par ailleurs, lesextraits des plantes ou les molécules dérivées des plantes semblent étre une
source de valeurpour 1’élaboration des nouveaux agents médicaux, ainsi que pour la
recherche de nouveauxmécanismes d’action [76]. Le besoinurgent de traitements alternatifs a
conduit & un programme de screening des produits naturelsa usage potentiel, dans la thérapie
de la leishmaniose [77].

Notre recherche bibliographique, nous a permis d’établir une liste des produits
naturelsévalués pour leur activité antileishmanienne et qui sont présentés dans le tableau 04.
Ce dernier met enexergue, les familles des plantes utilisées dans la médecine traditionnelle, et
les especesleishmaniennes ciblées par I’effet antileishmanien des extraits ou des produits

bioactifs.

Tableau 11.4 :Quelques plantes antileishmaniennes.

Famille Espéce Fraction /molécule | Espaceleishmanienne Référence

Lamiaceae | Salvia cilicica 7-hydroxy-12- Lesihmania sp Tan et al., 2002.
methoxy-20-
norabieta-
1,5(10),7,9,12-
pentaene-6,14-
dione
abieta-8,12-dien-
11,14-dione
oleanolic acid
ursolic acid
ferruginol
inuroyoleanol
cryptanol

Salvia verbinaca. non connu L.major El Rhaffari et
L.tropica al.,
(2002)
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Ajugeaiva L.
Schreb

Lavandula
multifida L.
Marrubium
vulgare L.

Mentha pulegium
L.

Ocimum basilicum
L.

Oreganum
compactum Benth.
Rosmarinus
officinalis L.
Thymus
satureioides
Hyptis lacustris A.

Estevez, (2009)

Fabaceae Crotalaria barbata | Extrait éthanolique | L.donovani Singha et al.,
R. Grah. . Extrait (1992)
Desmodium méthanolique Iwu et al,. (1992)
gangeticum L. Fraction de Santo et al., (1997)
Periandra saponine
mediterranea
Taub.
Fagaceae Quercus Non connu L.major El Rhaffari et al.,
rotundifolia Lamk L .tropica (2002)
Gentianaceae | Swertia chirata Extrait éthanolique | L. donovani Singhaet al.,
Buch.Ham. Ex (1992)
Wall,
Meliaceae Azadirachta indica | Extrait L. major Tahir et al., (1998)
méthanolique
Oleaceae Olea europea L. Non connu L.major El Rhaffari et al.,
L .tropica (2002)
Papaveraceae | Bocconia Fraction alcaloide | L. amazonensis | Fournet et al.,
integrifolia H and L. braziliensis (1994)
B. L. donovani
Bocconia pearcei
Hutch.
Rubiaceae Faramea Fractions acétate L.mexicana Sauvain, (1989)
Guianensis d'éthyle et chlorure | L.amazonensis

de méthyléne
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11.7.2. Traitement de premiére intention

Les traitements de premiéres intentions font appel a des sels d’antimoines : le Nméthyl
glucamine (Glucantime®) et le stibogluconate de sodium (Pentostan®) dont les teneurs en
antimoine pentavalent (SbV) sont respectivement de 8,5% (85 mg/ml) et 10% (100 mg/ml),
la dose prescrite par ’O.M.S de SbV est de 20 mg/Kg/jour. A cette dose, le SbV peut
provoquer des problémes de santé comme la cardio-toxicité et la néphro-toxicité. De plus,
certaines souches de Leishmania responsables de leishmaniose cutanée et mucocutanée ont
démontré des résistances a ces meédicaments [78].

Ces produits ont une action inhibitrice sur la formation de I’ATP et nécessitent une
conversion intracellulaire en SbIIl (antimoine trivalent) pour étre actif. Il vient d’étre
démontré que I’antimoine trivalent est un inhibiteur de la trypanothione réductase du parasite,
enzyme présente seulement chez le parasite [79].

I1.7.3. Traitement de seconde intention

Les traitements de seconde intention sont l’'usage de I’amphotéricine B ou de la
pentamidine. C’est un puissant antifongique capable de modifier la perméabilité de la
membrane parasitaire en agissant sur 1’ergostérol par affinité permettant la formation de pores
aqueux, mais aussi capable de stimuler la production d’IL en agissant sur les récepteurs
Tolllike. La pentamidine bloque, quant a elle, la thymidine synthétase et par conséquent la
synthése de I’ADN parasitaire et se fixe sur I’ARN de transfert. Il semblerait que la cible de
la pentamidine soit un composant de la mitochondrie. Ces médicaments présentent une
toxicité supérieure a celle des sels d’antimoines et nécessitent une prise en charge
hospitaliére. Le traitement par Ambisome, amphotéricine B liposomale, moins toxique, ne
présente quasiment pas d’effet.

De nouveaux produits ont montré récemment des résultats tres intéressants, notamment
la miltéfosine dont le mode d’action n’est pas encore totalement déterminé mais qui laisse
supposer une action sur la biosynthése de la phosphatidylcholine. Généralement, la
miltéfosine est employée contre les LV.

L’avantage de ce médicament est qu’il permet un traitement oral (2,5 mg/kg/jour) avec

des effets secondaires négligeables et qu’il présente des taux de réussite élevés[64].
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I11.1. Matériels

- Matériel végétal

Le matériel végeétal utilisé dans cette étude est constitué de la partie aérienne de la plante
" Salvia Verbenaca™ (feuilles, tiges, fleurs et les grains). La plante a été récoltée en période de

la floraison au mois de mars a avril 2022 dans la région de "Maadhid" wilaya de M’sila.

La détermination botanique a été faite par Dr.K. Rebbas (Département des Science de la
nature et de la vie, Université de M’sila).

Aprés récupération de la plante, elle a été bien nettoyée. Le séchage a éte effectué
naturellement dans un endroit sec et a 1’abri des rayons solaires, a une température ambiante
sur des papiers durant presque de 15 jours en moyenne, afin de préserver au maximum
I’intégrité des molécules.

Le matériel végetal a été broyé dans un moulin électrique en une poudre fine, pour
augmenter la surface d’échange entre le solvant, et faciliter I’extraction. Par la suite la poudre
a été conservée dans un flacon hermétiqguement fermé et isolé de la lumiere, et enfin a servi a
la préparation des extraits.

Plante fraiche Plante seche Plante broyée

Figure 111.1 : Photo de la plante Salvia verbenaca fraiche, seche, et broyée.
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111.2. Meéthodes
111.2.1 Meéthodes d’extraction

111.2.1.1 Extraction par décoction

Nous avons effectué une deécoction aqueuse a 10%. 25g de poudre de la plante Salvia
verbenacaont été mis dans 250mL d’eau distillée et portés a ébullition pendant 1h dans un

systeme fermé. Le décocté refroidi a été filtré et desséché dans I’étuve a 45°C.

L’extrait obtenu été pesé et conservé dans un flacon stérile.
111.2.1.2 Extraction par infusion

A une quantité de 25g de poudre de la plante, nous avons ajouté 250mL d’eau bouillante.
Le mélange a été ensuite filtré aprés 3h de contact. L’infusé refroidi a été filtré et desseché

dans I’étuve a45°C.
111.2.1.3 Extraction par macération

L’extrait hydroéthanolique est préparé par maceération de 50g de poudre dans 500mL
d’éthanol dilué a 70% (70/30 ; v/v) pendant 24h a température ambiante et a ’abri de la
lumiére afin d’éviter les phénoménes d’oxydation. L’opération a €té répétée une fois avec
250mL de solvant (éthanol/eau) pendant 48h. L’extrait obtenu a été filtré a 1’aide d’un carré
de tissu blanc. Puis une fois sur du coton hydrophile, I’éthanol est éliminé du filtrat par
évaporation sous pression réduite dans un rotavapeur a 50°C, ensuite le filtrat a été placé dans

I’étuve a 45°C pour obtenir un extrait sec brute.

111.2.1.4  Extrait d’éther de pétrole

60g de poudre de la drogue ont été extraits avec 600mL d’éther de pétrole pendant 3

jours. L’extrait obtenu a été évaporé a sec et pesé.
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111.2.1.5 Extraction des huiles essentielles par hydrodistillation

Les parties aériennes broyées de Salvia verbenaca L. sont soumise a I’hydrodistillation
en se servant d’un dispositif d’extraction type Clevenger. Cela consiste a introduire 100g de
la masse végétale dans un ballon de 1000mL contenant une quantité suffisante d’eau
distillée sans remplir complétement le ballon, ’ensemble est porté a ébullition pendant 3
heures a I’aide d’un chauffe ballon, en ajoutant I’eau distillée de temps en temps pour éviter
la dessiccation du mélange. Les vapeurs chargées des huiles essentielles traversant le
réfrigérant ou aura lieu la condensation-en raison de le différence de densité-, I’huile surnage
a la surface de I’eau et elle est récupérée, puis séchée par un déshydratant (sulfate de sodium)

pour ¢liminer le peu d’eau susceptible d’avoir été retenue dans 1’huile.

Figure 111.2 : Montage d’extraction d’huile essentielle par Clevenger
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I111.2.2 Screening phytochimique

Le screening est un test qualitatif qui permet de mettre en évidence les métabolites
primaires et secondaires de notre plante. Ces tests qui sont basés sur des essais de solubilité,

des reactions de coloration et/ou de précipitation, ainsi que des examens en lumiére
ultraviolette.[80;81;82].

111.2.2.1 Substances polyphénoliques
111.2.2.1.1 Lestanins

A 5mL d’infusé a 5%, nous avons ajouté 1ml de solution aqueuse de FeClz a 1%.Le

développement d’une coloration verdatre ou bleu noiratre indique la présence de tanins
111.2.2.1.2  Les flavonoides

a) Flavonoides totaux

On prend 2mL d’extrait hydroéthanolique et on le rend basique par 1’ajout de NH4OH.
L’apparition d’une couleur jaune claire dans la partie supérieure du tube indique la présence

des flavonoides.
b) Les anthocyanes

A5mI d’extrait hydroéthanolique, on ajoute 5mL d’H>SO4 a 10% puis 5mL de NH4OH
dilué (10%).

En présence d’anthocyanes, la coloration s’accentue par acidification, puis vire au bleu

violacé en milieu basique.
c) Réaction a la cyanidine

5mL d’extrait alcoolique ont été introduits dans un tube & essai, ajoutés & 5mL d’alcool
chlorhydrique (5mL éthanol a 95°alcoolique + 5mL eau distillee + 5mL HCI concentré a
partie égale en volume), puis Iml d’alcool iso amylique (3-methyl butanol)et quelques

copeaux de magnésium.
L’apparition au niveau de la couche surnageant d’alcool iso amylique d’une coloration :

- Rose orangée, indique la présence de flavones.
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- Rose violacée, caractérise la flavanones.

- Rouge, indique la présence de flavonols et de flavanols.
d) Leuco anthocyanes

Nous avons repris la réaction a la cyanidine sans ajouter de magnésium. La solution a été
chauffée au bain marie pendant1l5 minutes. En présence de leuco anthocyanes, il apparait une

coloration rouge cerise ou violacée.

111.2.2.2 Les coumarines

10mL d’extrait éthériquesont évaporés a 1’air libre, puis repris avec 2mL d’eau chaude.
La présence decoumarines est révelée aprés ajout de 0,5mL de NH4OH a 25 % et
observationde la fluorescence sous une lampe UV a 366 nm. Une fluorescence intense dans le

tube ou il a étéajouté I’ammoniaque, indique la présence de coumarines.

La caractérisation des coumarines glycosidesest réalisée sur ImLd’extraithydroéthanolique

111.2.2.3 Les saponosides

La présence de saponosides a ét¢ mise en évidence par I’obtention de mousses

(saponines) dans un décocté 10%.

Dans une série de 10 tubes a essai numérotés de 1 a 10, nous avons reparti le décocté
respectivement de 1mL al0OmL puis complété le volume a 10mL dans chaque tube qui a été
agité ensuite dans le sens de la longueur pendant 15secondes en raison de 2 agitations par
seconde. Les tubes ont été laissés au repospendant 15 minutes. La hauteur de la mousse a été

ensuite mesurée dans chaquetube.

La valeur de I’indice de mousse (IM) a été indiquée par le tube dans lequel la hauteur de

mousse a été de 1 cm selon le rapport : IM = 1000/ numéro de tube.

111.2.2.4  Les mucilages
Nous avons introduit ImL du méme décocté 10% dans un tube a essai dans lequel nous

avons ajouté 5mL d’éthanol 95°. En présence de mucilages, il se forme des précipités

floconneux.
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111.2.2.5  Les stérols et triterpénes

- Solution a analyser

Nous I’avons préparé en introduisant dans un tube a essai 1 g de drogues et 20mL d’éther
¢thylique. L’ensemble a été agité et laissé en contact pendant 24 heures au frigo. Le filtrat

obtenu a été complété a 20mL avec de 1’éther.

Ces 20mL sont partagés entre deux capsules a raison de 10mL pour les stérols etterpénes,

10mL pour les coumarines et évaporés a sec.
- Caractérisation

Aprés avoir évaporé a sec 10mL de I’extrait, nous avons dissout le résidu dans 1mL
d’anhydride acétique puis 1mL de chloroforme. Nous 1’avons ensuite partagé dans deux tubes
a essai, I’un servant de témoin. Nousavons mis dans le fond du second tube a essai a 1’aide
d’une pipette 1 a 2mL de H2SOasconcentré. A la zone de contact des deux liquides, il y a
formation d’un anneau rouge brunéatre ouviolet, la couche surnageant devenant verte ou

violette révele la présence de stérols et terpénes

111.2.2.6 Les alcaloides

- Solution a analyser

Elle a été obtenue en introduisant dans un erlenmeyer 5g de poudres de drogues, 25mL
d’acide sulfurique concentré dilué¢ a 10% avec de I’eau distillée. L’ensemble a été agité et
laissé en macération pendant 24 heures a la température du laboratoire. La solution a été

filtrée sur papier, et le résidu a été lavé a I’eau distillée de maniére a obtenir 25mL de filtrat.
- Caractérisation

Dans un tube a essai, nous avons introduit ImL de filtrat et ajouté 5 gouttes de réactif de
Dragendorff dans le second. S’il apparait unprécipité, la présence d’alcaloides est confirmée

par leur extraction.
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111.2.3  Analyse quantitative des composés phénoliques

111.2.3.1 Dosage des polyphénols

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué au moyen du réactif de Folin-ciocalteu.

Le réactif est constitué d’un mélange d’acides phosphotungestique (H3PW12040) et
phosphomolydique (H3PMo012040). Il réduit en milieu alcalin, lors de 1’oxydation par les
groupements oxydable des composés phénoliques, conduisant a la formation de produit de
réduction de couleur bleu (oxyde de tungstene et de molybdene). Ces derniers présents un
maximum d’absorption a 765nm est proportionnel a la quantité de polyphénols présents dans

les extrais végétaux.

Pour évaluer la teneur en polyphénols des extraits, 200ul de chaque extrait
convenablement dilué est ajouté a 1000ul du reéactif de Folin ciocalteux (dilué 10 fois dans
I’eau distillée). Aprés 4mn, 800 ul d’une solution de carbonate de sodium (7,5% dans I’eau
distillé) sont ajoutés, apres 2 heures d’incubation a température ambiante. L’absorbance est

lue a 765nm par un spectrophotomeétre UV.

Une courbe d’étalonnage est réalisée en paralléle dans les mémes conditions opératoires,
en utilisant ’acide gallique a différentes concentrations (10-140ug/ml). La concentration des
polyphénols est calculée a partir de la droite d’étalonnage établie avec 1’acide gallique. Les
résultats sont exprimés en microgramme d’équivalent d’acide gallique par milligrammes

d’extrait (ug EAG / mg d’extrait) [83; 84;85].
111.2.3.2 Dosage des flavonoides

La teneur en flavonoides totaux des extraits a été déterminée selon la méthode au
trichlorure d’aluminium. Le principe de la méthode est la formation d’un complexe jaune, qui
absorbe a 430nm. Cette méthode consiste a ajouter Iml d’une solution d’AlICIz (2% dans de
méthanol absolu) a 1mL de chaque extrait convenablement dilué. Aprés 10 min d’incubation
a température ambiante, I’absorbance a 430nm est mesurée. Une droite d’étalonnage réalisée
par le quercétine a différentes concentrations (1-40ug/ml) pratiquée dans les mémes

conditions operatoires, a servi pour la quantification des flavonoides. La teneur est exprimée
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en microgramme équivalents de quercétine par milligrammes d’extrait (ug EQ / mg d’extrait)
[86 ;87 ;88].

111.2.4 L’activité antioxydanteparletestauDPPH(effetscavenger)

Le composé chimique 1,1-diphényl-2-picryl-hydrazyl (DPPH) est I’un des premiers
radicaux libres utilisés pour étudier la relation structure/ activité antioxydant des composeés
phénoliques. La réduction du radical DPPH par un antioxydant peut étre suivie par
spectrophotométrie visible, en mesurant la diminution de 1’absorbance provoquée par la

présence des extraits a 517nm.

Le DPPH est un radical libre stable de couleur violet, il est réduit & la diphényl picryl-

hydrazine de couleur jaune [89].

La réaction peut étre représentée par 1’équation suivante :

N + Antioxydant- OH NH + Antioxydant- O
NO,- _.__NoO, NO,_ l _NO,
U (J
DPPH (Violet) DPPHH (Jaune)

Figure 111.3 : Mécanisme de réduction du radical libre DPPH par un antioxydant[90]

Afin d’étudier D’activité antiradicalaire, des différents extraits, 100ul de chacune des
différentes concentrations d’extraits ou de standard ont été incubés avec 2.50mL d’une
solution méthanolique de DPPH a 0.004%. Aprés une période d’incubation de 30 minutes, la
réaction de transfert d’hydrogéne de I’antioxydant vers le DPPH"est suivie par spectroscopie
visible, en enregistrant la décroissance de la bande d’absorption du DPPH'a 517nm. La
capacité antioxydante d’extraits, est déterminée en évaluant le pourcentage d’inhibition de

I’absorbance du radical DPPH.
% d’inhibition = 100 (A controle — A échantillon) / A contrale

A controle : Absorbance sans antioxydant
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A ¢schantillon - Absorbance avec antioxydant

ICs0 : Ce parametre est défini comme la concentration d’antioxydant requise pour diminuer
la concentration initiale de 50%, il est inversement lié a la capacité antioxydante
[91;92;93;94].

111.2.5 L’activité antibactérienne
111.25.1  Souches utilisées

Les extraits de Salvia verbenacaont été testés contre des souches référencées. Ces souches
obtenues de I’institut de Pasteur en M’sila pour les deux bactéries pathogeénes a Gram
négatif : Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, une bactérie
de Gram positif : Staphylococus aureus ATTC 25923.

Elles sont conservées a 5°C dans des tubes préalablement stérilisés et remplis de 10mL de
gélose nutritive inclinée.

111.2.5.2 Antibiotique (ATB) en disque

Pour wvaloriser [’activité antibactérienne, on utilise 1’antibiotique  GENTAMYCINE
(10ug/disque) pour faire le contréle positif, et le DMSO pour contréle négatif.

111.2.5.3 Repiquage des espéces bactériennes

Dans des conditions stériles dans un tube a essai, on préleve une quantité de la souche
bactérienne, en milieu de culture contenant de la gélose nutritiveliquide a 1’aide d’une pipette
Pasteur stérile. On laisse cette quantité dans I'étuve a 37°C pendant 24h. Apres 24 heures, on
prend un échantillon de bactéries cultivées et on le place dans une boite de gélose nutritive a
I’état solide, et on le laisse une autre fois dans I'étuve pendant 24 heuresa 37°C- pour faire la

culture des nouvelles souches- pour la préparation de I'inoculum.

111.2.5.4  Préparation des milieux de culture

On fait couler le milieu de culture gélosé (Muller Hinton) en surfusion dans les boites de
Pétri, de facon a obtenir une épaisseur de 4mm (20mL) pour les boites d’un diamétre de
90mm. Ensuite on laisse refroidir et solidifier le milieu gélosé en placant les boites avec les

couvercles en place sur une surface fraiche.

111.25.5 Preparation de I'inoculum

Un échantillon des nouvelles bactéries est prélevé et placé dans un volume d’eau

physiologique 0.9%. Puis on mesure la concentration nécessaire pour évaluer I’activité anti
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bactérienne entre de 0,08 - 0,1 évaluée a une longueur d’onde A=625 nm. L’ensemencement
est effectué par écouvillonnage, il consiste a tremper un écouvillon stérile dans la suspension

bactérienne, et on ensemence la hofte afin d'obtenir une culture de colonies confluentes.

111.2.5.6 Préparation des disques

Des disques de papier filtre d’un diamétre de 6 mm ont été préparés par de papier

wathman, stérilisés puis déposés a la surface des boites ensemencées.

111.2.5.7 Dilution des extraits

La solubilisation des différents extraits est faite dans le diméthylsulfoxyde (DMSO). Ce
dernier a été testé vis-a-vis de chaque type de souche bactérienne, et aucune inhibition n’a été
observée.

Pour la préparation des différentes concentrations d’extraits, 200mg de chaqueextrait
(infusion, décoction, hydroéthanolique et éther de pétrole) est introduit dans un tube a essai
stérile, auquel 1mL de DMSO sont additionnés. Les tubes sont énergétiqguement agités au
vortex jusqu’a ce que la solution préparée devienne homogéne. Pour chacun des quatre
extraits, une solution mére a 200mg/ml est obtenue. Ces solutions méres sont diluées
progressivement dans le DMSO, afin de préparer, pour chaque extrait, une gamme de
solutions ayant des concentrations de 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.12 et 1.5 mg/ml. Les
quatre solutions issues de chaque type d’extrait, ainsi que les solutions méres sont ensuite
utilisées pour la détermination de leurs activités antibactériennes. Aprés la dilution, chaque
extrait est déposé a la surface des disques par des micropipettes (15ul), et les boites de pétri
sont ensuite fermées et laissées diffuser a température ambiante pendant quelques temps, et

mises dans 1’étuve (incubée pendent 24h a 37°C).

Remarque : la dilution des extraits aqueux est 40% DMSO et 60% eau, par contre les autres
extraits la dilution est dans le DMSO seul.

111.2.5.8 La lecture

L’activité antibactérienne de chaque extrait de la plante testé, est évaluée par 1’apparition des

zones d’inhibition autour les disques[95].
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Chapitre IV Résultats et Discussion

111.1. Procédés d’extraction

Plusieurs méthodes d’extractions sont utilisées dans notre étude pour obtenir des extraits a

partir de la partie aérienne de la plante Salvia verbenaca.
Cinq extraits ont été obtenus, a savoir :

- L’extrait de I’infusion (E Inf)

- L’extrait de décoction (E Déc)

- L’extrait hydroéthanolique (E Héth)
- L’extrait éther de pétrole (E Ep)

- Huile essentielle (HE)

Le rendement est la quantité d’extrait obtenu a partir d’'une mati¢re végétale ; Il est exprimé

en pourcentage par rapport a la matiére seche.

Le rendement de chaque extrait a été calculé selon la relation suivante :

Rextrait%0 = (Mextrait / Mplante)*loo

R extrait : le rendement d’extrait
M extrait : la masse d’extrait en gramme

M piante : 1a masse de la plante de départ en gramme

Les rendements d’extraction des différentes méthodes sont reportés dans la figure suivante :

25

19.08

20

16.68

15

10

2.08

% Rendement d'extraction

E Inf E Déc E Héth E Ep
Méthode d'extraction

Figure 1V.1 :Rendements des extraits de Salvia verbenaca exprimés en pourcentage
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Les rendements d’extraction varient entre 2,08 et 19,08%. Le meilleur rendement est
obtenu avec ’extrait hydroéthanolique avec une valeur de 19,08%, suivi par I’extrait de
décoction et I’extrait d’infusion avec des rendements de 16,68% et 14,60% respectivement.

Tandis que le plus faible rendement, est celui de 1’extrait d’éther de pétrole soit 2,08%.

D’aprés nos résultats, nous constatons que le taux d’extraction varie en fonction de la
méthode d’extraction et du solvant utilisé. Ces résultats nous indiquent aussi, que les extraits

sont riches en composes polaires.

De I’extraction de 1’huile essentielle de la plante de Salvia verbenaca par hydrodistillation,

nous avons obtenu que des traces de 1’huile essentielle.

Tableau IV.1 :Comparaison des rendements en huile essentielle d’espece étudié avec ceux

des travaux antérieurs

Plante Type d’extraction Rendement Référence
% bibliographique
Salvia Hydrodistillation 0,15 Pitarokili et al., 2006
verbenaca | Entrainement a la vapeur d’eau 0,09 Belmekki Nacera 2009
Hydrodistillation Traces Nos travaux

De ces résultats, on peut déduire que la quantité d’huile essentielle contenue dans la plante
Salvia verbenaca est trés faible, et le rendement en huile essentielle d’une méme plante peut

varier, et ceci en fonction de plusieurs parameétres, dont la méthode d’extraction.

IV.2 Résultats de screening phytochimique

Les tests phytochimiques (réalisés sur les parties aériennes de Salvia verbenaca) ont permis
de deétecter les différentes familles de composés, par des réactions qualitatives de

caractérisation.

Les résultats de la mise en évidence de quelques métabolites secondaires dans notre extraits

(aqueux, hydroéethanolique) se traduisent dans le tableau et la figure suivants :
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Tableau 1V.2 : Résultats de screening phytochimique

Meétabolites secondaires

Résultats de présence

Les tanins +++
Totaux ++
Les flavonoides Les anthocyanes -
La cyanidine -
Leuco-anthocyanes -
Les coumarines -
Les mucilages +
++

Les terpénes

Les saponosides

Les Alcaloides

(+++) : Réaction tres positive.
(++) : Réaction moyenne positive.

(-) : Réaction négative.

Figure 1V.2: Les images des quelques résultantes de la réaction de caractérisation

Les résultats de criblage chimique sont obtenus a partir de poudre épuisé par I’eau et

I’éthanol. D’apreés les résultats trouvés, notre plante est riche en flavonoides et tanins, méme

les mucilages et les terpénes. D’autre part les alcaloides, les coumarines, les saponosides et

les stéroles sont des classes de familles chimiques totalement absentes.
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Donc cette plante est riche en polypheénols, ce qui confirme son utilisation dans la médecine

traditionnelle.

IV.3 Résultats d’analyse quantitative des composés phénoliques

IV.3.1 Dosage des polyphénols

Les teneurs en polyphénols totaux des extraits des plantes étudiées ont été déterminées par la
méthode colorimétrique utilisant le réactif de Folin-Ciocalteux. Cette méthode a été choisie
en vue de sa fiabilité, reproductibilité et disponibilité du réactif de Folin. Les résultats ont été
déduits de 1’équation de régression de la courbe d’étalonnage, réalisée a base d’acide
gallique, et sont exprimés en microgrammes d’équivalents d’acide gallique par milligramme

d’extrait sec (ug EAG/mg d’extrait).

La courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour déterminer la quantité des polyphénols, est

représentée ci-dessous.

1.2 - y =0.0067x + 0.0253
R2 = 0.9846
1 |
8 0.8 -
5
2 0.6
o
8 04 -
<
0.2 -
0 T T T 1
0 50 100 150 200
Concentration pg/mL

Figure 1V.3 : Courbe d’étalonnage d’acide gallique

Les concentrations des polyphénols totaux sont calculées a partir de 1’équation de
régression de la gamme d’étalonnage, établie avec I’acide gallique (y=0,006x+0,25) et
R?=0,984.

Les résultats de la teneur en polyphénols totaux des différents extraits de Salvia

verbenaca sont représentés dans la figure suivante :
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Figure 1V.4 : Les valeurs de teneurs en polyphénols.

Le dosage quantitatif des polyphénols totaux des différents extraits a révélé que 1’extrait
hydroéthanolique est riche en polyphénols avec un teneur de 245,79ug EAG/mg d’extrait,
suivi par les extraits aqueux (EDéc et Elnf) qui sont respectivement 221pug EAG/mg d’extrait

et 179,74ug EAG/mg d’extrait.

IVV.3.2 Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides a ¢été réalisé selon la méthode au trichlorure d’aluminium
(AICI3) et I’étalon été la quercétine. La teneur est exprimée en pg EQ/mg d’extrait. Les taux
des flavonoides des trois extraits de plante étudiée ont été obtenus & partir de la courbe

d’étalonnage, qui suit une équation de type : y=0,021x+0,019 sachant que R?=0,998.

0.9 - y =0.0214x + 0.0191
0.8 - R? =0.9986

0.7 A
0.6 -
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

Absorbance

0 10 20 30 40 50
Concentration (ug/mL)

Figure IV.5 : Courbe d’étalonnage de Quercétine
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Les résultats de la teneur en flavonoides totaux des différents extraits de Salvia
verbenaca sont représentés dans la figure suivante :

25

= = ()
o Ul o
1 1 1 J

Teneur(ugEQ/mgE)

(6]
1

EHéth Einf EDéc
Les extraits

Figure IV.6 : Les valeurs des teneurs des flavonoides

L’analyse des résultats du dosage des flavonoides montre que I’extrait de 1’infusion est le
plus riche en flavonoides (19,49ug EQ/mg d’extrait). Par la suite vient EDéc et EHéthqui

représentent presque la méme quantité avec des teneurs de 6,84pg EQ/mg d’extrait et 6,61ug

EQ/mg d’extrait,respectivement.

La teneur en flavonoides varie en fonction de polarités des solvants utilisés dans la

préparation des extraits, et selon la méthode d’extraction.

Il est apparait que la plupart des flavonoides de Salvia verbenaca sont des flavonoides
triglycosylés mieux solubilités dans les solvants trés polaires.

IV.4 Résultats d’activité antioxydante par les tests au DPPH

Dans notre étude, nous avons choisi la méthode de DPPH pour évaluer 1’activité

antioxydante de nos extraits, en raison de sa stabilité, sa rapidité et son efficacité.

L’activité scavenging du radical des différents extraits, est exprimée en pourcentage

d’inhibition, et est illustrée dans les figures suivantes :
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Figure IV.7 : Activitéinhibitrice du radical DPPH par les extraits de Salvia verbenaca.

A partir des courbes des pourcentages d’inhibition obtenus en fonction des

concentrations utilisées, nous avons déterminé les valeurs d’ICso.

L’ICso0 c’est la concentration nécessaire pour réduire 50% du radical DPPH, une valeur

d’ICsp tres faible correspond a I’activité antiradicalaire trés importante.

Les résultats obtenus sont représentés dans figure (IV.8), ou I’efficacité de I’activité

antiradicalaire est exprimée en concentration d’extrait végétal capable de piéger 50% du

radical libre DPPH (ICxo).
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IC50 (pg/ml)
PN W DS 01O
O O O O o o

o
1

EDéc Elnf EHéth
Les extraits

Figure 1V.8 : Valeurs des ICso de différents extraits de Salvia verbenaca.

L’¢évaluation de [I’activité antioxydante par le paramétre ICsp est inversement
proportionnelle a I’action antiradicalaire (anti DPPH), un ICso faible correspond a une activité

antioxydante élevée et vice-versa.

Nos résultats montrent que I’extrait hydroéthanolique le plus actif, leur ICso est de
23,83ug/ml, suivi par I’extrait d’infusion avec une ICsg de I’ordre de 38,91pg/ml, puis il vient
enfin I’extrait de décoction d’ordre 81,85ug/ml.

La forte activité d’extrait hydroéthanolique s’expliquer par la présence des polyphénols et

des flavonoides qui sont détectés dans cet extrait.

IVV.5 L’activité antibactérienne

Nous avons étudié in vitro le pouvoir antibactérien de nos quatre extraits préparés a partir de
la partie aérienne de la plante Salvia verbenaca par la méthode de diffusion des disques sur

milieu gélosé solide (Muller Hinton).

Cette activité est estimée en terme de diameétre de la zone d’inhibition de la croissance
microbienne autour des disques contenant les échantillons a tester (EHéth, E Déc, EInf, EEp)
vis-a-vis d’une souche bactérienne a Gram positive (Staphylococcus aureus) et deux autres a

Gram négative (Echerichia coli, Pseudomonas aeruginosa).
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Les résultats obtenus sont représentés dans les tableaux (IV.3), (IV.4) et sur les figures

(IV.9) :

Tableau V1.3 :Activité antibactérienne des extraits de Salvia verbenaca

Les extraits

Les souche E Héth E Inf E Déco E Ep

Bactériennes

E.coli _ _ _ +

Pseudomonas _ _ _ +
+

Staphylococcus

Tableau 1V.4: Diamétres des zones d’inhibition de la croissance microbienne (mm) obtenus

avec différentes concentrations dans EEP

Concentration

mg/ml | g\m d1 d2 d3 d4 d5 d6 d7
Les souches
Escherichia coli _ _ _ _ 10 10 _ 6.5
Staphylococcus _ _ _ _ 10.5 _ _ _
aureus
Pseudomonas _ _ _ _ 9 7.5 _ 7
aeruginosa

SM : Solution mére

d : Concentration
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Tableau 1V.5 :Résultats de I’antibiogramme de 1’antibiotique Gentamycine (mm)

Les souches

E.coli Staph. Pseud.

L’antibiotique

31 34 26.5

Gentamycine (10mg)

Figure 1V.10 : Résultats de I’antibiotique
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Au regard de ces résultats, nous avons observé que I’extrait de 1’éther de pétrole est manifesté
une activité modérée vis-a-vis les trois bactéries par rapport a la gentamycine (antibiotique

standard).

La plus forte activité a été obtenue contre I’E.coli avec une zone d’inhibition entre 6.5 et 10
mm, Pour les deux bactéries:Staph.etPseud.lazone d’inhibition est del0.5mm et entre 7et

9mm respectivement.
Les extraits (Inf, Déc et Héth) sont complétement inactifs contre les bactéries testées.

A Krayi et Tawffeq (2012), ont mentionné que les résultats négatifs n’indiquent pas que les
constituants bioactifs sont absents ou que la plante est inactive. Ceci est expliqué par
I’insuffisance de la dose utilisée, et que 1’activité antibactérienne peut étre obtenue avec des
doses plus élevées. En effet, le doublement de la quantité des extraits et également le volume

dans les disques, a permis d’obtenir une bonne activité antibactérienne.

Sur la base des travaux de Dela housse (2003), les extraits de Salvia verbenaca ont montré
deux niveaux d’activité antibactérienne, une activité faible exprimée par les zones
d’inhibition inferieure & 10mm et une activité moyenne exprimée par les zones d’inhibition
entre 10 et 14mm. Par contre la Gentamycine était plus active, et a donné une activité tres
forte avec une zone d’inhibition entre 31 et 34mm, et une activité forteavec une zone

d’inhibition 26.5mm.

D’aprés ces résultats, 1’extrait d’éther de pétrole (non polaire) est plus actif que I’E Héth, E

Inf et E Déc qui sont polaires.

L’extrait d’éther de pétrole a une activité antibactérienne. Cette bioactivité due
principalement a la richesse de cet extrait en terpenes,qui sont connuespour son efficacité

contre les agents microbiens.

Méme résultat est obtenu par Belkhiri F. (2018) : Les différents extraits de Salviaverbenaca,
sont actifs contre ensemble des souches bactériennes testées.

Parmi les extrais les plus actifs contre les 10 souches en produisant des diameétres
d’inhibition (DI) compris entre 8 et 11mm, la fraction de chloroforme (apolaire), a donnée
une activité antibactérienne modérée, tandis que la fraction aqueux (polaire) était

completement inactive contre les bactéries testées.

Nous conclurons donc de ces résultats qu’il ya une bonne corrélation entre 1’activité

antibactérienne et la polarité de solvant utiliseé.
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Conclusion Générale

L’Algérie dispose d’une diversité floristique exceptionnelle. Plusieurs espéces sont utilisées
en pharmacopée traditionnelle comme remedespour soigner les différentes infections
etmaladies. Notre travail a porté sur la partie aérienne de I’espéceSalviaverbenaca de la
famille des lamiacées, une des familles les plus importantes dans la flore en 1’Algérie.Les
études phytochimiques, ont permis des caractériser la principaux groupes chimiques a savoir
les flavonoides, les tanins, les triterpenes et les mucilages.

La détermination du rendement en huile essentielles & montré des traces dans
Salviaverbenaca.Les tests quantitatifs montrent la richesse de la plante en polyphénols et en
flavonoides.Le potentiel antioxydant des extraits a été déterminé par la méthode DPPH. Les
résultats montrent que ces extraits ont une bonne activité antioxydante.

L’évaluation de D’activité biologique d’extraitsd’éther de pétrole, manifeste une activité
antibactérienne modéréevis-a-vis des différentes souches testées.

Faute de moyens -méme au niveau de I’institut pasteur- nous n’avons malheureusement
pas pu continues les testsantileishmaniens de nos extraits, pourtant connus par étre tres
efficaces selon des études expérimentales étrangéres, contre la leishmaniose cutanée.

En conclusion, I’utilisation de cette plante peut consolider et assister le traitement
conventionnel. Et on peut donc I’allier a la glucantime avec bien sur une étude sur le dosage
et la maniére d’utilisation, ou mieux encore reconnaitre les molécules (flavonoides)
responsables de I’effet thérapeutique et peut étre pouvoir les synthétiser en grande quantité
industrielle par voie chimigue notamment .
Toute fois des études complémentaires pourraient étre envisagées, notamment :

+ L’activité antileishmanienne

+ L’activité anticicatrisante

+ L’activité antifongique.
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