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Abstract

Our study aim to evaluate the antioxydant and scolicidal effect of Artemisia campestris "dgouft”
essential oil which is obtained by hydro distillation with a yield of 0.16%. Antioxidant activity is
evaluated by DPPH test and for antiparasitic activity protoscolex are recovered from infected
sheep, different concentrations of EO are used in time intervals (10; 30; 60min) the eosin

exclusion test is used to test the viability of parasite.

the DPPH test shows that our essential oil has a free radical scavenging capacity compared to
standard substances, it has an 1C50 = 31.75 +3.14pg/ml in comparison with gallic acid and
quercetin which are 0.035£0.0006 ; 0.053+0.0028 respectively.

Our results show that the scolicidal activity is time and dose dependent, in 5; 30; 60 min the
concentrations 150; 100; 75 ul/ml kill all the parasites and morphological alterations are
appeared, the value of IC50 obtained is almost 19.04 £9.50 ul/ml for 60min concluding that the
essential oil of Artemisia campestris has interesting biological activities that allow to use it as

natural scolicidal and antioxidant agents.
Keywords : Artemisia campestris, essential oils,, Echinococcus granulosus , DPPH ,

scolicidal activity .



Résumé

Notre étude mis en évidence 1’effet scolicidale et antioxydant d’huile essentielle d’une plante de
la région : Artemisia campestris “dgouft”. Cette huile est obtenue par hydro distillation avec un
rendement 0.16 % . Le pouvoir antioxydant est évalué par le test de piegeage du DPPH, et
’activité antiparasitaire est évaluée par 1’activité scolicidale sur les protoscolex d’Echinococcus
granulosus. Différentes concentrations d’HE sont utilisées apres des incubations de 10 ; 30 ;
60min et le test d’exclusion a 1’éosine est utilisé pour tester la viabilité de parasite. L’huile
essentielle a une capacité de piégeage du radical libre avec une IC50 = 31.75 £3,14ug/ml
comparant a I’acide gallique et la quercetine qui ont des 1C50 de 0.035+0.0006 ; 0.053+0.0028

respectivement.

Nos résultats montrent aussi que ’activité scolicidale est temps et dose dépendante. Un
pourcentage de mortalité de 100% est obtenu avec les concentrations 150 ; 100 ; 75 pl/ml aprés
une incubation de 5 ;30 ; 60 min en induisant des altérations morphologiques importantes. En
plus, pour 60 min d’incubation, la valeur d’IC50 obtenu est de 19.04+ 9.50 pl/ml. En
conclusion, I’huile essentielle d ’Artemisia campestris présente des activités biologiques

intéressants.

Mots clé : Artemisia campestris , huile essentielle , Echinococcus granulosus , activité
scolicidale ; DPPH



Liste des abréviations

A .campestris : Artemisia campestris

C° : Degre Celsius

Dpph : 2 ,2-diphényle-1-picrylhydrazyl.
DMSO : diméthylsulfoxyde

EC : Echinococcose

g : Gramme

HE : Huile essentielle

IC50 : Concentration inhibitrice 50. La concentration inhibitrice a 50%
min : Minute

ml : Millilitre

mm : millimétres

rpm : rotation par minute

Nacl : Chlorure de sodium.

OMS: L'Organisation mondiale de la santé.
PSC : protoscolex

R : rendement

TR : Temps de rétention

ul : microlitre

pg : Microgramme
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Introduction

Introduction

Les plantes médicinales constituent une ressource de guérison dans le monde entier depuis des
milliers d'années. Elles restent encore d'une importance contemporaine en tant que mode de soins
primaires pour environ 85 % de la population mondiale (Pesi¢ & Stankovi¢, 2015). Ces plantes
contiennent des composant actifs résultants des métabolites secondaires telle que les flavonoides,

les tanins, les huiles essentielles ...... etc.

De jours en jours; les huiles essentielles et les extraits des plantes ont une grande importance au
tant que des remedes alternatifs pour le traitement des maladies infectieuse, des produits
cosmétiques en raison de leurs propriétés biologiques sans s’y limiter les effets antiseptiques,

antioxydants, et anti inflammatoire (Rocha et al., 2021).

L'hydatidose ou 1’échinococcose kystique humaine (EC) est une maladie zoonotique cosmopolite
due a I’infection par le parasite ténia Echinococcus granulosus. Les chiens sont les principaux
hotes définitifs de ce parasite, le bétail et les humains jouent le rdle d'hétes intermédiaires.
L'infection se traduit par le développement de kystes dans le foie, les poumons ou d'autres

systémes organiques (Pensel et al., 2014).

Les plantes médicinales sont utilisées contre un certain nombre de maladies infectieuses et
parasitaires et se sont révélées étre des agents antiparasitaires. Concernant 1’espéces
d’Echinoccocus, plusieurs études cherchent la possibilité de trouvé des nouveaux agents
scolicides avec moins d’effets secondaires et plus d'efficacité contre protoscolex (Alvi et al.,
2022).

Ce travail est constitué essentiellement de deux parties :
» une partie théorique présente 1’Artemisia campestris en générale avec les huiles
essentielles et leurs activités biologiques ainsi que des rappels sur le kyste hydatique.
> la deuxieme partie expérimentale concernant 1’extraction de I’huile essentielle suivi par

I’étude des activités antioxydante et scolicidale .
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Chapitre I. Artemisia campestris

I.1. Preésentation de la plante

Artemisia campestris est une herbe pérenne peu aromatique appartenant a la famille des
Asteraceae, répandue dans le sud d’Algérie, communément appelée "T'gouft”. Le genre
Artemisia appartient a I'un des plus grands, importants et le plus répandus de la famille des
Asteraceae, il est composé de presque 550 espéces. La plupart des plantes de ce genre ont une
grande importance en tant que médicaments, aliments, plantes ornementales ou stabilisateurs de
sol (Touil & Benrebiha, 2017) L'Artemisia est tres utilisée en médecine traditionnelle a travers
le monde avec différentes applications thérapeutiques.lls sont anti-inflammatoires, antitumoraux,
antioxydants, antispasmodiques, antibactériens, insecticides, antipaludéens, antifongiques et
antioxydants (Tan et al., 1998, Hayat et al., 2010)

Selon la flore d’Algérie, le genre d’artemisia est représenté par 11 especes spontanées. l'espéce
Artemisia campestris communément appelé "dgouft” est cultivé a I'état sauvage dans les régions
semi-arides d'Algérie (Quézel & Santa, 1962) .

1.2. Caractere botanique

Artemisia campestris est un arbuste aromatique aux tiges robustes, de 30 a 80 cm de haut. Cette
plante a des capitules trés petits, étroits (1 a 1,5 mm). Les bourgeons involucrés sont secs et ne
contiennent que 3 a 8 fleurs jaunes pales aux bords rougeéatres, et le pédoncule a des poils
blanchatres a bruns. Les feuilles d'Artemisia campestris sont vert foncé glabre, les basales

pétiolées et auriculées, tige ligneuse a la base des rayures transversales.
(Quézel & Santa, 1962)

1.3. Systématique de la plante

Selon Caratini (1971), la plante Artemisia campestris est classée dans:
Régne: Plantae

Sous régne: Tracheobionta

Embranchement: Spermatophyta

Sous embranchement: Magnoliophyta

Classe: Magnoliopsida
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Sous classe: Asteridae .

Ordre: Asterales.

Famille: Asteraceae.

Sous famille: Asteroideae.
Tribu: Anthemideae.

Sous Tribu: Artemisiinae.
Genre: Artemisia.

Espéce: Artemisia campestris L.

(Caratini & Roger, 1972)
1.4. Utilisation traditionnelle d’Artemisia campestris

Artemisia campestris L., est connue localement comme une herbe médicinale indiquée pour le
traitement des troubles digestifs. Les fleurs étaient utilisées principalement comme
hypoglycémique, cholagogue, cholérétique, dépuratif, antilithiasique, ainsi que pour le traitement
de I'obésité et pour diminuer des douleurs menstruelles et de I'nypertension ,aussi elles étaient
utilisé en décoction comme anti-inflammatoire, antirhumatismale et antimicrobienne (Al-Snafi,
2015) (Sassoui et al., 2020) .

1.5. Les huiles essentielles

1.5.1. Généralités

Les huiles essentielles sont des mélanges trés complexes de composés volatiles qui sont
biosynthétisés par les plantes pour faire les différents fonctions écologiques et biologiques
(Falcdo et al., 2018). Les huiles essentielles sont parmi les produits les plus importants dans
I’industrie agricole, couramment elles sont utilisées dans les boissons, parfums, produits
pharmaceutiques, produits alimentaires et les parfums en place des agents aromatiques (Raut &
Karuppayil, 2014). Elles sont utilisées aussi dans la médicine traditionnelle depuis longtemps
pour le traitement de différents maladies et troubles de la santé c’est grace a leurs nombreuses et
importantes applications biologiques (Saad et al., 2017 ) parmi les activités les plus connus et
utiles leur utilisation comme des agents antioxydants vu que le stress oxydatif est a 1’origine de
plusieurs problemes de la santé telles que les inflammations, maladies cardiovasculaires,
cancer.....etc (Cheraif et al., 2020)
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1.5.2. ROle et activités biologiques des huiles essentielles d’Artemisia campestris

Les huiles essentielles d'Artemisia campestris (Asteraceae) sont présentées au tant que des

métabolites secondaires, elles présentent un rdle principal dans les activités biologiques:

e Ellesont des effets antioxydants, antiplaquettaires et vasorelaxants de I'huile essentielle
d'A. campestris L (Dib et al., 2017).

e Les huiles essentielles d’Artemisia campestris ont un potentiel insecticide (Ammar et al.,
2020).

e Elles possédent une activité contre les venins de serpents.(Jaouadi et al., 2016)

e |l est mentionné que les HE et leurs composants sont des agents anticancéreux (Gautam
et al., 2014); elles présentent une activité antitumorale significative contre les cellules
HT-29 du cancer du c6lon (Bayala et al., 2014).

e L’huile essentielle d’Artemisia campestris a des propriétés antioxydantes et

antibactériennes (Hussain et al., 2017).
1.5.3. Composition chimique des huiles essentielle d’Artemisia campestris

1.5.3.1. Groupe des terpénoides

D'une maniére genérale, les huiles essentielles ne contiennent que les terpénes les plus volatils,
c'est-a-dire ceux dont la masse moléculaire n'est pas trop élevée: mono- et sesquiterpenes. Ce
sont des hydrocarbures avec dix et quinze atomes de carbone, respectivement qui peuvent étre
saturés ou insaturés, acycliques, monocycliques, bicycliques ou méme polycycliques. Ils peuvent
également étre accompagnés de leurs dérives oxygenés: alcools, esters, éthers, aldéhydes,

cétones (Bruneton, 1993).
1.5.3.2. Groupe des composés aromatiques

Une autre famille chimique moins systématique que les terpénoides; est fréquemment
rencontrée parmi les composés volatils. 1l s'agit des dérivés du phénylpropane. Ce sont tres
souvent des allyle- et propénylphénols, parfois des aldéhydes, caractéristiques de certaines huiles
essentielles d'Apiaceae (anis, fenouil, persil, etc.: anéthole, anisaldéhyde, apiole, méthylchavicol)
mais aussi de celles de girofle, de la muscade, des cannelles, etc. (eugénol, myristicine, asarones,

cinnamaldéhydes, ...) (Bruneton, 1993).
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1.5.3.3. Composés d'origines diverses

De faibles quantités de composés acycliques non terpéniques et de poids moléculaires peu élevés
peuvent se retrouver dans certaines huiles essentielles (alcools, aldéhydes, cétones, etc). Parmi
les essences naturelles, on peut distinguer des essences qu’on pourrait qualifier de simples
(riches en un composé prépondérant), de complexes (ne possédant aucun compose prépondérant)
et tous les cas intermédiaires sont possibles. L'un des exemples typiques d'une essence simple est
celui de I'essence de girofle qui contient au moins 80 % d'eugénol et de petites quantités d'autres
produits. Le cas extréme de complexité peut étre illustré par I'essence de vétiver qui contient une

centaine de composants dont les vétivones (alpha et béta) et le khusimo (Samate, 2014).
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Chapitre I1. Le kyste hydatique

11.1. Généralités

Le kyste hydatique, également dénommé hydatidose ou échinococcose kystique(EC), est une
zoonose importante avec des conséquences socio-economiques considérables. (Tabari et al.,
2019) (Kowsari et al., 2021). EC a une distribution mondiale et il est hautement endémique dans

tous les pays d'Afrique du Nord dont I'Algérie, la Libye, le Maroc et la Tunisie.

Néanmoins, (Zait et al. 2016) rapportent que I'EC est un probléme important de santé publique
en Algérie (Youssefi et al., 2020) .

L'hydatidose est I'une des plus importantes maladies helminthiques causées par le stade larvaire
du cestode Echinococcus granulosus, dont I'h6te principal est le chien. L'homme et le bétail
domestique peuvent étre des hotes intermédiaires; dans leurs organes les plus touchés le foie, les
reins, les poumons et le cerveau ou des kystes hydatiques peuvent se développer (Youssefi et al.,
2020) (Alyousif et al., 2021) .

La chirurgie est le traitement le plus efficace de I'échinococcose kystique. Une des principales
préoccupations et complications de cette chirurgie est la rupture et la dissémination de
protoscolex infectieux pendant la chirurgie, ce qui entraine une infection secondaire avec

I'implication des organes voisins. (Tabari et al., 2019) (Moazeni et al., 2012) .

Une approche pour gérer la chirurgie compliquée de I'échinococcose kystique est I'application
d'agents scolicides pour prévenir une réinfection potentielle tels que le sérum physiologique
hypertonique (20%), le nitrate d'argent, et le formol. (Alyousif et al., 2021), (Moazeni et al.,
2019) .

Cependant, des enquétes récentes ont rapporté que ces agents ne sont pas completement sdrs et
ont divers effets secondaires indésirables locaux ou systémiques, notamment la fibrose biliaire,
la nécrose hépatique et la cirrhose. Pour cette raison, trouver et découvrir de nouveaux
médicaments scolicides a haute efficacité et a faible toxicité avec des effets secondaires

minimaux est une priorité pour les chercheurs (Alyousif et al., 2021)

Depuis les temps anciens, les herbes médicinales et leurs dérivés ont été largement utilisés pour
la promotion de la santé et le traitement des maladies chroniques. Les médicaments a base de
plantes ont également été utilisés avec succes dans le traitement d'un large éventail d'infections
bactériennes, virales et fongiques, ainsi que parasitaires. Cependant, seul un nombre limité
d'efforts de recherche ont été consacrées a évaluer I'activité scolicide d'huiles essentielles contre

les protoscolex d'E. granulosus (Tabari et al., 2019, Alyousif et al., 2021)
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11.2. PARASITE ECHINOCOCCUS GRANULOSUS

11.2.1. Classification

Embranchement : Helminthes.

Sous embranchement : Plathelminthes (vers plats).

Classe : Cestodes (vers segmentés).

Sous classe : Eucestodes.

Ordre : Cyclophylidea (scolex portant des ventouses et parfois des crochets).
Famille : Taeniidae.

Genre : Echinococcus.

Espéces : Echinococcus granulosus.

11.2.2. Forme de E.granulosus :

L’échinococcose humaine est causée par des parasites, a savoir des ténias du genre

Echinococcus. L’échinococcose se présente sous 4 formes :

. [’échinococcose kystique, également connue sous le nom de Kkyste hydatique ou

hydatidose, due a I’infestation par I’espece Echinococcus granulosus .
. I’échinococcose alvéolaire, due a I’infestation par E. multilocularis .

. I’échinococcose néotropicale sous deux formes: 1’échinococcose polykystique causée par

E. vogeli ; et I’échinococcose unikystique causée par E. oligarthrus.

Les deux formes principales, qui présentent un intérét médical et de santé publique chez

I’homme, sont 1’échinococcose kystique et 1’échinococcose alvéolaire. (OMS ; 2020)

La forme larvaire d'E. granulosus est un sac rempli de liquide consistant en une couche interne
nucléée ou germinale et une couche laminée acellulaire, résistante et élastique. Le kyste est
entouré extérieurement par un adventice produit par I'n6te. En effet, la couche germinative du

kyste hydatique agit comme une source productrice des protoscolex (Kowsari et al., 2021).
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Figure 1 : Echinococcus granulosus, larve hydatique ouverte (photo originale)

11.2.2.1. Morphologie

Echinococcus granulosus est un petit ver de 3 a 6 mm. Le scolex est muni d'un rostre saillant
avec une double couronne de crochets mesurant de 20 a 40 p m de long et 4 ventouses. Le cou

est court. La chaine n'est formée que de 3 ou 4 anneaux, dont le dernier seul arrive a maturité.

Les pores génitaux sont alternés (Jacques Le Bras, 2007).

Scolex dévaginé Scolex invaginé

Figure 2: Echinococcus granulosus : vers adulte (Jacques Le Bras, 2007)
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11.2.3. Transmission et Cycle de vie

En ce qui concerne le cycle de vie du parasite, I'nomme, en tant qu'héte intermédiaire, est
généralement infecté par l'ingestion daliments, d'eau, de légumes, etc., contaminés par le

parasite ceufs excrétés par les chiens et d'autres canidés, 1'hote définitif. (Alyousif et al., 2021).

Les hotes définitifs s’infectent en ingérant les viscéres d’hotes intermédiaires contenant les

larves du parasite (Kowsari et al., 2021) (OMS ; 2020).

Les cestodes adultes dans l'intestin gréle des carnivores développent des ceufs qui sont évacués

avec les matiéres fécales et contaminent I'environnement. (Tabari et al., 2019).

Un certain nombre d’animaux herbivores et omnivores agissent comme des hotes intermédiaires
pour Echinococcus. Ils s’infectent en ingérant les ceufs du parasite présents dans des aliments et
de I’eau contaminés. (OMS ; 2020). Les embryophores sont libérés dans l'intestin gréle de ces
hotes, atteignent le foie et d'autres organes via la circulation sanguine et se développent en

forme larvaire du parasite (kystes EC) (Kowsari et al., 2021).

Suite a l'ingestion accidentelle des ceufs, les métacestodes développent une structure kystique
remplie de liquide qui produit un grand nombre de protoscolex. Les kystes peuvent survenir dans
n'importe quel systeme organique et les caracteristiques cliniques de cette maladie varient selon

I'organe impliqué. (Tabari et al., 2019)

Les humains agissent comme des hotes intermédiaires dits accidentels en ce sens qu’ils
contractent I’infection de la méme maniere que d’autres hotes intermédiaires, mais ne participent

pas a la transmission de I’infection a I’hote définitif. (OMS, 2020) (Figure 3).
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Figure 3: Cycle évolutif de I’hydatidose et anatomie schématique d’un kyste (Schantz, 2003)

11.3. PATHOLOGIE

11.3.1. Signes et symptdmes

L’infestation humaine par E. granulosus entraine le développement d’un ou plusieurs kystes
hydatiques situés le plus souvent dans le foie et les poumons, et moins fréqguemment dans les os,
les reins, la rate, les muscles et le systéme nerveux central (OMS; 2020). La forme adulte d'E.
granulosus dans I'hdte définitif n'est pas mortelle, cependant, le stade larvaire du parasite dans

I’hote intermédiaire (humains et certains carnivores comme les moutons, les chévres, etc.) peut

10
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entrainer des conditions séveres, voire la mort, en formant des kystes hydatiques dans divers
organes vitaux tels que le foie, les poumons, le cerveau, etc (Mohamed S. Alyousif et al ; 2021).

La période d’incubation asymptomatique de la maladie peut durer de nombreuses années avant
que les kystes hydatiques soient suffisamment développés pour déclencher des signes cliniques.
(OMS ; 2020). Bien que la maladie ne présente aucun signe clinique aux premiers stades, un
large éventail de symptdmes cliniques peut apparaitre en fonction de I'emplacement et de la taille
du kyste hydatique (Alyousif et al., 2021).

Les hydatides hépatiques entrainent souvent des douleurs abdominales, des nausées et des
vomissements. En cas d’atteinte pulmonaire, les signes cliniques sont une toux chronique, des
douleurs thoraciques et un essoufflement. Les autres signes dépendent de I’emplacement des
kystes hydatiques et de la pression exercée sur les tissus environnants. Les signes non

spécifiques comprennent I’anorexie, la perte de poids et 1’asthénie (OMS ; 2020).
11.3.2. Diagnostique

Le diagnostic est devenu facile grace aux progres de I'imagerie médicale, notamment
I’échographie et le scanner abdominal. L’échographie est la technique d’imagerie a privilégier
pour le diagnostic de 1’échinococcose kystique et de 1’échinococcose alvéolaire chez ’homme.
Elle est généralement complétée ou validée par la tomodensitométrie (TDM) et/ou 1’imagerie par
résonance magnétique (IRM) (Sakhri & Ben Ali, 2004).

Les kystes peuvent étre découverts fortuitement lors d’une radiographie. Différents tests
sérologiques détectent des anticorps spécifiques et peuvent étayer le diagnostic et la détection

précoce des infections a E. granulosus et a E. multilocularis (OMS ; 2020).

Chez I'nomme, méme si l'infection peut étre cliniquement silencieuse, elle peut étre séveére;
dans de rares cas, elle peut se présenter comme une maladie mortelle. (Kowsari et al., 2021) En
2015, le groupe de référence de I’OMS sur 1’épidémiologie des maladies d’origine alimentaire a

estimé que | ’échinococcose était a ’origine de 19 300 déces. (OMS, 2020)

11.3.3. Traitement

Actuellement, les procédures thérapeutiques pour le CE sont assez limitées. Les approches
existantes pour le traitement du CE humain comprennent la chirurgie, la ponction-aspiration,
injection et ré-aspiration (PAIR ; cette technique consiste a aspirer le liquide hydatique, a injecter

un scolicide, qui sera laiss¢ en place une vingtaine de minutes avant d’étre réaspiré), le

11
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traitement anti-parasitaire ou regarder et attendre des kystes inactifs ( Pensel et al.,
2014,Youssefi et al., 2020).

Le choix doit se fonder principalement sur les images échographiques du kyste, selon son stade
de développement, ainsi que sur 1’infrastructure médicale et les ressources humaines disponibles.
Pour 1’échinococcose kystique, le taux de mortalité post-opératoire est de 2,2 % en moyenne et
environ 6,5 % des cas rechutent aprés 1’intervention, ce qui prolonge la convalescence (OMS,
2020).

De nombreux agents scolicides tels que la povidone iodee, le formol, le peroxyde d'hydrogeéne, le
nitrate d'argent, le cétrimide et lI'albendazole peuvent étre appliqués pendant la chirurgie sur les
kystes hydatiques pour désactiver les protoscolex vivants et contrdler la réapparition de

I'infection.

Actuellement, les derivés des Benzimidazoles : I'albendazole et le mébendazole, sont utilises
dans le traitement des CE. Lorsque les kystes sont peu nombreux et de petite taille, ces dérivés
peuvent étre efficaces, mais ils peuvent également produire des effets nocifs et parfois échouer
dans les protocoles de traitement.(Youssefi et al., 2020). Environ un tiers des patients traités
avec des benzimidazoles (BZ) ont été guéris et 30 a 50 % des patients CE ont démontré une
régression significative de la taille du kyste. Cependant, 20— 40 % des cas ne répondent pas
favorablement. En outre, les effets indésirables de la chimiothérapie sous BZ a long terme
comprennent une élévation des transaminases, une alopécie, une leucopénie (Pensel et al., 2014).
D'autre part, 2 ans apres le début du traitement, 40% des kystes peuvent étre rester a I'état actif
(Kowsari et al., 2021).

Jusqu'a présent, la chirurgie reste le traitement privilégié du CE, surtout lorsque les kystes sont
énormes et affectent des organes critiques (Alyousif et al., 2021) (Youssefi et al., 2020). Pendant
la chirurgie, il est essentiel d'éviter la rupture et la libération du contenu du kyste (protosolexes)
afin d’éviter le risque de réactions immunologiques, de réinfection et méme de déces. Par
conséquent, l'utilisation d'agents scolicides est essentielle pour réduire le taux de
réapparition(Youssefi et al., 2020).

11.4. PREVENTION

L’échinococcose kystique est une maladie évitable car les hotes définitifs et intermédiaires
sont des especes animales domestiques. Le cycle de transmission de |’échinococcose Kystique

implique des chiens et des hétes intermédiaires généralement des moutons. Afin de rompre le
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cycle de transmission, les mesures de lutte doivent tenir compte de ces animaux. Dans le cadre
d’une approche « Un monde, une santé » (One Health), ces mesures comprennent la
vermifugation des chiens avec du praziquantel au moins 4 fois par an et la vaccination des
agneaux avec le vaccin EG95 ce qui offre des perspectives encourageantes en matiere de lutte
agés pourrait permettre d’éliminer 1’échinococcose kystique chez I’homme en moins de 10 ans.

(OMS, 2020).

Une hygiéne des mains, surtout aprés avoir caresse un chien, manipulé de la terre, etc et la

consommation de nourriture cuite pourrons éviter la contamination (OMS, 2020).
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Chapitre 111. Matériels et méthodes

I11.1. Matériel et produits

I11.1.1. Appareillage et équipement

. Balance de précision.
. Spectrophotometre.
. Microscope optique.

. Agitateur.

. Centrifugeuse.

. Clevenger.

111.1.2. Accessoire et verreries
. Lames.

. Lamelles .

. Micropipette.

. Erlenmeyer.

. Béchers.

. Tubes a essais.
111.1.3.Produits

. Acide gallique.

. Quercetine.
. Dpph.

. Méthanol.
. DMSO.

. Eosine.

. Nacl.
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111.1.4.Produit végétale

Dans I’extraction d’huile essentiel d’Artemisia campestris; la partie aérienne de la plante joue le

réle principal, dont elle été récolté au niveau de la région de Boussaada au mois de février, 2022
I11.1.5.Parasite

Les kystes hydatiques d’origine hépatique et pulmonaire sont obtenu a partir des ovins et

récupéres de 1’abattoir de M’sila.

Figure 4 : Kyste hydatique hépatique ovin (photo originale).

111.2. Méthodes

111.2.1. Extraction de I’huile essentielle

Apres sa récolte, la plante a été nettoyée et séchée a 1’abri de la lumiére pendant presque 20

jours.

L’extraction de I’huile essenticlles a été effectuée par hydrodistillation classique sur un appareil
de type clevenger, Le procédé consiste a émerger 200 g de la matiere végétale dans un ballon de
2 litres remplit d’eau distillée (2/3 du volume de ballon) et ceci selon le temps de distillation
(3h). Un refroidisseur est utilisé pour condenser les vapeurs en un distillat (hydrolat) et
I'extraction commence lorsque la premiere goutte tombe dans le collecteur. Le distillat est divisé

en deux phases : HE constitue la phase supérieure et I'eau constitue la phase inférieure. Les
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huiles essentielles sont ensuite concentrées dans la phase organique. La solution d'HE organique
ainsi récupérée, pesée et stockée dans des flacons marrons opaques, scellés et conservés au frais
(4°C) pour éviter toute dégradation (Dib et al., 2017).

Figure 5: Montage Clevenger (photo originale)
11.2.1.1. Détermination du rendement

Le rendement de I’huile essentielle est le rapport entre la masse de la matiére seche et la masse

d’huile essentielle récupéré. Le calcul se fait selon 1’équation suivante :
Calcule du rendement :
R% =M/MO0 %100

M : masse en gramme de I’HE récupéré

MO : masse en gramme du matériel végétal a traiter

R : rendement en huiles essentielles (en %)
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111.2.2. Activité anti-oxydante
111.2.2.1. Test de DPPH

Le test de DPPH (2,2’ diphenylpicrylhydrazyl) est une méthode largement utilisée dans
I’analyse de I’activité antioxydant. Ce test est réalisé suivant le protocole décrit par Brand

Williams et ses collaborateurs (1995) (Brand-Williams et al., 1995).

Une solution mére d’huile essentielle a été préparée de (Lmg/ml) afin d'obtenir aprés dilutions les
concentrations suivantes : 1.56 ;3,12 ; 6.25 ; 12.5 ; 25 ;50 ;100 mg/ml .1250 pl d’une solution
méthanolique du DPPH (0.04 mg/ml) sont ajoutés a 50 pl de la solution a tester avec différentes
concentrations ou a 50 pl du méthanol (témoin négatif). Apreés agitation, les tubes sont places a
I’obscurité, a la température ambiante pendant 30 minutes et I’absorbance des solutions sont

mesurée & 517 nm.

La quercetine et I’acide gallique & différentes concentrations (dissouts dans le méthanol) sont

utilisés comme témoins positifs (Brand-Williams et al., 1995).
Le pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH est calculé par la formule suivante :
1% = [(A témoin — A éch) / A témoin] x 100

1% : pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH.

A témoin : Absorbance du témoin négatif.

A éch : Absorbance de I’échantillon
L'activité antioxydante des extraits est exprimee en IC50, dont les valeurs sont déterminées
graphiquement par la régression linéaire. Toutes les opérations sont effectuées trois fois.
111.2.3. Activité scolicidale in vitro
111.2.3.1. Préparation de I’huile essentielle de la plante

L’huile essentielle de la plante « Artemisia campestris» est dissoute dans le DMSO a 3% avec
des différentes concentrations (Hizem et al., 2020).

111.2.3.2. Récupération et examen de la fertilité des kystes hydatiques

Des kystes hydatiques fertiles et en bon état ont été prélevés a partir du foie et des poumons des

moutons infecteés récupérés de 1’abattoir de M’sila.

Une ponction des kystes est la premiére étape pour la récupération des protoscolex qui ont été
obtenues a partir d’un liquide hydatique. Ce dernier a été centrifugé a 3000 rpm pendant 5 min.

le culot est récupéré et I’échantillon est examiné.
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Pour tester la présence du parasite ainsi sa viabilité et mobilité le test d’exclusion a 1’éosine est

effectué.
111.2.3.3. Evaluation de la viabilité des protoscolex par test d’exclusion a I’éosine

La viabilité des protoscolex a été déterminée par le test d'exclusion a 1’éosine; une goutte de
liquide hydatique fertile mélangée avec une goutte d’¢osine a 0,2 % en solution dans I’eau
distillée est placée entre lame et lamelle. Apres quelques minutes, tous les protoscolex qui
retiennent la coloration sont considérés comme morts, alors que ceux qui ne la retiennent pas

sont considérés comme viables (Amri & Touil-Boukoffa, 2016).
111.2.3.4. Evaluation de I’effet scolicidale d’Artemisia campestris

Pour tester I’effet scolicidale de la plante; une gamme de concentration croissante de I’huile

essentiel récupérée a été préparée : 12.5; 25; 50 ; 75 et 100 pl /ml.

Dans une microplague de culture a 48 puits, on dépose les différentes dilutions de 1’huile dilué
dans I’eau physiologie avec un volume constant de la solution parasitaire de 100ul conduisant

ainsi a un volume total de 200 pl.

En parallele un témoin négatif a été préparé avec solution DMSO a 3% dans 1’eau physiologique,

et un témoin positif en utilisant une solution hypertonique a 20%.

L’effet de la plante est évalué a différents intervalles de temps par le test d’exclusion a I’éosine;
jusqu’a I’obtention d’un effet scolicidale optimale avec une mortalité totale de 100%. Pour
chaque concentration I’expérience est répété 3 fois (Amri & Touil-Boukoffa, 2016).

111.2.4. Etude statistique

L'analyse statistique est réalisée a l'aide de GraphPad Prism 9. Les résultats sont exprimés en
moyenne = SD. Les données sont analysées statistiquement en utilisant ANOVA two-way avec
le test de comparaison multiple de Tukey (Les différences sont considérées comme

statistiquement significatives si p < 0,05).
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Chapitre 1V. Résultats et discussion

1VV.1. Rendements des extractions

L’huile essentielle de la plante est récupérée par la technique d’hydrodistillation par un appareil
de type Clevenger. Différentes caractéristiques sensorielles des huiles essentielles ont été
répertoriées. L’huile obtenue est de couleur jaune foncée, aspect liquide et d’une odeur forte et

agréable, son rendement est de 0.16 %.

En comparant séparément le rendement de 1’huile essentielle obtenue au cours de notre étude
avec ceux rapportés dans la littérature et qui sont compris entre 0.1 % et 1.7 %, nous remarquons
que le rendement se situe dans I’intervalle des différents rendements obtenus pour la méme

plante.

Selon Belhatab et al (2011); le rendement de A campestris issu de la région de Boussaada est

plus élevé a celui obtenu de notre plante prélevée de la méme région.

Récemment, Rocha et al (2021) ont rapporté un rendement plus élevé en huile essentiel de la

méme plante ; dont I’origine est le Portugal.

Ces différences en rendement peuvent s’expliquer par les changements climatiques, ou les

facteurs écologiques (Hendel et al., 2021).
IV.2. Activité anti oxydante

Le DPPH est un radical libre stable et facile a analyser. c’est un composé majeure dans
I’évaluation de I’activité antioxydant qui est basee sur la réduction du radiale DPPH a 517 nm et

ceci en présence d’un capteur de radicaux accompagne d’un changement de couleur (Bozin et
al., 2008, Mourad et al., 2018).

Les résultats obtenus sont présentés par la concentration d’inhibition IC 50 ; La valeur d’IC50
exprime la concentration de I’huile nécessaire pour diminuer I’absorbance du DPPH de 50 %
(inhibition de DPPH a 50 %). La valeur d’IC50 est comparée a I’'IC50 des substances de

référence.

L’IC50 est déterminée graphiquement a partir d’une droite de pourcentage d’inhibition en

fonction des concentrations de la substance.

Les résultats dans le tableau ci-dessous illustrent 1’activité antioxydante exprimée en valeurs
d’IC50 de I’huile essentielle d Artemisia campestris ainsi que les antioxydants standards (acide

gallique et quercetine).
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L’acide gallique et la quercetine ont montré une activité antiradicalaire puissante présenté par
des IC50 de 0.0357 mg /ml et 0.0530 mg /ml; respectivement. Néanmoins, I’huile essentielle
montre une activité anti radicalaire tres faible par rapport aux antioxydants standards avec une

IC50 de 31.75 mg/ml.
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Figure 6 : Courbe du pourcentage d’inhibition du DPPH en fonction des concentrations d’huile
essentielle d’Artemisia campestris .

Tableau 1: Les valeurs d’IC50 de I’huile essentielle d’ Artemisia campestriss et les antioxydants
standards (acide gallique, quercetine)

HE et Standards IC50 (mg/ml)
HE 31.75+ 3,14
Acide gallique 0.0357 + 0.0006
Quercetine 0.0530 + 0.0028

Plusieurs études ont ét¢ menées sur I’évaluation de I’activité antioxydante par le test DPPH
d’Artemisia campestris; provenaient essentiellement des pays d'Afrique du Nord-Ouest (région

méditerranéenne) : Tunisie, Maroc et Algérie.

De méme, Akrout et al (2011) ont trouvé que I’huile essentielle d’Artemisia campestris
présente une IC50 de 94.5 mg /ml (Akrout et al., 2011).
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En revanche, Cheraif a montré une activité antioxydante de 1’huile exprimée par une IC50 de
7.80 mg /ml (Cheraif et al., 2020).

Récemment, Hendel et al ont révélé un pouvoir antioxydant élevé de I’huile essentielle
d’Artemisia campestris avec une IC50 de 2.713 mg/ml comparant au BHT avec une IC50 de
0.026 mg /ml (Hendel et al., 2021) .

La comparaison de nos résultats avec celles de la littérature était en quelque sorte tres délicate,
puisque plusieurs parametres ont été adoptés, dont ceux liés aux protocoles employant
différentes concentrations initiales de solution DPPH, différents solvants "méthanol, éthanol, etc,
et différents temps de réaction 30 min, 60 min, etc.” ; ce qui a donné licu a des valeurs d’IC50

divergentes pour la méme plante (Boukhalkhal et al., 2018).

En outre, certaines incohérences ont également été repérées ; par exemple, les valeurs des IC50
des HE d'A.campestris, ont été rapportées deux fois par le méme auteur (en utilisant le méme
protocole exact), dont elles sont avérées tres différentes : 1,875 puis 94,5 mg/mL (Akrout et al.,
2009 et 2011).

Concernant la relation de la composition chimique de I’huile essentielle ainsi que I’activité
antioxydante, 1’étude menée par Boukhalkhal et al., sur la variabilité chimique des huiles
essentielles de différents sous especes d’Artemisia campestris issus de différentes régions, ainsi
que leur activité antioxydante ; a montré que la valeur la plus élevée des activités antioxydantes
par le test DPPH corréle principalement avec les pourcentages les plus élevés en composants

majeurs suivants : a-pinéne, capilléne et B-myrceéne (Boukhalkhal et al., 2018).
IV.3. Activité scolicidale in vitro

Depuis longtemps, les composés naturels ont été utilisés pour traiter de nombreuses maladies, ils
occupent une place centrale dans la médecine complémentaire et alternative dans le monde
entier. Selon I'Organisation mondiale de la santé (OMS), plus de 70 % de la population mondiale
a recours a des remedes populaires pour le traitement de certains de ses problemes de santé
(Mahmoudvand et al., 2019).

Dans I’évaluation de 1’effet scolicidale de I’huile d’Artemisia campestris sur la viabilité des
protoscolex, la coloration avec 1’éosine permettra de distinguer entre les parasites morts qui sont

colorées en rouge et ceux vivants réefringents.

L’effet de notre huile est évalué par la comparaison des pourcentages de mortalité pour chaque
concentration et a différents intervalles de temps. Les résultats sont représentés dans le tableau et

le graphe suivants:
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Figure 7:L'activité scolicidale de I'huile essentielle d'Artemisia campestris

Tableau 2 : Les pourcentages de mortalité des protoscolex traité par ’HE d’A. campestris

Concentration Temps de mortalité(%o)
(ul/mi) d’incubation

(min)
Solution hypertonique 10 100 £ 0.00
125 10 19.923 +7

30 18.867 + 17
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60 25 + 8.45

25 10 27.388 + 1.729
30 39,75 + 2.701
60 72.72 + 4.09

50 10 33.050 + 1.986
30 78.350 + 2.407
60 82 +12.72

75 10 52.91 + 13
30 73.44 + 0.00
60 100 + 0.00

100 10 59.49 + 25.154
30 93.54 +10.928
60 100 + 0.00

150 10 100 +0.00
30 100 + 0.00
60 100 + 0.00

L’effet est testé en fonction de la dose et le temps d’incubation. Le taux de mortalité était 100%

aprés 5 min d’incubation a la concentration 150 pl/ml HE d’A campestris, aussi bien une

mortalité totale aprés 30 min d’incubation avec la concentration 100ul/ml a été observée.

De la méme facon, HE d’A campestris a 75 pl /ml a détruit 53%, 74% et 100% de protoscolex

apres 10, 30 et 60 min d’incubation; respectivement.

Simultanément, certaines altérations de la morphologie des protoscolex ont été aussi observées

telles que la perte de crochets (& 100 et 150ul/ml), la formation de bulles sur le tegument de

parasite et la désorganisation de la membrane plasmique (Figure 8).
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Figure 8: Test de viabilité des protoscolex par le test d'exclusion a I'éosine.

(PSC.V) : protoscolex vivant ; (PSC.M) : protoscolex mort ; (CC) : corpuscules calcaires ; LCI :

libération du contenue interne

Nos résultats s’accordent avec plusieurs travaux qui ont montré la formation des bulles et la
désorganisation de la membrane plasmique aux niveaux des protoscolex aprés différents
traitements (Bouaziz et al., 2021; Verma et al., 2014) .

Les résultats ont montré qu’en augmentant le temps d’incubation et la concentration de 1’huile
essentielle ; il y’a une différence remarquable de mortalité (p<0.0001 pour les deux facteurs
temps et concentration).
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A notre connaissance, aucune étude n’a été faite sur ’activité scolicidale de 1’huile essentielle de
[’Artemisia campestris ; néanmoins des propriétés anthelminthiques importantes ont été

démontré contre Haemonchus contortus (Abidi et al., 2018).

En effet, ’activité anti-leishmaniose dose et temps dépendante de 1’huile essentielle d’Artemisia
campestris a été aussi démontré sur les promastigotes de Leishmania infantum par 1’induction

d’une apoptose cellulaire (Essid et al., 2015, Aloui et al., 2016).

D’autres activités biologiques de I'huile essentielle d'Artemisia campestris sont étudiées telle que
I'activité antibactérienne contre Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus. La meilleure activité
antibactérienne a été obtenue contre Pseudomonas aeruginosa et contre Escherichia coli avec

des zones d'inhibition de 23 mm et 20 mm, respectivement (Al-Snafi, 2015).

D’apres Hizem et al (2020) I’huile essentielle de Thymus capitatus présente une activité

scolicidale totale aprés 1 min d’incubation a la concentration de 3mg/ml (Hizem et al., 2020)

Hossein et al (2019) ont trouvé que le taux de mortalité des protoscolex était de 100% apres 5
min de traitement a la concentration de 200 pL/ml de I’huile essentielle de curcuma

(Mahmoudvand et al., 2019).

L’huile essentielle de ferula macrecolea a une meilleure activité protoscolicide a la
concentration de 300 pL/mL, ou tous les protoscolex ont été détruits aprés 20 min (Alyousif et
al., 2021).

L’étude mené par Hossein et al (2017) révele que I’huile essentielle de Cinnamomum zeylanicum
a un effet scolicidale majeur avec les concentration 50 et 100uL/ml aprés seulement 5min
(Mahmoudvand et al., 2017).

Sid Mohamed et al (2020) trouvent que I’huile essentielle de Syzygium aromatic élimine 100%

de protoscolex apres seulement 5 min et ceci a la concentration 15ul/ml (Selles et al., 2020).

Récement, Kowsari et al (2021) indiquent que I’huile essentielle de Zataria multiflora a la
concentration de 8 mg/ml et aprés 7 min d’incubation, 100% de protoscolex sont mort (Kowsari
etal., 2021).

Détermination de la concentration inhibitrice IC50

L’¢évaluation la concentration inhibitrice qui élimine 50% de la concentration initiale du parasite

reflete le pouvoir scolicidale de chaque plante.
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Nos résultats montrent que les IC50 different pour chaque temps (Figure), plus le temps

d’incubation augmente plus la 1IC50 diminue.

D’apres Alvi et al (2021) ; Piper longum a une IC50 20 mg/ml a 60 min, I’'IC50 de Ruta
graveolens est 40 mg/ml. De méme ; pour 1I’Atriplex halimus, la propolis algérienne et la menthe
iranienne les 1C50 sont : 40 mg/mL pour 90 min, 74.65 pg/ml et 200 mg/ml & 30 min,

respectivement.

La variation des valeurs d’IC50 est due a plusieurs facteurs dont la nature d’extrait

(méthanolique, aqueux ....) ou bien a la plante elle-méme (Alvi et al., 2022).

Les résultats d’IC50 de la moyenne de 3 tests répétés sont montre au tableau suivant :

Tableau 3: les valeurs d’IC50 d’huile essentielle d’ Artemisia campestris

Temps (min) 1C50ul/ml
10 70.875 £2.025
30 31.91+1.23
60 19.04 £9.50
100
80—
—
=
T 60—
=
S 40—
g —
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Figure 9 :les valeurs des IC 50 de I’huile essentielle d’ Artemisia campestris

La plupart des recherches se sont concentrées sur I'évaluation in vitro plutot qu'in vivo

contre les protosolexes d'E.granulosus. Cela pourrait étre di au fait que les tests in vitro sur les
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plantes sont moins codteux, prennent moins de temps et produisent des résultats rapides, ce qui

permet de tester les plantes a grande échelle (Al-Shaibani et al., 2008).

Chez I'nomme, la chirurgie du kyste hydatique a des effets secondaires graves, qui peuvent
entrainer d'autres complications. Donc il faut accorder plus d'attention a la toxicité de ces
médicaments, ainsi qu'a la recherche d'autres meédicaments alternatifs appropriés (Brunetti et al.,
2010).

Un agent protoscolicide approprié doit montrer son activité a des doses plus faibles avec une
efficacité élevée dans un laps de temps plus court. En outre, un bon agent protoscolicide est
considéré comme stable dans le contenu kystique et doit présenter une toxicité minimale (Swamy
etal., 2016).

Pour étre sOr de cet agent est un bon agent scolicide clinique, il est nécessaire de faire des études

in vivo supplémentaires (Hizem et al., 2020).

Dans le but de chercher le principe actif clé ; les composés dérivés des plantes ont été également

testés pour leur activité protoscolicidale.

Des chercheurs ont trouvé que Carvacrol, Thymol, p-Cymene sont parmi les constituants
principales des huiles essentielles qui ont une activité scolicidale contre les kystes hydatique
(Mahmoudvand, Dezaki, et al., 2014, Kowsari et al., 2021)

D’apres Tabari et al (2019) Différentes concentrations d'huiles essentielles et leurs deux
principaux constituants ont été testées pour I’activité scolicide. Les résultats de la GC-MS ont
révélé que le citronellol et le B-pinéne étaient les aprés 60 minutes d'exposition a 50 pg/mL de P.
roseum et de F. gummosa, le taux de mortalitt moyen des protosolexes était de 100 %.
Cependant, le B-pinene et le citronellol au méme moment avec des concentrations de seulement
10 pg/mL ont entrainé une mortalité approximativement supéricure a 80 %. Les huiles
essentielles de P.roseum et F.gummosa ont montré un effet toxique significatif sur E. granulosus
(Tabari et al., 2019).

L’efficacité du carvacrol, du thymol et du béta-myrcéne contre protoscolex Echinococcus
granulosus a été revélee (Elissondo et al., 2008); (Fabbri et al., 2016) . Le 6-Gingérol extrait du
gingembre a montré un effet scolicidale important in vitro (Amri & Touil-Boukoffa, 2016). En
outre, I’acide ursolique; est un composé chimique a base de triterpéne pentacyclique présent dans
différentes plantes médicinales ; a montré une activité antihydatique in vitro et in vivo (Yin et al.,
2018). De méme, Larki et al. démontrent 1'effet scolicide de 1’acide gallique ; I'un des plus

importants acides phénoliques des plantes (Larki et al., 2017). Berberine a une importante
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activité scolicidale in vitro contre les protoscolex Echinococcus granulosus (Mahmoudvand,
Asadi, et al., 2014) .
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Conclusion

Conclusion

Depuis des siécles la phytothérapie est utilisée en médecine traditionnelle par I’homme.
Plusieurs plantes font partie de la flore médicinale de notre région de M’sila, parmi elles ;
Artemisia campestris qui a une large utilisation grace a ses propriétés thérapeutiques. Son
efficacité releve de la variabilité et la richesse de ses composés. Parmi ces derniers ; les huiles

essentielles qui ont montré plusieurs activités biologiques.

L’activité antioxydant de I’HE a été évaluée par la méthode de réduction de radicale libre DPPH
en comparaison avec des antioxydants de références acide gallique; quercitine. En plus, I’'HE
d’Artemisia campestris présente une activité scolicidale tres importante vis-a-vis du parasite

Echinococcus granulosus.

L’ensemble de ses résultats obtenus ne constitue qu’une premiére étape dans la recherche des
substances d’origine naturelle biologiquement active, et la recherche des principes actifs clés
responsables de ces activités biologiques sera d’une grande utilité. L’étude de 1’effet
antihydatique de I’huile essentielle in vivo sur le modéle expérimentale murin sera parmi les

perspectives nécessaires pour notre étude la continuité nécessaire pour notre travail.
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Annexes

Annexe 1 :

Tableau 4: Le rendement d’ Artemisia campestris dans différentes régions

Région Rendement référence

Boussaada 0.66% (Belhattab et al., 2011)
Djelfa 0.1% (Dob et al., 2005)
Laghouat 0.71% (Jaouadi et al., 2016)
setif 0.45% (Ammar et al., 2020)
Tunisia 0.65% (Akrout et al., 2001)
Morocco 1.7% (Al Jahid et al., 2016)
Serbia 0.2% (Chalchat et al., 2003)
Portugal 1% (Rochaet al., 2021)




Annexes

Annexe 3

60
y =0,8909x - 2,8997 »

50 R?=0,9884 /
40
30 /
/ —o—Sériel
20 / —— Linéaire (Sériel)
10

0 T T T 1
0 20 40 60 80

% d'inhibition

-10
Concentration pg/ml

Figure 10: Courbe du pourcentage d’inhibition du DPPH en fonction des concentrations de la
quercetine.
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