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Introduction

Introduction

L’échinococcose Kystique est une zoonose parasitaire majeure provoquée par le stade
larvaire d’un cestode dont le cycle biologique impliqgue un hote définitif carnivore
(généralement un chien) et un hote intermédiaire (I’étre humain) (Zhang et al., 2008).

Cette parasitose hautement endemique sévit dans tous les continents et constitue un probleme
de santé publique et socio-économique notamment dans les pays d’élevage de moutons tels les
pays de I’Afrique du Nord (Eckert et al., 2001 ; Shambesh, 1997 ; Dakkak, 2010).

Au cours des 20 dernieres années, le traitement de la maladie hydatique repose
essentiellement sur la chirurgie. En Algérie, le 27°™ congrés mondial de [’echinococcose
kystique a été organisé conjointement avec 1’organisation mondiale de la santé (OMS), a I’issu
duquel le traitement médical (Albendazole) a €eté autorise. Malgré plusieurs essais de lutte
contre [’échinococcose kystique, elle demeure toujours une cause de morbidité et de mortalité
dans de nombreuses régions du monde.

Aujourd’hui I’utilisation des plantes médicinales en phytothérapie suscite un grand intérét
dans la recherche médicale et devient aussi importante que la chimiothérapie (Quaino et al.
2017) présente une source de substances et composés naturels bioactifs et d’autre part, des
besoins d’une meilleure médication accessible a tous, pour une thérapie plus douce sans effets
secondaires.

Au sein de cette multitude de plantes figure le henné, espece répertoriée sous le nom latin
de Lawsonia inermis, qui est riche en composés phénoliques (coumarines, flavonoides et les
dérivés d’acide gallique) dans ses feuilles (Hsouna et al., 2011).

Les extraits de cette plante sont largement employés, dans la médecine traditionnelle
depuis des siécles contre une multitude de maux et notamment dans les maladies des ulceres
de gastro-intestinaux. Les études récentes soulignent des propriétés extraordinaire de cette
plante (anti-tumorale, antibactérienne, antifongique, antioxydante ...) (Kallo et al., 2018;
Prosen et al., 2005).

Notre travail s’articule essentiellement autour des points suivants:

- L’extraction des polyphénols a partir des feuilles de lawsonia inermis.
- Dosage des polyphénols et I’évaluation des activités antioxydante,

- L’évaluation d’activité antibactérienne.

- L’étude de I’activité antiparasitaire
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Chapitre | Généralité sur Lawsonia inermis

. Généralité sur Lawsonia inermis

I.1.Description botanique
Le Henné est un arbuste odoriférant de la famille des Lythraceae tres ramifié ou petit arbre de

2 a 6 métres (Singh et al., 2005). Présentant des feuilles persistantes, étroites et effilées (Lattab,
2012) et de petites fleurs de couleur variable blanches ou roses péle (Ghedira et Goetz, 2017)

parfumées a odeur de rose.

Figure 1: jeune feuilles de Lawsonia inermis (Lebert, 2005)

I.2. Taxonomie
Le henné appartient a la famille des Lythracées, ordre des Myrtales. En botanique

Lawsonia est classée comme suit :

Tableau 1: Taxonomie de Lawsonia inermis (Wonget Teng., 1995).

Embranchement SPERMAPHYTES

Sous-embranchement ANGIOSPERMES

Classe DICOTYLEDONES
Sous classe ARCHICHLAMYDEAE

Ordre MYRTIFLORAE
Famille LYTHRACEAE
Genre LAWSONIA
Espéce INERMIS L
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1.3. La répartition géographique

Largement cultivée dans les régions tempérées de 1’ Afrique, au Moyen Orient et surtout en
Inde comme une plante ornementale et de colorant (Grieve, 2005). Elle est généralement
considéré comme originaire d'Afrique et d'Asie et largement cultivé dans les régions tropicales
du monde.
La plante L. inermis s'est répandue aussi bien vers I'Ouest que vers I'Est au point qu'on la
trouve maintenant cultivée dans la plupart des régions tropicales et subtropicales du monde.
La zone de notre étude c’est la wilaya de d’Adrar qui se situe géographiquement dans le sud-

ouest Algérien.

@ optimal growing conditions for henna: lhigh temperatures and dry soil
®
moderate growing conditions for henna: moderate temperatures or damp soil

areas where henna does not grow: low minimum temperatures or wet soil

Map of henna growth range during present climate

Figure 2: Répartition géographique des cultures de henné (Lemordant et Forestier,
1983).
1.4.1. Utilisation en cosmétique

- Le henné est considéré comme étant le cosmétique le plus employé utilisé par les hébreux,
les assyriens, les chinois, les perses, les musulmans.

- Servait a composer une préparation destinée a teindre la paume des mains, les ongles, les
doigts, les pieds, les cheveux et le corps particuliérement lors de festivités.

- Connue dans le monde entier pour son utilisation en cosmétique comme colorant naturel.

- D’autres utilisations du henné comme les tatouages provisoires, aussi il est utilisé comme

ingrédient dans certains produits de sh ampoings.
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1.4.2. Utilisations médicinales et thérapeutiques

Lawsonia inermis est une plante médicinale et aromatique bien connue utilisée dans le
domaine médicale et thérapeutique. Les soins au henné s’appliquent a des diverses pathologies
L’application du henné permettait de protéger la peau contre plusieurs affections (Talaat et
Hanke, 1961 ; Jain, 1973).
Par contre, l'utilisation interne de I'extrait de la plante sert contre la dysenterie amibienne, les

ulceres gastro-intestinaux et comme anti diarrhéique ( Pousset , 2004).

1.5. Les composés chimiques de lawsonia inermis

Les métabolites secondaires sont des substances essentielles a la vie des plantes, on
distingue plusieurs classes des métabolites secondaires, a savoir les composés phénoliques.
1.5.1. Les polyphénols

Sont des substances chimiques ayant au moins un noyau aromatique et un ou plusieurs
groupes hydroxyles et d’autres constituants, se présentant sous forme des monomeres, des
polymeres ou des complexes (Chira et al., 2008).
Ils sont divisés en différentes catégories : anthocyanes, coumarines, flavonoides, tannins ...
etc. (Bruneton, 1993).

1.5.1.1.Les flavonoides

Sont des pigments qui donnent la coloration aux fleurs et dans certains cas aux feuilles.
Touts les flavonoides possédent la méme structure de base (figure 02).
Le noyau est constitué de 15 atomes de Carbonne qui sont assemblés en 3 cycles : A et B sont
des noyaux aromatiques, le C est un hétérocycle oxygéné central (Lobestein, 2010).
Les flavonoides sont aussi connus par leur action antioxydante qui sert a combattre les

radicaux libres de I’oxygéene et de 1’azote

Z|

O

Figure 3: structure de base des flavonoides (Lobestein, 2010).
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1.5.1.2. Les tannins

Sont des substances d’origine végétale de structure polyphénolique, non azotés, soluble dans
I’eau et I’alcool... Elle a une capacité de précipiter les alcaloides, la gélatine et autres protéines
(Frutos et al. 2004 ; Sahpaz, 2013).
Les tannins sont utilisés dans I’'usage externe comme les blessures, interne comme la diarrhée
(Boudjouref, 2011), mais aussi comme des antioxydants, antibactériens, anti-infectieuse et
parfois comme calmants.
On distingue deux groupes de tannin de structure différents:

> les tannins hydrolysables : comme I’acide gallique

> les tannins condensés : se différent des tannins hydrolysables car ils ne

possédent pas de sucres dans leur molécule et leur structure.

o

—_

Acide galligus«s

Figure 4: structure de I’acide gallique (Brunet, 2008).

1.5.1.3. Les coumarines

Le squelette de base des coumarines est constitué de deux cycles accolés avec neuf atomes

de carbone (Ford et al., 2001). Elle constitue une classe importante de produits naturels.

o) 0)

F

Figure 5: Structure d’une molécule de coumarine (Ford et al., 2001).
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1.5.2. Les terpénoides

Sont des composés majoritairement d’origine végétale (Malecky, 2005), synthétises par les
plantes, les organismes marins, les champignons mais aussi les animaux (Benaissa, 2011) qui

possédent une structure moléculaire construite d’un monomere a 5 carbones.

11.5.3. Les alcaloides

Est des composés azoté présentant une structure moléculaire hétérocyclique complexe
(Badiaga, 2011). Constitue une réserve de substances capable de fournir de I’azote et certaine

fragments nécessaire au développement de la plante.
1.6. Les activités biologiques des plantes médicinales

1.6.1. Activité antioxydante

L’activité antioxydante indique la capacité d’un composé bioactifs & maintenir la structure et
la fonction des cellules en éliminant les radicaux libres, en inhibant les réactions de
peroxydation lipidiques, et prévenir d’autres dommages oxydatifs (Zou et al., 2016).
Un antioxydant est un molécule capable d'inhiber, de ralentir ou d’empécher 1'oxydation d'autres
molécules qui se produisent d’une espece réactive oxygénée ou sous I’influence de 1’oxygene
atmosphérique (Pisoschi et Negulescu, 2011).
La majorité des antioxydants naturels sont des composés phénoliques tels que les tocophérols,
les flavonoides et les acides phénoliques (Gilgin, 2012).
Stress oxydatif
Se définit par une déséquilibre entre la production d’espéces radicalaires de 1’oxygene et les

capacités antioxydantes cellulaires ( Migdal et serres, 2011).

1.6.2. Activité antibactérienne

Les composés phénoliques sont souvent des molécules de défense contre les organismes
pathogeénes, il n'est donc pas surprenant que certains de ces composés possedent un potentiel en
thérapeutique contre les microorganismes (bactéries, virus, champignons et parasites) (Crozier
et al., 2009).

Est une activité d’une molécule ou composé présent au sein d’un végétal qui a trés faible
concentration, inhibe le développement d’une bactérie ou la tue. La sensibilité d’une bactérie

peut étre différente selon la souche d’appartenance (Nicole et Daniel, 1998).
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1.6.3. Activité antiparasitaire
De nombreux composés phénoliques en particulier les flavonoides possédent des propriétés
antiparasitaires. Plusieurs travaux ont bien confirmé cette propriété.

Dans cette recherche on s’intéresse a 1’étude de I’effet de notre plante sur la viabilité des

protoscolex.
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Chapitre Il : Le kyste hydatique

11.1. Définition

L’échinococcose kystique ou I’hydatidose est une parasitose cosmopolite causée par la
forme larvaire d'un cestode appelé Echinococcus granulosus (Zeghir-Bouteldja, 2018) due au
développement dans 1’organisme, foie et poumons qui vivent a I’état adulte dans I’intestin gréle
du chien. L hydatidose est une affection cosmopolite dont leur prévalence est trés variable en
fonction des régions et des modes d’¢élevage. Cette affection est en général asymptomatique

chez les bovins, ovins, caprin, voire porcins, camélides et équins (Gourreau et al., 2008).

11.2. Epidémiologie de kyste hydatique

En Algérie, ’EK humaine sévit a 1’état endémique et représente un probléme majeur de
santé publique, elle est fréquente dans les hauts plateaux, en particulier dans les villages non
contrblés par les services vétérinaires. Le mode d’élevage dispensé dans ces régions expose le
mouton a un poly parasitisme certain.
Lors de I’abattage du mouton, les réservoirs du parasite (abats infectés par le kyste) laissé a la
portée des chiens errants augmentent le degré de contamination et de dispersion des éléments de
dissémination parasite dans I’environnement (Blibek, 2009).

Le tableau ci-dessous montre les régions les plus touchés en Algeérie (Yennek et al., 2017).

Année Nombre de cas | Wilaya les plus touchés

2000 771 Saida- Mascra- Médéa- Oum el Bouagui- M’sila
2001 654 Sidi Bel Abbas- Msila- Batna- Biskra

2002 644 Médea- M’sila- Batna- Biskra

2003 686 Tiaret- Médéa- Relizen- M’sila

2004 573 Relizen- Mascra- Tiaret- M’sila
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11.3. Classification taxonomique
Ce parasite est le seul responsable de la maladie du kyste hydatique et il appartient au :

(Thompson et al., 1995; Ito et al., 2006; Yang et al., 2006; Craig, 2006).

Tableau 2: Classification taxonomique d’échinococcus granulosus (Yang et al., 2006)

‘ Régne animal
Sous régne métazoaires
Embranchement plathelminthes
Classe cecestodes
Sous classe eucestodes
Ordre tetracestodes
Famille taeniidae
Genre Echinococcus
Espéce Echinococcus granulosus

11.4. La morphologie des Echinococcus granulosus
E. granulosus est présent sous trois (03) formes : le ver adulte, ’ceuf, et le kyste

hydatique (la larve hydatique).

11.4.1. La forme adulte

Elle se présente sous la forme d’un vers plat, mesurant 3 a 6 mm de long (Eckert, 2004).
La partie antérieure qui est le scolex , Elle est constituée de quatre ventouses et d’un rostre. Les
¢léments du scolex permettent au parasite de s’accrocher a la paroi intestinale de 1’hote.

Un corps ou strobile : Elle est constituée de trois anneaux et Le dernier anneau qui

représente un utérus gravide présente des branches latérales bien développées (Eckert, 2004).

I > «croches

scolex » = TenTtouse

« o |

- a masse
germinale
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sSsegment
gravide

ocufs

MTsans

Figure 6: la forme adulte d’E.granulosus (Lausier, 1987).
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11.4.2. La forme ovulaire ou I’ceuf

Les ceufs d’E.granulosus sont de forme sphérique a ellipsoide, 35 um (Thompson et al.,
1995). IlIs sont entourés d’une coque ¢épaisse, ou embryophore, striée transversalement,
contenant a l'intérieur un embryon hexacanthe pourvu de six crochets disposés par paires, appelé
encore oncosphere.

Ils sont tres résistants en milieu naturel humide mais ils sont rapidement détruits par la

dessiccation. Les agents chimiques, engrais ou désinfectants n’altérent pas sa vitalité.

— -/I apsule

Crochet

Cellule
musculaire

Oncosphére

Membrane

Enveloppe externe

Embryophore

Couche granulaire

Cellule germinale

Cellule gladulaire

Enveloppe
interne

oncosphérale

Figure 7: Buf d’E.granulosus (Imane et Amina.,2018).

11.4.3. La forme larvaire (ou hydatide)

La larve d’E. granulosus ou I’hydatide, posséde des dimensions tres variables, mais elle a
habituellement le volume d'une noix et atteint souvent celui d'une orange, parfois celui de la téte
d'un enfant (Euzeby., 1998). Elle est de couleur blanche, globuleuse et de taille variable sous
forme d’une vésicule opaque, sphérique, blanchatre, tendu et élastique, rempli d’un liquide
(Thompson et Lymbery, 1995).

Une fois I’embryon hexacanthe arrivé dans les viscéres de I’hote intermédiaire ou accidentel il
perd ses crochets, se vacuolise, il développe une vésiculisation centrale et prend alors une forme
kystique. La vitesse de maturation est lente dépendante de 1’espéce hote et du viscére parasité.

Elle varie chez I’étre humain de 1 a 30 mm par an.

11.5. L’anatomopathologie du kyste hydatique

C’est une sphére creuse contenant un liquide sous tension et des vésicules, sa structure est
identique chez I’homme et chez I’animal. (Denis gallot, 1998). Il est constitué par I’ensemble de
deux structures différentes :
L’hydatide ou le kyste hydatique proprement dit, ¢lément parasitaire.

L’adventice ou périkyste qui appartient a I’organe héte.

10
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11.5.1. Coque ou adventice

Se compose de trois couches une couche interne, qui est lisse et brillante, semblable a une
membrane séreuse, avec peu de fibres et de cellules, une couche intermeédiaire, qui est de nature
fibreuse et une couche externe, avec une inflammation active. (Ramos. G et al ., 2007 ;Bruno
Gotstein.,2002). Elle correspond a la réaction inflammatoire de I'organe dans lequel le parasite

s'installe.

11.5.2. La larve hydatique
Elle est constituée de :

11.5.2.1. La membrane proligére ou germinative (membrane Interne)

Elle est trés fine, de 10 a 25 microns d’épaisseur, comporte de nombreuses cellules chargées
de lipides et d’autres de glycogene et est riche en acides aminés.
Constituée de trois couches, trés riche en noyaux cellulaires, elle régule la totalité des échanges
du kyste. Elle est a I’origine des vésicules proligéres et des protoscolex (Houin et al., 1994;
Klotz et al., 2000).

11.5.2.2. La cuticule
Formée de lamelles concentriques, leur épaisseur est variable (200um a 1mm) (Euzeby,
1971). Elle joue le role d’un filtre d’échange avec 1’hoéte, laissant passer 1’eau, électrolytes, des

petites molécules de glucides et de protides du plasma de 1’héte. (Houin et al., 1994).

11.5.2.3. Le liquide hydatique

Le liquide sous tension dans les kystes fertiles, a un aspect aqueux, majoritairement il est
constitué d’eau (99,9 %) (Klotz et al., 2000). Le reste est composé de sels de sodium, de
calcium, des phospholipides, de glucose et de protéines ainsi que des d’enzymes glycolytiques et
protéolytiques (Euzeby, 1971). Contient de:

11.5.2.4. Le sable hydatique
Forme par le détachement entre les capsules et la paroi kystique pouvant sédimenter au fond
de I’hydatide et avoir un aspect granuleux et blanchatre.

Le sable hydatique sédimente au fond du kyste (Denis, 1998 ; Zaouche et Haouet, 2006).

11
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Figure 8: Sable hydatique (Anofel, 1996).

11.5.2.5. Les Protoscolex
Ce sont les futurs parasites adultes, de forme ovoide de 190 a 120 pm possédant une paroi

portant des microtriches (Diaz et al., 2011).

Un protoscolex est une téte de ténia invaginée, il est composé de quatre ventouses et les 36 a 42

crochets. On retrouve aussi, des corpuscules calcaires et des cellules sécrétrices a flammes

vibratiles (Euzeby., 1966).

. Corpuscules
<G : w4 i
vountouscs . . eé e calcaires
: “» “ . " ‘ fe
' . ."8»3 —__ Partic
Partic \“'—I o J somatique

apicale
0" o' R‘

Courone du/' b {: ‘? ’ [égument

crocher v g 3

Figure 9: Structure schématique du Protoscolex forme dévaginé d’Echinococcus

11.5.3. Les vesicules proligéres

Les capsules proligeres ont une forme sphérique, translucide de 300 a 500 um. microtriches
est semblable a celle de la membrane germinative (Diaz et al., 2011).Ces vésicules produites a
partir des cellules indifférenciées de la membrane proligere restent appendus par un fin pédicule:
ce sont les capsules ou vésicules proligéres. Elles tapissent cette paroi lui donnant le terme «

échinocoque ».

12
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1-Adventice, 2- Cuticule, 3- Membrane proligére, 4- Liquide hydatique,
5- Sable hydatique, 6- Veésicule fille exogéne 7- Vésicule proligére 8- Protoscolex,

9- Vésicule fille endogéne, 10- Vésicule fille petite.
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Figure 10: Structure de la larve hydatide (Lausier, 1987; Koltz et al., 2000)

Tableau 3: Caractéristiques et roles des constituants du kyste hydatique
(Bouhaoualaal.,2007 ; Hoeffel et al., 2002).

Constituants du KH Caractéristiques et roles

- Siege d’une réaction granuloscléreuse et d’une rich
Adventice néovascularisation.
- Plate-forme des échanges hote-parasite.
- Membre hyaline trés résistante de couleur blanc nacré.
-Imperméable aux bactéries et aux grosses molécules.
Cuticule -Laisse filtrer des éléments minéraux et organiques dans les deux sens.
-Facilement clivable du périkyste dés que la pression intrakystiqu
diminue.

-Fine couche cellulaire de 20 um d’épaisseur.

-Production de la cuticule, des vésicules proligéres et du liquid
Membrane proligére hydatique.

ou germinative -Réle dans la régulation des échanges et de la croissance du kyste.

Limpide et aseptique.
Densité : 1,007-1,015. PH neutre.

Liquide hydatique Activité toxique, hyperéosinophile et réaction anaphylactiques.
Riche en protoscolex : 400 000/ cm: (forment le sable hydatique).
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11.6. Cycle de vie d’Echinococcus granulosus

Echinococcus granulosus adulte mesure entre 3 a 7 mm de long (Eckert, 2004)
Les adultes résident dans I’intestin gréle de I’hote définitif qui peut étre un chien ou un
canidé. Les ceufs sont libérés par les segments ovigéres gravides. Les ceufs libérés passent
dans les féces. Apres ingestion par un héte intermédiaire sensible (dans les conditions
naturelles : ovins, caprins, porcins, bovins, chevaux et camélidés), les oeufs sont acheminés

dans I’intestin gréle et libérent des oncospheres.

Les oncospheres traversent la barriere intestinale. Elles migrent via la voie sanguine vers divers
organes, particuliérement le foie et les poumons. Dans ces organes 1’oncosphére se développe
dans un kyste. Il se développe graduellement, produit des protoscolex et des vésicules filles qui
emplissent I’intérieur du kyste. L’hote définitif s’infeste en ingérant le contenu des kystes
provenant d’organes infectés. Aprés ingestion des protoscolex. Ils s’attachent a la muqueuse

intestinale, et se développent jusqu’a 1’age adulte en 32 a 80 jours (Figure 11)

(6 8 S
P 7 Scolex - 0O
VO Hotes definitifs Parasite adulte
Protoscolex \ @ : v/
f Ingestion du l;ym! ) e v/
' (Chien et autres Canidés) | A 2}
| | k
\ Hotes Ingestion des Bufs Embryophore o |
N imermediaires, - —_— ‘ . \ |
— N )
{ | |
> - B /| |
0 @r \ | 'l L
(Moutons,chévres, pores, I (
homime,etc) _ L
e & _-.-"".- u"cngph!'m A'hd!d infection
Kyste hydatique e 2\ - Jade de diagnostic
|

Figure 11: Cycle évolutif d’Echinococcus granulosus (Kayoueche et al., 2009).
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11.7. L’aspect clinique de |’échinococus kystique

11.7.1. Les symptomes

Les symptomes cliniques de I'EK sont variables et dépendent de I'organe impliqué, de la
taille des kystes, et a l'infection bactérienne. L'EK impliquant le foie peut rester asymptomatique
pendant plus de dix ans. Les symptomes associés aux kystes de foie incluent
Les complications affectant les voies biliaires et incluent la rupture kystique dans les voies
biliaires.

D'autres complications sont l'infection bactérienne du kyste, la rupture intra péritonéale et
I'atteinte pulmonaire (Frider et al., 1999).

Ils entrainent des signes cliniques divers : une augmentation de volume du foie (hépatomégalie),
des abcés pulmonaires, des difficultés respiratoires, des signes liés a une compression du tube
digestif (estomac, intestin, voies biliaires...) ou des gros vaisseaux sanguins...

La pire éventualité est la rupture dans I'abdomen causant une urgence médicale (Bahija et al.,
2016).

11.7.2. Diagnostic d’Echinococcose kystique

Le diagnostic de I’hydatidose est principalement basé sur des méthodes radiologiques et
sérologiques a savoir I’imagerie médicale : la radiographie, I’écographie, le scanner, 'IRM
(Pinel et al., 1989). Il permet d’identifier les kystes, définir leur stade d’évolution et préciser
exactement la localisation, la taille et le nombre avant toute intervention chirurgicale (Eckert
et Deplazes., 2004 ; Teggia, 2004). Le diagnostic clinique est confirmé par des tests

immunologiques qui consistent a détecter des AC spécifiques ou des Ag circulants par des :

» Meéthodes qualitatives: immunoélectrophorése, western blot.

» Meéthodes quantitatives: comme ELISA (Ortona et al., 2003).

11.7.3. Traitement

11.7.3.1. Chez le chien

Le traitement anti-parasitaire se fait classiquement au praziquantel qui est efficace a 100%
contre I ’Echinococcus Granulosus adulte chez les chiens. Le chlorhydrate de bunamidine inhibe
l'infectivité des ceufs d'Echinococcus Granulosus. a I'extérieur des proglottis lorsqu'ils sont
incubés avec le médicament a 37 ° C pendant 2 heures, mais aucune information n'est disponible

sur ses effets sur les proglottis (Thakur et al., 1979).

[ )
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11.7.3.2. Chez les herbivores

Il n’existe actuellement aucun traitement de routine contre Echinococcus Granulosus.
L’utilisation des antiparasitaires faut qu’il soit avec des doses trés élevée par exemple :
50g/kg PV (kilogramme de poids vif) de Mebendazole pour un mouton pour trois mois, ce qui
revient trés couteux. Les recherches parent a la faveur de I’amélioration des vaccins pour cette

catégorie d’animaux (Ripoche, 2009).

11.7.3.3. chez ’homme

11.7.3.3.1. Traitement percutané PAIR

Le traitement percutané (PAIR) comprend la ponction percutanée des kystes moyennant un
contrdle échographique ou scannographique, I’aspiration du liquide kystique, 1’injection d’un
agent scolicide pour une durée de 10 & 15 min et le réaspiration du liquide. C’est une technique
peu invasive, moins risquée et souvent moins colteuse que la chirurgie. Les agents scolicides les
plus utilisés sont les solutions de chlorure de sodium a 25 % et I’alcool a 95 % (Wejih et
al.,2017).

11.7.3.3.2. Traitement médical

L’albendazole et le mébendazole sont les deux benzimidazolés carbamates bien étudiés chez
I’homme. Leur capacité d’entraver 1’absorption du glucose par le parasite représente leur

mécanisme d’action commun (Noomen et al., 2013).

11.7.3.3.3. Traitement chirurgical

Largement employée dans les pays d’endémie, la chirurgie demeure encore la meilleure
alternative dans les formes compliquées. Cette chirurgie du kyste hydatique a bénéficié ces
derniéres années des progres de la réanimation et de la chirurgie hépatique en général, ainsi que
de I’apport des nouvelles techniques d’exploration (échographie préopératoire) ou de section
parenchymateuse qu’ont accru D’efficacité et la sécurité des techniques radicales en particulier

(Klotz et al., 2000).
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I11. Matériels et Méthodes

Le travail a été réalisé au niveau du laboratoire de Biochimie et de microbiologie de
département de Biologie faculté des sciences de la nature et de la vie et des sciences de la

terre de I’université de Bouira.

111.1. Matériel Biologique

111.1.1. Matériel végétal
La plante de Lawsonia inermis a été obtenue chez un herboriste sous forme de feuilles
séchées, ces feuilles ont €té nettoyées la poudre obtenue a été tamisée afin d’obtenir une

poudre fine et homogeéne.

111.1.2. Souches bactériennes utilisées

Dans cette étude ’activité antimicrobienne du Lawsonia inermis a été réalisé contre les
souches bactériennes tel que (Klebsiella pneumoniae , Pseudomonas aerugenosa (Gram-),

Staphylococcus aureus, Bacillus cereus ( Gram+)

111.1.3. Les kystes hydatiques

Les kystes hydatiques ont été obtenus au niveau de ’abattoir : ma mére Haja fatima (Ain
Bessem) wilaya du Bouira. La recherche des kystes hydatiques a été effectuée principalement
sur le foie et les poumons d’ovins, aprés I’abattage par 1’examen macroscopique et par la
palpation et I’incision. Les organes parasités sont transportés dans une glaciere et acheminés
jusqu'au laboratoire de biochimie au niveau de la faculté des Sciences de la Nature et de la
Vie (SNV).
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I11.2. Matériel non Biologique

Tableau 4: Liste du matériel et produits utilisé pendant I’expérimentation

Appareillage Verreries et petit matériel Solvants et réactifs

- Spectrophotométrie UV- - Flacons Ethanol comme solvant
Visible (OPTIMA sp-3000naR) | - Béchers Eau distillée
- Etuve (Memmert) - Erlenmeyers Eau physiologique
- Balance de précision - Fioles de jauges Bicarbonate de sodium Na,CO,
(PIONEER OHAUS) - Entonnoirs (7,5 %)
- Agitateur (Jlab Tech R) - Boites de pétrie Butylated hydroxy toluen (BHT)
- Réfrigérateur (Maxipower R)| - Spatule Folin-Ciocalteu
- Microscope optique (KERN) | - éprouvette Acide gallique
- Rotavapor (Stuart40°C) - Ecouvillon stérile DPPH (2,2-diphényl-1-picryl-
- Bec bunsen - Papier Filtre hydrazyl)
- Micropipette aves des Muller hinton (Gélose)
embouts Eosine a (0,1%)
- Tube & essali

111.3. Méthode d’extraction

111.3.1. Macération a froid en milieu éthanolique

L’extrait Ethanolique est préparé par macération a froid de 25 g de la poudre végétale
dans 100 ml de solution a 70% d’éthanol (Rahmoun, 2013).
On laisse macérer pendant 3 jours, Le résidu obtenu est repris pour une deuxieme
d’extraction avec le méme volume d’éthanol 70% pendant 48 Heures.
Les deux filtrats (filtrat 1 et filtrat 2) sont réunis et concentres sous pression réduite dans un
rota-vapeur a 40°C.

L’extraits sec obtenu a été ensuite conserve au réfrigérateur a +4 °C jusqu’a leur utilisation.
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Préparation de I’échantillon. J

P

25 g de poudre végétale ( lawsonia inermis) J

Macération dans100 ml de 1’éthanol a 70% pendant 72 h
température ambiante

r Filtration sur papier watman N°1 H
Résidu . — oy Filtrat N°1
Deuxiéme macération pour le résidu J

pendant 48h

.

=

"

Filtration sur papier watman N°1 J

(x

Filtrat N° 2 J

(x

Mélange des deux filtrats

|

Extrait éthanolique

Dosage des Activité Activité Activité
polyphénols antioxydante antibactérienne antiparasitaire

Figure 12: Les differentes etapes réalisées dans I’expérimentation.
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I11.4. Détermination du rendement d’extraction
Le rendement d’extraction a été estimé par rapport au poids de I’extrait brut et de la masse
de la matiere végétale seche. Il est exprimé en pourcentage et calculé selon la formule
Suivante :
PBE—PBV
RE(%) = ———— X 100
RE : Rendement d’extraction en pourcentage.
PBE : poids des boites pleines apres sechage (contient 1’extrait brut) en gramme.
PBV : poids des boites vides en gramme.

PP : poids de la plante séche en gramme

111.5. Contenu total phénolique (TPC)

La teneur en polyphénols totaux est déterminée en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu
(Singleton et Rossi, 1965), Ce dernier est un acide de couleur jaune réagit avec les résidus
phénoliques et conduit a la formation d’un complexe coloré¢ en bleu dont I’intensité¢ de la
coloration est proportionnelle avec la concentration des polyphénols dans 1’extrait.

» Le protocole
Un volume de 20 pl d’extrait de plante (1mg d’extrait dissout dans 1 ml de méthanol) est
ajouté a 100ul de FCR dilué. Ensuite, un volume de 75 pl de carbonate de sodium est ajouté
aprés 5 minutes, tout ¢a c'est selon I'équation suivante :
20 ul d’extrait de plante + 100 pl de FCR dilué (1 :10) + 75 ul de carbonate de sodium (7,5%).
Un blanc est préparé de la méme maniére en remplagant 1’extrait par le solvant utilisé
(Ethanol).
Le mélange est incubé dans 1’obscurité pendant 30 min a I’abri de lumiere. La lecture est

réalisée a 765 nm. Trois répétitions ont €té constituées.

» Préparation de la gamme d’étalon de ’acide gallique
On prend une quantité de 0,2 mg de I’acide gallique qui est dissoute dans 1ml d’éthanol

Pour obtenir la solution S1.
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Figure 13: les dilutions préparer pour I’acide gallique (photos original).
Les dilutions sont préparées dans des tubes a essai comme la suite :

Tableau 5: les dilutions préparées pour la solution étalon.

Dilutions 20pg/ml  40pg/ml  60pg/ml  80pg/ml  (100pg/ml
SM (ul) 20 40 60 80 100
ethanol (pl)
180 160 140 120 100
(70%0)

Un volume de 20 pl de chaque dilution sont transférés dans des tubes a essai avec 100 ul FCR
(1:10) apres 5 minutes on ajoute 75ul de Na2CO 3 (7,5%). L’incubation dure 30 min a I’abri
de lumiére la lecture sur Spectrophotométrie UV-Visible (OPTIMA sp-3000nano R) a
765nm.

111.6. Activités biologique de Lawsonia inermis
111.6.1. Activité antioxydant

111.6.1.1. Test de DPPH

» Principe

Le test au 2,2- diphényl-2- picryl-hydrazyle (DPPH.) est réalisé par la méthode décrite
par (Ammar et al., 2009) qui permet de mesurer le pouvoir réducteur par le calcul de la IC50
des substances antioxydants contenues dans un extrait. Le DPPH est un radical libre de
couleur violette

qui devient jaune quand il est réduit par un donneur de proton H+.

DPPH + AH ———— >DPPH-H +A
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Ou AH est un composé capable de céder un H+ au radical DPPH.

» Mode opératoire

Une solution éthanolique préparé (4mg de DPPH dans 100ml de I’éthanol pur) , est
mélangée avec différentes concentrations des extraits de L. inermis (0,25 -0,5-0,75-1 —
1,25-1,5-1,75 mg/ml), Mettre 50 ul de chaque dilution de ces extraits dans un tube a essai,
ajouter 1950 pl de solution éthanolique de DPPH, puis laisser incuber pendant 30 min a 1’abri
de la lumiere a température ambiante. Lire I’absorbance a une longueur d’onde de 517 nm
contre un blanc qui contient de I’é¢thanol pur (Zbadi et al., 2018 avec quelques
modifications ).
Répéter les mémes opérations, en remplacant I’extrait de L.inermis par le BHT
(control positif) et 1’éthanol pur (control négatif). Toutes les opérations sont réalisées en
triplicata.
L’évaluation de I’activité anti-oxydante en utilisant la méthode DIPPH est exprimée en

pourcentage selon la relation suivante :

{Abs Control — Abs Extrait)
Abs Extrait

0 Inhibition =

Le pourcentage d’inhibition est exprimé ensuit par la valeur de la C150, sachant que Clsg est la
concentration d’extrait nécessaire pour 1’obtention de 50% de la forme réduite du radical

DPPH (Boudjouref et al., 2014).

111.6.2. Activité Antibactérienne

L’activité antibactérienne a été étudi¢e en utilisant la méthode de diffusion en puits Pour
cela on a utilisés, milieu Muller Hinton. Cette activité est estimée en termes de diamétre de la
zone d’inhibition autour des puits contenant 1’extrait de L . inermis a tester vis- a-vis de quatre
souches bactériennes (Klebsiella pneumoniae , Pseudomonas aerugenosa (Gram-),

Staphylococcus aureus, Bacillus cereus ( Gram+) (Celiktas et al., 2007).
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Tableau 6: Principales caractéristiques des souches microbiennes testées

L’espéce Origine | Gram| Forme et Mobilite| Caractéres Habitat Pouvoir pathogéne
biochimiques
Cocci immobile | Aérobie Peau ¢ -Infection pyogene
0 0°0 "o facultatif mugueuses | grave.
ATCC + Catalase+ -les infections
Les 25923 Oxydase- nosocomiales.
staphylocoques Coagulase+ -les infections
cutanées.
Bacille mobile | Aéro-anaérobie non pathogene
< facultatif Sol, mais elle peut
Bacillus cereus ATCC + Oxydase- poussiére, | entrainer des
21332 Catalase+ eau, air intoxications
et plantes | alimentaires.
Bacille mobile | Aérobie Eau, Des angines, des
Klebsilla | facultatif sol,commen infections
pneumoniae ATCC - oxydase- al detube | pulmonaires des
700603 \ Uréase+ digestif infections urinaires
Bacille mobile | Aérobie Les sols Infection oculaires
e facultatif et en et des poumons,
Pseudomonas | ATCC - “ ‘ oxydase milieu septicémie.
aeruginosa 9027 Glucose- humide,
Uréase+ frequent
d en milieu
hospitalier

111.6.3.1. Méthode de diffusion en puits

La méthode de diffusion est trés utilisée en microbiologie. Elle repose sur la diffusion du

composé antimicrobien a tester en milieu gélosé. L’effet du produit antimicrobien sur la cible est

apprécié par la mesure d’une zone d’inhibition, et en fonction du diamétre d’inhibition.La souche

du microorganisme a eté qualifiée de sensible, d’intermédiaire ou de résistante. Dans la technique

de diffusion, il y a compétition entre la croissance du microorganisme et la diffusion du produit
a tester (Shi et al., 2015).
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L’activité antimicrobienne de 1’extrait préparer a été déterminée par la méthode de
diffusion en milieu gélosé Mueller-Hinton (milieu le plus employé pour les tests de sensibilité
aux agents antibactériens (Celiktas et al., 2007).

La préparation de I’inoculum se fait par préléevement de deux colonies bien isolées et
parfaitement identiques, a l'aide d’une pipette pasteur et les suspendre dans 9 ml d’eau dans un
tube a essai.

Aprés préparation et stérilisation du milieu Mueller Hinton, 20 ml du milieu sont coulés
dans des boites de pétri. Le milieu est laissé se solidifier sur une surface froide dans des
conditions aseptiques.

L’étape de I’ensemencement est fait par écouvillonnage en stries sur toute la surface du
milieu en 3 reprises en faisant tourner la boite de pétri de 60° aprés chaque application.
L’inoculum doit étre bien réparti sur la surface de la gélose afin d’obtenir une bonne

reproductibilité des diametres de la zone d’inhibition (Yusuf., 2016).

Apreés la réalisation des puits, On émerge chaque puits par 50ul d’extrait éthanolique (100
mg / ml). Avec un témoin éthanol 70% (Kouadri, F. 2018).

Figure 14: Test de I’activité antimicrobienne par la méthode de diffusion en puits

24

——
| —



Chapitre 111 Matériels et méthodes
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Figure 15: Protocole expérimentale de I’essai d’activité antibactérienne des extraits de L.
inermis.

111.7. Evaluation de I’activité antiparasitaire

111.7.1. Test de fertilité du kyste hydatique

Un kyste hydatique est dit fertile si :

Il produit des capsules proligéres avec formation de protoscolex, Il a une couleur blanchétre du
liquide hydatique et 1’épaisseur de la membrane germinative qui est de 20 a 25 pm.

Selon (Salem et al., 2011). Une goutte de liquide hydatique a été prélevée et observée sous
microscope  optique pour  Vvérifier la présence de protoscolex. Les  kystes
hydatiques contenant protoscolex sont considérés comme fertiles, en revanche, ceux qui n’en
contiennent pas sont considérés non fertiles. (Dalimi et al., 2001 ; Zeghir-Bouteldja et al.,
2009).

Figure 16: foie d’un ovin infecté par le kyste hydatique (original)
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I11.7.2. La viabilité des protoscolex

La viabilité des protoscolex des kystes fertiles a été testée par la méthode d’exclusion aux
colorants vitaux. Une goutte de liquide hydatique fertile mélangée avec une goutte d’€osine a
0,1% en solution dans I’eau distillée est placée entre lame et lamelle. Aprés quelques minutes,
le mélange a été observé au microscope optique. Tous les protoscolex qui on retenu la coloration
ont été considérés comme morts, et ceux qui ne I’on pas retenue comme viables, (Salem et al.,
2010). Le taux de protoscolex morts et taux de viabilité ont été calcules par les formules

suivants

Taux de protoscolex morts = n x 100/ N

Avec :
N : nombre total de protoscolex

n : nombre de protoscolex morts

Taux de viabilité (%) = 100% - taux de
protoscolex mort

111.7.3. L’étude de I’effet de contact direct entre ’extrait et I’échantillon parasitaire

Cing concentrations du L’extrait éthanolique de Lawsonia inermis (1000, 500,250, 125, 62.5
pg /ml) ont été préparées.
D’abord, un volume de 50 ul de la suspension de protoscolex a été ajouté a 1 ml de chaque
solution du L, inermis et mélangées doucement puis incubé a 37 °C pendant 5, 10, 20 et 30
minutes. Ensuite, 50l d'éosine a 0.1% ont été ajoutés aux protoscolex, puis examiné sous un
microscope optique .
Le pourcentage de protoscolex morts a été détermine selon la formule décrite dans le test de

viabilité.
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V. Résultats et discussion

Il s’agit de I’étude de différentes activités :(I’activité antioxydante, antibactérienne et

antiparasitaire).

IV.1. Le Rendement d’extraction

La mesure d’un rendement de I’extrait est une étape importante dans le but de determiner la
quantité et le pourcentage d’extrait obtenu par une extraction.

Donc le résultat de rendement est calculé a partir de la matiére végétale seche de feuilles de L.

inermis, sont représentés dans le tableau suivant:

Tableau 7: Rendement de I’extrait de l1a plante

Lawsonia Inermis

poids des boites pleines (g) 213,83
poids des boites vides (g) 206,12
poids des plantes seches (g) 25

Rondement (%) 30,84

Aprés la macération a froid, le calcul du rendement de notre plante L. inermis originaire de la
wilaya de Adrar a donné un rendement de 30,84 % (25g), le travail obtenu par Hettab, (2018) qui
a ciblé les extraits éthanolique et aqueux des feuilles de L.inermis d’origine de la wilaya de
Tamanrasset sont de 1’ordre 29,08% , 26,68% (25¢) respectivement , ces résultats sont

inferieurs a ceux obtenus dans notre étude.

Par ailleurs, de nombreuses études ont montré l'influence de différentes conditions d’extraction sur
le rendement d’extraction des composés phénoliques comme I’origine de la plante, le temps, la

température d’extraction, la polarité du solvant et la méthode d’extraction (Halmi, 2015).

En effet, Les solvants alcooliques sont capables d’augmenter la perméabilité des parois cellulaires

en facilitant ainsi I’extraction d’un plus grand nombre de molécules polaires, de moyenne et de
faible polarité (Seidel, 2012).

Les composants de la cellule se dissolvent plus efficacement dans le solvant. Cependant lorsque le

temps d’extraction est prolongé, il favorise la diminution du rendement d’extraction car la
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température élevée entraine 1’oxydation, 1’épidémisation et la dégradation des composés désirés

(Seidel, 2012).

L’origine géographique de la plante, notamment la région d’échantillonnage, est un
facteur extrinséque qui influence directement sur son développement, donc sur la composition
quantitative et qualitative ainsi que sur le rendement en composants brut donc toute espece végetale
a des exigences vis-a-vis du climat au sein  duquel elle  évolue.
Le facteur de compensation de I'humidité peut jouer, un réle important dans le maintien du couvert
végetal. La sécheresse peut aussi influencer significativement la performance et la survie de la
plante et peut conduire a des contraintes majeures dans son fonctionnement notamment sur son
développement morphologique, physiologique ainsi que sur les changements métaboliques
(Claeys et Inze, 2013 ; Khan, 2012), (Khan et al., 2012, Jamal et al., 2014).

IV.2. Détermination du contenu total en polyphénols

Les polyphénols sont des molécules bioactives tres recherchées car, ils sont réputés pour leurs
excellentes propriétés biologiques (antioxydantes, antimicrobiennes, etc...).
Le dosage quantitatif en polyphénols de I’extrait éthanolique obtenu a partir des feuilles de
Lawsonia inermis a été réalisé par la méthode de Folin-Ciocalteu (FCR) (Singleton et Rossi,
1965).
Nous avons utilisé comme standard 1’acide gallique (GAE). les résultats sont représentés dans la
(figure 17).

y =0,0104x- 0,0196

1.2 R2=0,987

0,8

0,6

A
0,4

Absorbance

— Linéaire (A)
0,2

0,2 A) 50 100 150
C(ug/ml)

Figure 17: courbe de dosage d’acide gallique

L’équation suivante détermine la teneur en polyphénols totaux (exprimée en (ug) équivalent
d’acide gallique par mg du d’extrait éthanolique (ug EAG/ mg d’extrait)
la teneur a détectée c’est de (151,25 +0,05 pg EAG/ mg)
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En comparant les résultats obtenus avec les résultats d’une autre étude réalisée sur la
méme plante originaires de différentes régions du Moyen Atlas (Maroc), il a été rapporté dans ce
contexte que 1’extrait éthanolique des feuilles de Lawsonia inermis récolté au niveau de la région
du Maroc renferme plus de polyphénols (174 + 0,005 pg EAG/ mg), par rapport a la teneur
détectée dans la présente étude (151,25 +0,05 ug EAG/ mg) (Zbadi et al ; 2018).

Dans d’autres études travaillant sur I’extrait Méthanolique de Lawsonia inermis, le taux de
polyphénols a été évalué a une teneur de (146,25+5,18 ug EAG/ mg) qui semble proche de celle
détecté dans notre études (Abire et Amina, 2017).

Cela signifie que la teneur en polyphénols change avec le changement de solvant d’extraction
et la région de la récolte.

Selon Macheix et al., (2005), la méthode de Folin-Ciocalteu peut présenter des interférences
en présence d’autres composés réducteurs que les composés phénoliques. D’aprés Zapata et al,
(2013), la teneur en composés phénoliques totaux est influencée par les saisons de 1’année, ou ces
composeés prennent leurs valeurs maximales en été, et minimales en printemps, la température
élevée induit I’accumulation des produits phénoliques comme réponse de stresse de la plante.

La température d’extraction peut également influencer le taux de polyphénols, les études
faites par Hamissa et al., (2012), ont démontré que 1’absence de 1’oxygéne dans le milieu

réactionnel réduit la teneur en polyphénols.

IV.3. Détermination de I’activité anti-radicalaire au radical DPPH

Le test au DPPH (1,1 —diphényle-2-picrylhydrazyle) choisi dans cette étude est basé sur le
piégeage du radical libre stable DPPH par une molécule anti-radicalaire, ce qui entraine la
décoloration de ce dernier (Molyneux ., 2004). La couleur violette foncée de DPPH se transforme
en jaune, ce qui est remarquée au cour de réalisation de ce teste.
La méthode est rapide et commode a mettre en ceuvre, elle s’effectue a température ambiante,
permettant  d’éliminer  tout risque de  dégradation thermique des  molécules
testées.

Ce test consiste a mettre le radical DPPH en présence de molécules dites «antioxydants» afin de
mesurer leur capacité a réduire ce radical. La forme réduite n’absorbe plus & 517 nm, ce qui se
traduit par une diminution de I’absorbance a cette longueur d’onde.

Les résultats de I’activité anti-radicalaire au DPPH sont comparés au standard de I’antioxydant
BHT.
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L’extraits de la plante de Lawsonia inermis présentent une faible activité anti-radicalaire
(0,892+0,006mg/ml) comparativement a celle donnée par le BHT.les résultats sont présenté da la
(figure 18)

1IC50,=0.892 £ 0.006 mg/ml

100+

80
<
=

= 60 -
-
=

:co 40 -
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0 | | L | L L]
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
C (mg/ml)

Figure 18: Variation de I’inhibition du DPPH en fonction de la concentration de ’extrait.

L’antioxydant BHT a révélé une tres bonne activité (0,037 mg/ml). En revanche, dans
I’étude de Zbadi, (2018) I’activité anti-radicalaire est assez importante de I’extrait €éthanolique,
méthanolique et aqueux avec des IC50 de 1’ordre (0,18 + 0,09mg /ml), (0.10 + 0.01mg/ml) et de
(0.12 £ 0,06mg/ml) respectivement .

Cependant, I'activité anti-radicalaire change avec le changement de 1’espéce, la région de
récolte et méme avec le solvant d’extraction.

Il a éteé rapporté par Turkmen, ( 2007) et Guha, (2011), que les polyphénols semblent étre
d’efficaces donneurs d’hydrogéne au radical DPPH, en raison de leur chimie structurale idéale,
sans toutefois négliger les autres composés phénoliques mineurs, parce que la synergie entre les
différents produits chimiques devrait étre prise en considération.

Les résultats obtenus révelent que 1’extraits est doté d’un pouvoir antioxydant , et ce pouvoir

varie d’une plante a une autre, et pour une méme plante, d’un extrait a un autre.
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1V.4.L’évaluation de I’activité antibactérienne

L’activité antibacterienne de L’extrait de feuilles de L. inermis ont été évalués pour leur potentiel
antibactérien contre les souches bactériennes Gram négatives et Gram positives utilisant le solvant
de L’éthanol (Yusuf, 2016).
Les résultats ont montré que les bactéries a Gram positif ont été plus sensibles que celles a Gram
négatif vis- a-vis de I’action du Lawsonia inermis. cette dernier possede une activité inhibitrice sur
les souches (Klebsiella pneumoniae , Pseudomonas aerugenosa (Gram-), Staphylococcus aureus,
Bacillus cereus ( Gram+) qui sont marquées par un diamétre d’inhibition important de 1’ordre de
9,67£2,08 mm , 9,93+0,31mm, 12,33+ 2,52mm , 12+1mm, respectivement .

Pseudomonas aerugenosa Staphylococcus aureus

Figure 19: Résultats des zones d’inhibitions de I’activité antibactérienne.
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Figure 20: Activité antibactérienne de I’extrait de L.inermis contre les souches
bactériennes.
Par conséquent, il semblerait que la plante de henné a une activité antibactérienne contre les

souches bactériennes testees.

Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés par (lhsan, 2014). En effet D’activité
antibactérienne a été observée pour les mémes bactéries testées. D’apres 1’étude de Hattab, Les
feuilles de henné issues du Tamanrasset présentaient une activité antibactérienne plus élevée a une
concentration  inférieure de celle testte au cours de notre étude.
(hettab, 2018).

Les résultats ont montrée que l'extrait éthanolique des feuilles de L. inermis est parmi les

solvants les plus efficaces (Yusuf, 2016).

IV.5.L’évaluation de I’activité antiparasitaire

1V.5.1.Test de fertilité

v' Kyste hydatique ovin
Les liquides hydatiques obtenus ont été examinés sous microscope optique objectif (Gx4 ),
(Gx10).
Les résultats montrent la présence de protoscolex dans le liquide hydatique donc les kystes sont
considérés comme fertiles.

I1VV.5.2. Test de viabilité des protoscolex

Selon 1I’étude de Blibek, (2009), I’éosine a 0.1% a la propriété de se diffuser a travers la
membrane du protoscolex mort qui devient ainsi coloré en rose. Par contre, lorsque
le protoscolex est vivant, sa membrane est imperméable au colorant et apparait réfringente au

microscope photonique. De méme, les protoscolex vivants sont mobiles et présentent une
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double couronne de crochets, des corpuscules calcaires et une régularité de la structure du
tégument et de la double couronne de crochets par rapport au protoscolex morts qui sont
immobiles et montrent une altération de la double couronne de crochets et une irrégularité du
tégument (Zeghir-Bouteldja et al., 2009 ; Amri et al., 2015).
IV.5.3. L’étude de ’effet de contact direct entre ’extrait de Lawsonia inermis et
I’échantillon parasitaire

L’effet de L’extrait des Feuille de L.inermis, a été testé sur les protoscolex viables, les

changements morphologiques ont été observés sous microscope optique.

p.co cro

P.v.inv

P.dév.tur

o~

Abs.co.cro

Figure 21: Aspects morphologiques des protoscolex en présence de I’extrait des feuilles de
Lawsonia inermis a des concentraction déffirentes (Gx 10).(Original)
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Chapitre IV Résultats et discussion

A : Témoin : protoscolex vivants forme invaginé (P.v.inv), présence double couronne de crochets
(Co.cro).
B : 1000 pg/mL: protoscolex dévaginee turgescent (P.dév.tur), perturbation de la couroune de
crochets (P.co. cro).
C: 500 pg /mL : Turgescente dévaginé (Tur.dév), Altération de la morphologie des protoscolex
(Alt. mor.psc), perturbation de I’intégrité des crochets (Per.int.cro).
D : 250 pg /mL : protoscolex dévaginé turgescent (Tur), absence des couronnes de crochets.
El, E2:125pg/mL : Altération au niveau des ventouses (Alt,n,v) , libération des crochets (L.Cro),
Perte des crochets (P.cro).

Les résultats obtenue apres le contacte direct de notre extrait avec les protoscolex induisent la
mort des protoscolex en fonction du temps a différentes concentrations, les résultats a été

enregistrée dans les Courbes suivants présentent le taux de mortalité en fonction d’exposition au

temps.
Extrait a1000pg/ml Extrait a500ug/ml
120 120
100 / 100
Le taux de
Le taul)f ,dne 60 I mortalité%
mortalite % =—Letauxde Mortalité 20 —+—Letaux de Mortalite
20 / 20 /
O T T T 1 0 T T T 1
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
Temps d'exposition en min Temps d'exposition en min
LTI . hl
Extrait a250ug/ml Extrait a125pug/ml
90 90
80 //’ 80 /
70 [v 70 »
60 f 60 rf'/
Letaux de 50 I Le taux de 50 l
mortalité% 40 mortalité% 40
0 I =4=Letaux de Mortalité 30 I =4=Le taux de Mortalité
20 ’, 20 II
10 10
O T T T 1 O T T T 1
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
Temps d'exposition en min Temps d'exposition en min

Figure 22: Courbes représentent le taux de mortalité en fonction d’exposition au temps.
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Chapitre IV Résultats et discussion

+ A une concentration de 1000ug/ml, on a enregistré un taux de mortalité élevé qui est a
82% apres 5 minutes d’exposition a I’extrait des feuilles, alors qu” aprés 30 min d’incubation ,cette
valeur a augmenté jusque 100%

+ A une concentration de 500 pg/ml, on a enregistré un taux de mortalité de 70 % aprés 5
min, alors qu’on a observé un taux de 96% apres 30  minutes.
A une concentration de 250 pg/ml, 62% mortalité a été marqué dans les premier 5min, et 85%
dans 30min.

+ A une concentration de 125ug/ml, on a marqué un taux de mortalité est diminué par
apport a la concentration de 1000 pg/ml , donta 5 minutes le taux est arrivé au 59%

Mais a 30 min

Les resultats ont démontré une augmentation significative de la perméabilite a I'éosine donc,
I’extrait éthanolique de Lawsonia inermis a une forte activité scolicide des protoscolexes a une
courte durée d’exposition le mécanisme antiparasitaire.

Il a été rapporté que I'extrait aqueux a une activité scolicidal sur les protoscolex d'Echinococcus
granulosus, les scolex morts ont adopté la coloration du pigment de Lawsonia inermis de plus
l'activité antihelminthique a été teste sur Strongyloides spp (Elowni et al.,2020),(Ismail et
al.,2016)

le mécanisme d'action de cette plante n'est pas encore élucidé notamment le mode de diffusion

des molécules bioactives a travers le tégument.
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Conclusion

Conclusion

A la lumiére des résultats obtenus au cours de notre étude, nous pouvons conclure que les
extraits aqueux des feuilles de Lawsonia inermis constituent une bonne source d’antioxydants.
Cela est observé lors des résultats obtenus par I’évaluation de test de piégeage du radical libre
DPPH.

Dans cette étude, il ressort que I’extrait de plante lawsonia inermis a présenté une action
antibactérienne variable contre les bactéries: Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,
Pseudomonas aeruginosa et Klebseilla pneumoniae.

Nos résultats ont également montré que I’activité antibactérienne de notre plante par la
méthode de diffusion en puits ont montré que les bactéries & Gram positif ont été plus sensibles
que celles a Gram négatif.

L’évaluation de 1’activité antiparasitaire de Lawsonia inermis sur le parasite Echinococcus
granulosus a montré un effet scolidale qui est traduit par des changement structurels avec
altération de la forme invaginée et dévaginée du parasite, ainsi que la mort des parasites apres
traitement par 1’extrait des feuilles de lawsonia inermis a différentes concentrations.

Notre étude a également montré que les différents antioxydants (polyphénols, et flavonoides)
contenus dans lawsoni inermis jouent un role principal dans I’inhibition de I’activité parasitaire,
Cette inhibition est proportionnelle au temps ainsi que la concentration de 1’extrait.

Au terme de cette étude nous pouvons conclure que l’utilisation des plantes médicinales
dans les domaines pharmaceutiques est d’'un grand intérét dans la recherche des molécules
bioactives qui sont a [I’origine de plusieurs activités biologiques telles que 1’activité
antibactérienne et antioxydante.

D’aprés nos résultats, nous pouvons conclure que Lawsonia inermis est riche en substances

biologiquement actives, qui lui conférent un grand intérét pharmacologique.
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Résume

L’utilisation des plantes médicinales dans les domaines pharmaceutiques, agroalimentaires et
biotechnologiques aregu un grand intérét dans la recherche des molécules bioactives.
Dans ce travail, nous sommes intéressés a I'étude de l'activité antioxydant et antibactérienne des
feuilles de Lawsonia inermis et leur viabilité sur les protoscolex pour cela une extraction par
macération a froid a été réalisée et le dosage des polyphénols a montré une teneur élevée dans les
feuilles (151,25 +£0,05ug GAE/mg) avec un rendement de 30,84% , une faible activité antioxydante a
été obtenue avec IC50 de (0,892+ 0 ,006mg/ml) comparativement a celle donnée par le BHT (0,037
mg/ml), le résultat obtenu de I’activité antibactérienne par la méthode de diffusion en puits a montré
que les feuilles de lawsonia inermis ont une activité inhibitrice sur la croissance des souches de Gram
positive et négative étudiées

L’hydatidose est une infection parasitaire due a Echinococcus granulosus, Cette maladie est
endémique dans plusieurs pays y compris 1’ Algérie.
en effet apres 5min de contacte entre I'extrait éthanolique de L.inermis et les porotoscolex , on
signalant un taux de mortalité qui arrive & 70 % a une concentration de (500 pg/ml), d'apres les
résultats, nous avons confirmé que [I’extrait éthanolique de L.inermis a une forte activité
antiparasitaire a une courte durée d’exposition.
Mots clés: Lawsonia inermis, Extrait éthanolique , activitéantioxydante ,activité antibactérienne
,hydatidose, Echinococcus granulosu ,, actvité antiparasitaire.

Abstract

The use of medicinal plants in the pharmaceutical, agri-food and biotechnological fields has received
great interest in the search for bioactive molecules.
In this work, we are interested in studying the antioxidant and antibacterial activity of Lawsonia
inermis leaves and their viability on protoscolex for this purpose an extraction by cold maceration was
carried out and the determination of polyphenols showed a high content in the leaves (151.25 +£0.05ug
GAE/mg) with a yield of 30.84%, a low antioxidant activity was obtained with IC50 of (0.892+ 0
.006mg/ml) compared to that given by BHT(0.037 mg/ml), the result obtained from the antibacterial
activity by the well diffusion method showed that the leaves of lawsonia inermis have an inhibitory
activity on the growth of the Gram positive and negative strains studied

Hydatidosis is a parasitic infection due to Echinococcus granulosus, this disease is endemic in
several countries including Algeria.
Indeed after 5min of contact between ethanolic extract of L.inermis and porotoscolex, we reported a
mortality rate that reaches 70% at a concentration of (500 ug/ml), according to the results, we
confirmed that the ethanolic extract of L.inermis has a strong antiparasitic activity at a short duration of
exposure

Key words: Lawsonia inermis, Ethanolic extract, antioxidant activity, antibacterial activity ,
Hydatidosis, Echinococcus granulosus , antiparasitic activity.
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