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ABSTRACT

leishmaniasis  represent  the  parasitical disease  with  heavy  social-economic
consequences most frequent vector-borne diseases in Algeria.

Indeed the available treatments require  for  the most, parenteral
administrations ~ which  are  costful for the concerned populations.  The
research of new active molecules is then a necessity. To participate in the
effort of the research of therapeutic alternatives, we are interested in
studying  one plant  species from the Zygophelaceae family, Peganum
harmala in this case,with both biological study. The obtained resultsreveal
the metabolic richness of these specie in with variations from an extract to
another  according to the method used for the extraction. The
antileishmanial  activity of peganum harmala extracts on the promastigote
form of the species L.major , which cause the cutaneous leishmaniasis
(LC) in Algeria constitute a strong promising result as a thyrapeutic

alternative headline.

Key words: Leishmaniasis — LC - antileishmanial activity - Peganum

Harmala .
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RESUME

Les leishmanioses,  représentent les  maladies  vectorielles  aux
conséquences  socio-économiques  lourdes les plus  fréquentes en  Algérie.
Leur  confirmation  biologique  est  nécessaire  avant  D’administration  des

traitements contraignants, colteux et toxiques qui leurs sont réserves.

Et donc La recherche de nouvelles molécules actives est une nécessité.
Pour contribuer a l’effort de recherche d’alternative thérapeutiques, nous
nous sommes intéressés a 1’étude biologique d’une espéce de plantes de la
famille des Zygophelaciaes, Péganum harmala ou I’Harmel en
I’occurrence. Les résultats obtenus, révelent la  richesse métabolique de
cette espéece avec des variations de rendement d’un extrait a [lautre selon
la  méthode d’extraction utilisée . L’activité  antileishmanienne des extraits
de peganum harmala  sur la forme promastigote  (sur le milieux de culture
NNN) de [lespéce L. major, responsable de la Ieishmaniose cutanée (LC)

en  Algérie, constitue un  résultat  prometteur en terme  d’alternative

thérapeutique.

Mots-clés : Leishmaniose - LC - Activit¢ anti-leishmanienne - Peganum

harmala - milieu NNN - Zygophelaciae .
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INTRODUCTION

Les leishmanioses forment un ensemble des maladies
parasitaires qui se  différencient par leurs  manifestations  cliniques en:
leishmaniose cutanée (LC), leishmaniose cutanéo-muqueuse (LCM) et
leishmaniose  viscérale  (LV). Elles sont due au parasite  protozoaire,
Leishmania qui a son tour est transmis entre les vertébrés par la piqure de
la  femelle du Phlébotome [1]. L’OMS estime la fréquence de la
Leishmaniose a 1.5 a 2 millions de nouveaux cas par an, I’Algéric se place
malheureusement parmi les pays les plus concerné par cette maladie du
pourtour  méditerranéen [2]. Le genre Leishmania présente  statistiquement
des  potentialités  pathogéniques  différentes.  Citons par exemple, L.major,
L.tropica et L.inffantum qui sont responsables de formes cutanées de Ila
maladie qui sont potentiellement graves et défigurantes, elles se présentent
sous forme de lésions cutanées généralement sans fievre ni symptémes

géneéraux [3]

Aujourd’hui, la  tendance est a la  médecine  naturelle
qu’elle soit préparée en laboratoire ou chez soi parce que les solutions
phytothérapeutiques  trouvent  toutes leurs origines dans les plantes dites
médicinales, ces derniers dont [utilisation concerne des milliers d’espéces
differentes issues de la nature. Citons par exemple, le genre de Peganum
harmala (harmel) de la famille Zygophyllaceae, a fleurs blanc-jaunatre.
Anciennement utilise en tant que calmant ou bien afin de traiter plusieurs

maladies cutanées [4]

Ainsi, ce travail est subdivisé en trois parties différentes,
la premiére consiste a restituer les connaissances actuelles concernant les
caractéristiques épidémiologiques, cliniques, biologiques, thérapeutiques,
et phytothérapeutiques de la Leishmaniose, d’une part, et d’une autre part
la présentation, la description, les habitats, et les propriétés de la plante

expérimentée : Peganum harmala.
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INTRODUCTION

La deuxiéme partie décrit le climat expérimental : préparation de I’extrait
et de Tlhuile essentielle issus de la plante, préparation des milieux de

cultures des parasites, prélevement sur patients.

La troisieme et derniere partie concerne essentiellement les essais de mise
en culture du parasite et des tests in vitro du potentiel Leishmanicide de

P.harmala.

Nous terminerons enfin ce travail par une conclusion ou nous proposerons
quelques perspectives quant I’amélioration des différents protocoles

expérimentaux.
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| - Généralités

La leishmaniose est wune parasitose, Cc'est-a-dire provoquée par un
genre de parasites spécifigues les Leishmania, ceux-ci se transmettent d’un

vertébré a un autre, par la piqure d’une mouche du genre de phlébotome.

[2]
Selon ’OMS, la leishmaniose se présente sous trois principales formes :

-La leishmaniose viscérale (LV), est également connue sous le nom Kkala-
azar. Il s’agit d’une forme mortelle de Leishmaniose si elle n’est pas
adéquatement  traitée, selon I’OMS, les symptomes observes chez les
patients qui en souffrent sont: des fievres irrégulieres, une anémie, une
perte de poids ainsi qu’une augmentation du volume de foie et de la rate
(figure 01).

Figure 01 : Fillette souffrant de LV associée a une hépatosplénomégalie (Ethiopie).

[3]

Chaque année I’OMS enregistre plus de 50.000 cas de LV, 90Z concentrés

au Bangladesh, Brésil, Inde, et au Soudan. [2]

-La leishmaniose cutanéo-muqueuse (LCM), ou muco-cutanée, est une

forme grave, destructive, qui affecte les muqueuses du nez, de la bouche,
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ainsi que de la gorge (figure 02). 90% de LCM surviennent en Bolivie, au

Brésil, et au Pérou. [1]

Figure 02 : patient atteint de LCM. [6]

-La leishmaniose cutanée (LC), c’est la forme 1la plus fréquente, elle
provoque des ulcéres et des lésions cutanées, sur les parties exposes du
corps, comme le visage, les bras, et les jambes (figure 03). L’affection de

ce type de leishmaniose, laisse des cicatrices graves, et des handicaps

séveres. [2]

Figure 03: LC chez un enfant (Afghanistan). [5]

907 de LC sont retrouvés en Afghanistan, en Algérie, au Brésil, en lIran, en

Arabie saoudite et en Syrie. [1][2]
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Il — La LC en quelques chiffres

Il —1. LC dans le monde

Actuellement, la leishmaniose cutanée est présente dans 87 pays
a travers le monde (selon I’OMS) , 20 pays parmi eux le nouveau monde
comme I’Amérique du sud et centrale, et 67 pays de I’ancien monde
comme I’Europe, I’Afrique, 1’Asie, [I’Inde...ctc. (figure 04). La parasitose
peut é&tre persistante ou saisonniére, cela varie d’'un pays a lautre en

fonction des conditions géographiques ou environnementales. [1]

Chaque année I’OMS  enregistre  500.000 a 1000.000 de cas de
leishmaniose cutanée, affectant surtout les populations les plus pauvres, a
cause des conditions de vie souvent défavorables: malnutrition et manque
d’hygiéne. [1][5][7]

Figure 04 : Répartition géographique de leishmaniose cutanée dans le monde(en jaune). [7]

D’autre part, la LC est la forme la plus fréquente de la parasitose, le relevé
épidémiologique  hebdomadaire de I’OMS  (2017), déclare que  I’année
2015 enregistre des cas varies de LC chez 57 pays parmi les 87 pays dans
le monde (figure 05). Ces derniers ont €té principalement observes dans
deux régions : européenne et la méditerranée Américaine. Des
pourcentages moyens en Afrique et la méediterranée orientale . Des
pourcentages trés faibles a nuls en [I’Asie du Sud-est et au Pacifique
Occidentale. [7]
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WPH: 1; 1%
SEAR; 3; 3%

~

AME; 21; 24%

EMR; 18; 21%

EMR: Région de méditerranée oriental. AMR: Région de méditerranée Américaine.
EUR: Région européennes. SEAR: Région de I’ Asie du Sud-est.
AFR : Région Africaine . WPR: Région du Pacifique Occidentale.

Figure 05 : Diagramme représente le nombre de pays d’endémie pour la LC. [7]
Il - 2. La Leishmaniose cutanée en Algérie

Selon I’'OMS, la LC est une maladie trés fréquente en Afrique
et surtout en Algérie, ou elle représente un sérieux probléeme de santé
publique qui s’est accentué durant ces dernieres années. Certaines régions
présentent des taux parmi les plus importants dans le monde.[2][3] En
effet, de 2001 a 2007, une équipe du service des maladies infectieuses et
tropicales de I’hopital militaire universitairc de Constantine a observé un
pic du nombre des cas en 2005, environ 25000 personnes de 19 a 45 ans
(figure 6-a), en majorit¢ de sexe masculin. Cette équipe signale également
que la LC peut étre présente toute I’année, mais avec des pics observés

surtout en ’hiver (figure 06- b), généralement d’octobre a mars. [3]
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Figure 06 : Diagramme de la distribution des cas de LC par Année (a), et par mois (b). [3]
111 — Parasitologie ; Leishmania
111 - 1. Le parasite

La Leishmaniose cutanee est due a un parasite unicellulaire

(Protozoaire), dont la classification est la suivante : [19]

Reégne : Protista

Sous-Regne : Protozoa
Embranchement : Sarcomastigophora
Sous- Embranchement : Mastigophora
Classe : Zoomastigophorea

Ordre : Kinetoplastida

Sous-Ordre : Trypanosomatina

Famille : Trypanosomatidae

© 0o N o o bk~ w D PE

Genre: Leishmania
111 — 2. Les formes parasitaires

Ces cette famille, les parasites sont présents sous deux formes
(figure 07), dont chacune posséde un noyau central (n), un Kinétoplaste
(K) présent dans la seule mitochondrie (mt) , ainsi qu’un flagelle (f)

provenant d’une poche flagellaire (fp) .
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Figure 07 : Les formes parasitaires du Leishmania. [6]

La forme amastigote

Les leishmanies amastigotes sont de petite taille, celle-ci varie de 2 -
5 micrometres de long et environ 2 micrometres de large, leur forme est
arrondie et sont immobiles. Elles vivent a [lintérieur des leucocytes
mammiferes  (cellules hdtes) ou elles se  multiplient jusqu’a  provoquer

I’éclatement des cellules hotes (figure 07). [1][2][9][10]

La Forme promastigote

Les leishmanies promastigotes sont de forme plus allongée que les
amastigotes, leur taille est de 10 a 25 micrometres de long, et de 4 a 5
micrometres de largeur, elles sont présentent un flagelle qui assure leur
mobilité (figure 07). [1][2][9][10]

Les promastigotes vivant et se multiplient dans Dintestin de [I’insecte qui
transmet la leishmaniose (vecteur). C’est cette forme c¢i du parasite qui est

mise en culture.
111 — 3. Les différentes espéces de Leishmaniose cutanée

La Leishmaniose cutanée peut étre causée par différentes  espéces
appartenant au genre Leishmania, selon I'OMS (2004), il y aurait plus de
20 especes, leurs seul point commun est d’étre transmises dans  des
conditions  naturelless par la piqure d’un phlébotome femelle. Les plus

fréquents restent : L.infantum, L.mojor, et L.tropica. [2]
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L.infantum

L.infantum est wune espéce fréquente au niveau des zones humides
et sub-humides, elle est d’une importance zoonotique car elle est I’agent de
la LC affectant surtout les chiens et est beaucoup plus rare chez
I’homme.[11]

L.mojor

I s’agit dune forme de LC ne provoquant que des Iésions
bénignes chez [I’homme, elle est également P'agent de 1la LC  zoonotique,

affectant généralement I’h6te réservoir représenteé par les rongeurs. [12]

L.tropica

C’est l'agent de la LC anthroponotique, elle cause des lésions dites

‘seches’ transmissibles d’humain a humain. [13]
111 — 4. Le vecteur

Les Leishmanies sont transmis d’un  vertébré a I’autre par
Iintermédiaire d’un vecteur qui est généralement un insecte: la femelle du
phlébotome, d’une taille de 2 a 3 millimétres de longueur, de couleur jaune
paille,  recouvert  d’un  tissu  épais lui  permettant de se  déplace
silencieusement.  Leurs morphologie générale est incurvée avec de longues
pattes, une pilosité développée et des ails dressees au repos au dessus du
corps a 45 degrés, il y’a une piéce buccale piquante et grattant le derme
des cibles (figure 08). [2][11][14][15][16]
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Figure 08 : Morphologie et photographie du phlébotome. [11][24]
La Phlébotome est également appelé «la mouche de sable», il est présent

dans les zones sombres, dans les fissures, et dans les nids d’oiscaux ouU
I’humidité et les matiéres  organiques nécessaires pour la nourriture des
larves sont abondantes. [2][11][14][15]

Il — 5. Les réservoirs

Les leishmanies affectent les vertébrés d’une maniére générale mais

avec différents types de persistance, on en distingue principaux types : [2]

- La premiére, quand les parasites sont transmis de I’humain a
I’humain, ces parasites forment des réservoirs et persistent chez
I’homme (LC Anthroponotique).

- La deuxieme, le réservoir est représent¢ par des formes d’animaux

sauvages, principalement des especes de rongeurs (LC zoonotique).
111 — 6. Transmission

La femelle du phlébotome par leur piqure avec leurs  piéces
buccales, produisent un creux ou un trou par le grattage des tissus du
derme de [I’hote infecté, celui-Ci contient des macrophages contenant la
forme d’amastigote du parasite. En aspirant le sang, le vecteur aspire

également ces macrophages. [2][9][10][13][16]
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Les amastigotes se transforment en promastigotes dans I’intestin  moyen de
’insecte et vont s’y multiplier. Les promastigotes prennent une forme
méta-cyclique et deviennent infectieuses. Ce changement de forme
nécessite le séjour de ces promastigotes dans [I’intestin moyen durant 5 a 7
jours en moyenne. La forme infectieuse migre par la suite vers la trompe,

le phlébotome est alors infectieux. [2][21][23]

Aprés un nouveau repas de sang, le phlébotome injecte les promastigotes,
dans le derme d’une nouvelle cible (figure 09). Les promastigotes se
convertissent amastigotes, ils sont phagocytés par les macrophages ou ils
se multiplieront par fission binaire. Généralement, Dapparition d’une Iésion
cutanée nécessite plusieurs semaines voire plusieurs mois afin  qu’elle soit

bien visible. [2][23]
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Figure 09 : Le cycle évolutif de la Leishmaniose. [17]
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111 — 7. Facteurs affectant la transmission

111 —7.1. Mouvement de population

La transmission de la Leishmaniose est étroitement associée a la
migration  des  populations,  surtout lorsqu’il y’a un  déplacement  de
personnes porteuses de la maladie vers des zones de transmission déja
existantes. C’est pour cette raison, qu’il est indispensable d’évaluer les
risques avant de mettre en ceuvre n’importe quel projet impliquant un

mouvement de la population dans ces régions. [2]

111 — 7.2. Facteurs socio-économiques

Selon I'OMS, le risque de transmission de la  leishmaniose
cutanée est etroitement lié aux conditions sociales et se trouve accru par la
mauvaise gestion des déchets, les égouts ouverts, les mauvaises conditions
sanitaires des logements, en resumé tout ce qui favorise la multiplication

des foyers du phlébotome et facilite son acces a I’lhomme.

111 — 7.3. Facteur de risque environnementaux

Le risque de transmission de la leishmaniose cutanée, dépend d’une
maniere trés importante du climat et se trouve augmenté par le taux des

précipitations , la température et ’humidité.
1V — L’immunité contre la Leishmaniose

L’infection ~ protozoaire telle que la leishmaniose, est une
veritable menace pour la santé dans les pays en voie de développement.
[8][18] Il est tres difficile de s’immuniser contre les protozoaires, car la

protection requiére spontanément I’immunité cellulaire et humorale. [19]

La réponse immunitaire de I’hote vertébré va se dérouler en plusieurs
phases. Dans un premier temps. L’immunité innée naturelle va étre activée
lors de Tlinfection. Rapidement, la  réponse  immunitaire précoce  non-
adaptative va prendre le relais (cellules NK) (figure 10). Dans un
deuxieme temps, lactivation des lymphocytes T dépend de [Iinteraction

entre les récepteurs lymphocytaires et les molécules de CMH présentées
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par les cellules dendritiques. La réponse & médiation humorale  se
caractérise par la production d’interleukines 4, 10 et 13(IL-4, IL-10, IL-
13), par les cellules Th2 et conduit a la survie du parasite (figure 10). La
réponse a médiation cellulaire protectrice est quant a elle définie par la
production, par les cellules Thl, d’IL-12 et d’interféron gamma (IFN-
gamma) et conduit a la mort des Leishmania (figure 10) On peut noter que

cette dichotomie, nette chez les autres espéces de Leishmania. [8][21]

».—> Lymphocyte
—2 CbDa* ]

Lymphocyte
naif C

D4 active

[L-4
IL-< ﬁ IL-5

IL-6 :
MCP-1 T
PGE-2

dendritique

Figure 10 : Différentiation des lymphocytes T CD4+, lors de I’infection par les leishmanies.

[8]
V — Co-infection VIH/Leishmaniose

La leishmaniose comme toute maladie, peut étre associée a une
autre infection, souvent avec le virus d’immunodéficience humain (VIH),
ou le syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA), notamment dans le

sud de I’Europe. [18]

La Co-infection VIH/Leishmaniose, est le «cas dun chevauchement entre
deux maladies infectieuses, le VIH et la leishmaniose, mais généralement

la LV est souvent associé a le VIH, et rarement la LC. [1][21][22]
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Il est obligatoire  dobtenir une  confirmation  parasitologique

VI —diagnostic de LC

du diagnostic avant de sengager dans un traitement  anti-leishmaniose

souvent contraignant et présentant de nombreux effets secondaires.
VI - 1. Examen microscopique

Il permet la recherche des amastigotes intracellulaires dans les
macrophages sur un frottis a la périphérie de Ila Ilésion. Les frottis fixés
puis colorées au Giemsa. Généralement la  microscopie semble étre e
meilleur examen pour le diagnostic. [25]

VI - 2. Culture

Elle permet la croissance des formes promastigotes, dans des
milieux d’isolement appropriés le plus utilise est le milieu NNN, il donne
d’excellents résultats avec un minimum de risque de contamination. Ce
milieu est additionné d’antibiotiques : penicilline- gentamycine. [26]

D’autres milieux peuvent é&tre utilisés tels que les milieux d’Evans, de
Tobie, de Schneider et le RPMI . [26]
VI - 3. Ponction ou biopsie

C’est une méthode moderne, permettant la mise en évidence
d’infimes  quantités de matériel génomique parasitaire, aussi de déterminer
avec  précision 1’espéce de  Leishmania  responsable, par la  recherche
d’anticorps monoclonaux et d’ acides nucléiques parasitaires, par
hybridation  moléculaire  (sondes marquées aux isotopes) ou amplification
de séquences identifiees (PCR) suivie d’hybridation. [21]
VIl - Traitement de LC

La LC n’est pas une maladie mortelle, ou met la vie en
danger, il est rarement de voire une complication grave. Cependant, son
apparence sur la peau est indésirable et il s’agit donc beaucoup plus de

préjudice esthétique.

Un grand nombre d’interventions thérapeutiques ont été utilisées pour la

LC, ainsi que les especes infectantes, le statut immunitaire, la taille de
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lésion, le nombre des lésions, chez le patient peut affecter [I’efficacité du

traitement (figure 11). [2]

Figure 11 : Cas de LC : (a) Papule (moins 1 cm), (b) nodule (moins de 4 cm), et (c) plaque

(supérieure ou égale a 4 cm) .[2]

Selon I'OMS, le traitement face a la LC, doit prendre en compte trois

situations:
Situation 01

Cette situation, est quand le patient présente moins de 04 lésions
des tailles limitées, qui ne sont pas dans les zones apparentes du corps
comme le visage ou les doigts, et ne presente pas de maladies chroniques
comme le diabéte. Généralement, dans ce type de situations il peut y avoir
une guérison spontanée au fil du temps, un traitement local a base
d’antiseptiques  est suffisant. L’évolution des lésions est surveillée, si elles
n’évoluent pas d’une maniére satisfaisante le passage a la situation 2

s’impose. [2]
Situation 02

Le patient présente toutes les caractéristiques définies dans la
premiére  situation avec une mauvaise évolution, I’espéce  impliquée  peut

étre L.infantum ou L.tropica.
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Il 'y a plusieurs options thérapeutiques utilisé pour la LC dans cette

situation : [2]

v' Cas de L.infantum, wune pommade antibiotique: la Paramomycine a
utilisation locale deux fois par jour pendant20 jours.

v' La cryothérapie, application sur la zone a traiter d’azote liquide a trés
basse température (-195°C) sur la lésion et en dehors de la zone
(environ 2 mm) par lutilisation dun pulvérisateur jusqu’a ce que la
Iésion blanchisse puis une injection intra lésionnelle d’Antimonié .

v’ La Thermothérapie est I’application d’une chaleur locale de 50 °C
pendant 30 secondes en moyen, puis application d’un gel de Dioxyde
de chlorine.

v' L’injection d’Antimonié seule de 1 a 5 millilitres , deux fois par jour

jusqu’a la guérison compléte.
Situation 03

Quand les traitements des deux situation précédentes  (situation
01, et situation 02), n’ont eu aucun effet, ou bien lorsque le patient
présente plus de 04 Ilésions de tailles plus grandes (supérieurs ou égale a 4
centimetres), avec  d’autres  maladies  associées:  diabete,  VIH..ect, le
traitement consiste alors en I’administration par voie générale
d’Antimonié  pentavalent  systémique, pendant 21  jours d’une  dose
présente selon le poids de patient, généralement 20

milligramme/kilogramme par jour. [2]
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La phytothérapie  dérive de  deux mots grecs qui  signifient

| - Définition de la Phytothérapie

essentiellement « soigner avec les plantes ». Il s’agit en D’administration
d’un traitement basé¢ sur ['usage de substances d’origine végétale. Cette
thérapie, est considérée selon I'OMS comme une médecine traditionnelle
qui malgré le progrées de la pharmacologie, demeure encore massivement
utilisée dans les pays en voie de développement. La Pharmacognosie est
une science appliquée considéré comme une phytothérapie grace a leurs
substances ou  maticres a  potentielle = médicamenteuse d’origine
biologique Vvégétale.[29] Il y a un large domaine d’applications de Ila
phytothérapie, telle que le domaine cosmétique (par la reproduction des
savons, des poudres, des crémes, déodorant..... a la base des plantes

naturelles), et les traitements des maladies dermatologiques...
Il — Définition des plantes médicinales

Dans le code de la santé publique, il n'existe pas de définition Ilégale
d'une plante medicinale au sens juridigue, mais en France « une plante
medicinale » est dite médicinale lorsquelle est inscrite a la pharmacopée
et que son usage est exclusivement médicinal. C’est-a-dire qu’elles sont
présentées pour leurs propriétés préventives ou curatives a I'égard des

maladies humaines ou animales. [30]
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11 - Présentation du genre Peganum harmala

111 — 1. Description botanique

Figure 12 : La plante de peganum harmala (L’harmel). [31]

La peganum harmala (P.harmala) ou [I’'Harmel est wune plante
medicinale vivace, ligneuse, de 40 cm de haut. Les feuilles alternes vert
glauque (vert qui tire vers le bleu) divisées ; Elles émettent une odeur
forte désagréable quand on les froisse. Les fleurs possedent 5 pétales
blanc-jaunatre  (figure 01); le fruit, une capsule sphérique qui contient des

graines noires en forme de triangle (figure 02). [4]

Classification :

1-Regne : Plantae

2 -Sous régne : Tracheobionta
3-Division : Magnoliophyta
4-Classe : Magnoliopsida
5-Ordre : Sapindales
6-Famille : Zygophyllaceae
7-Genre : Peganum

8-Sous genre : peganum harmala
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Figure 13 : fruit et graines de Peganum harmala. [32]
111 — 2. Habitat

Peganum harmala, comme toute plante, se développe sur les décombres,
les bords des chemins et les parcours steppiques dégradés, il pousse en

Afrique du nord, I’ Irak , le Koweit, la Jordanie, et la Syrie. [4][33]

C’est  généralement, une  plante  saisonniere  qui  pousse de  maniére

importante en été et au printemps .
111 — 3. Propriétés pharmacologiques

Cette plante est utilisee en médecine traditionnelle en tant que
calmant, et vermifuges. Elle est aussi utilisé pour traiter les maux de téte,
les douleurs nerveuses, et les crises cardiaques. [4] A partir de [Iextraction
des huiles des graines, il est possible de traiter diverses maladies cutanées
et oculaires. Le broyat des graines augmente la fertilité masculine et la

lactation chez la femme. [4][33]
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11 — 4. Principes actifs

111 —4 .1. Les alcaloides

Les alcaloides sont naturellement présents dans les plantes telles que la
P.harmala, les graines et les racines contiennent les alcaloides actifs

suivants :[4]
L’ harmaline

L’Harmaline, est [lalcaloide majeur du P.Harmala, il semble agir comme
MAOI (MonoAmineOxidase  Inhibiteur)  réversible.  C’est un  alcaloide
indole  psychoactif fluorescent du groupe des alcaloides, harmala et des

béta-carbolines sont la forme partiellement hydrogenee de I'harmine.[34]
L ’Harmine

Ces alcaloides  possedent  des  diverses  activites  pharmacologiques, et
propriétés de neuromodulation. Ils stimulent le systéme nerveux central et
sont mentionnés comme hallucinogenes dans la littérature. L’Harmine est
un dérivé méthylé de la [-carboline de formule moléculaire
C12H10N2.[34]

L’ Hermalol

Hermalol est un béta-carboline bioactif et un membre des alcaloides

harmala.[35]

La Pyganine

La peganine ou vasicine, est un alcaloide de la quinazoline, il a un effet
dépresseur cardiaque, tandis que la pegarine est un stimulant cardiaque
faible; leffet peut étre normalis€ en combinant les alcaloides. Il aurait

également un effet tonique du muscle lisse.
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Une recherche sur les qualités organoleptiques de I’huile des graines de

111 — 4. 2. Les huiles

Peganum harmala a montré qu’elles étaient comestibles. Cette huile, composée

majoritairement :[36]

Acide oléique

L'acide oléique est un acide gras mono-insaturé & 18 atomes de carbone,
son nom vient du latin oléum. C'est le plus abondant des acides gras dans
la nature. 1l est le plus abondant dans le tissu adipeux humain et le plasma.

Linoléique

L'acide linoléique est un acide gras polyinsature a longue chaine, de Ila
famille des oméga-6. Sa  désignation biochimique est 18:2 (n-6). 18
correspond au nombre datomes de carbone et 2 au nombre de liaisons.
Cet acide gras est dit essentiel car il ne peut étre synthétisé par l'organisme.

Palmitique

Un acide gras saturé, comme lacide palmitique, est un acide gras ayant des
atomes de carbone complétement saturés en hydrogéne. On le symbolise
souvent par les nombres 16:0 pour indiquer qu'il a 16 carbones et aucune
liaison éthylénique.

On le retrouve trées largement dans  lindustrie  alimentaire  (biscuiterie,
margarine, etc.). En regle générale, les matiéeres grasses riches en acides
gras saturés sont solides a température ambiante.

2018-2019 Page 19



RVUE EXPIRIMENTALE

Chapitre 111

MATERIEL
&
METHODES



CHAPITRE 1 BYLia R g lofe 25

Cette partie s’articule autour de quatre volets, la préparation des
différents extraits a partir de P.harmala, la préparation des milieux de culture,

les prélevements et mise en culture du parasite et enfin les testes in vitro.
. Préparation des extraits a partir de P.harmala

Notre plante, P.harmala a été récoltée dans la région d’El Kheither,
wilaya d’El Bayadh. On procéde d’abord a un séchage a I'ombre a température
ambiante puis a un fin broyage, le but étant d’obtenir un extrait aqueux et une
huile essentielle par les différents moyens prévus a cet effet et disponible dans
le laboratoire de la faculté des sciences département de biologie de 1'université
de Saida.

| .1. Préparation de I’extrait aqueux

1.1.1. Par Macération

Il s’agit d’une technique d’extraction solide-liquide destinée a retirer
d’une substance solide les espéces chimiques qu’elle contient en les diluant
dans un liquide. La macération est en effet une extraction «a froid », ce qui ne
signifie pas qu’elle s’accompagne d’un refroidissement mais tout simplement
quelle se fait a température ambiante sans bénéficier d’une hausse de

température qui accélére la plupart des phénomenes chimiques. [37]

Matériel :

Le mateériel utilisé pour réaliser cette extraction est :

-12.5 g de P.harmala. -250 ml d’eau distillé.
-Agitateur -Bécher
-Papier filtre + entonnoir + erlenmeyer . -Papier aluminium + flacon en verre.
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Méthodes

Dans un bécher on met les 12.5 g de la plante et les 250 ml d’eau, puis on les

place dans un agitateur pendant 24 heurs (figure 14 A).

Aprés les 24 heurs on a procédé a la filtration (figure B.14), puis récupére le
filtrat dans un flacon en verre recouvert par de Paluminium (figure 16), la

conservation s’effectue a 4°C.

Solution
(p.harmala +
500 ml d'eau )

Figure 14: (A )Protocole de macération. (B) Protocole de filtration.
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Figure 15 : Flacon avec extrait final.

Note : Pour réalisé les testes in vitro on a préparer I’extrait aqueux par macération en
trois concentrations différentes 17, 37 et 57. a partie la péganum harmala (1 g pour
100ml, 3g pour 100ml et 5g pour 100ml).

| .1.2. Par Décoction

La décoction est une méthode d’extraction consistant a chauffer
l'élément avec d’eau, jusqu'a ce que cette derniére soit bouillisse, afin d’en
extraire les principes actifs. [37]

Matériel :
-12.5 g de P.harmala -250 ml d’eau distillé.
-chauffe-ballon. -Ballon.

-Réfrigérant associé¢ d’une source d’eau froide.
-Erlenmeyer + entonnoir + Papier filtre. -Flacon en verre + papier aluminium.
Meéthodes :

Dans un ballon on met 12.5 g de P.harmala et les 250 ml d’eau, on les place
dans un chauffe-ballon associé au réfrigérant (figure 16). Aprés 02 heures on p

filtre notre solution (figure 14.B ).
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Le filtrat est conservé & 4°C dans un flacon en verre recouvert par de I’aluminium
(figure 15).

=

A0 Réfrigirant

= + source d'ea
§ %

(! \

.
B
192

|

hauffe-ballon

Figure 16 : Montage de I’extraction par décoction.

| .1.3. Par la méthode de soxhlet

Un extracteur de Soxhlet (ou appareil de Soxhlet) est une piece de
verrerie utilisée en chimie analytique et en chimie organique qui permet de
faire l'extraction par solvant en continu d'une espéce chimique contenue dans
une poudre solide. Elle requiert nettement moins de solvant que la méthode

des macérations successives pour une méme efficacité d'extraction. [38]

Matériel :

-12.5 g de p.harmala. -250 ml d’eau distillé.
-Chauffe-ballon. -Ballon.

-Extracteur de soxhlet. -cartouche en cellulose.
-Refrigérant associé a une source d’eau froide.  -Flacon en verre + aluminium.
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Méthodes :

On place les 12.5 g de P. harmala dans la cartouche, puis dans le réservoir de
soxhlet et remplir le ballon avec les 250 ml d’eau distillée et on surmonte
l'extracteur d'un refrigérant. A laide d'un chauffe ballon, on porte le solvant a
ébullition (figure 17). Le produit passe par la premiére tubulure et est
condenseé par le réfrigérant. 1l tombe alors dans le réservoir contenant Ila
cartouche et solubilise la substance a extraire de P.harmala. Le réservoir se
rempli des que le niveau de solvant est & la hauteur du deuxiéme  coude, le
réservoir se vidange automatiquement. Le solvant et la substance a extraire
sont entrainés dans le ballon. Pour réaliser une extraction correcte d'une

substance, on réalise trois cycles tels que décrit précédemment.

-Le 1% cycle commence apres 01 heure et 09 minutes de la réalisation de notre

protocole.
-Le 2eme s’effectue aprés 11 minutes du 1% cycle.
-Le 3eme et dernier cycle se termine 6 minutes apres le 2eme cycle.

L’extrait final est conservé a 4°C dans un flacon recouvert par de I’aluminium
(figure 15).
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Figure 17 : Le montage de soxhlet.

| .2. Extraction de I’huile essentielle

Sont appelée huile essentielle, ou parfois essences végétales, le
liquide concentré et hydrophobe des composés aromatiques  (odoriférants)
volatils d'une plante. Elles sont obtenues
par extraction mécanique, entrainement a la vapeur d'eauou par distillation a
sec. Dans notre laboratoire, nous les obtenons par hydro-distillation

classique.[39]

| .2.1. Extraction par hydro-distillation

L’hydro-distillation est la méthode la plus utilisée pour extraire des
huiles essentielles. Elle consiste a entrainer les composés volatiles des produits

naturels avec la vapeur d’eau. Cette technique est trés ancienne. [39]
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Mateériel :

-50g de P.harmala. -400ml d’eau distillé.
-Chauffe-ballon. -Ballon.

Réfrigérant associée d’une source d’eau. -Ampoule & décantation.
Méthodes :

Dans le chauffe ballon on place le ballon contenant la masse de la plante et
I’eau distillé, ce ballon associés au réfrigérant est a son tour associé a
IPampoule a décantation (figure 18). On ajoute moins de 02 g de NaCl sur
notre distillat pour faciliter la séparation de la phase hydrophobe et phase
hydrophile.

Chauffe-ballon

Figure 18 : Extraction de I’huile par hydrodistillation classique.
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I1. Préparation des milieux de culture des Leishmanies
I1 .1 Milieu NNN (Novy-McNeal-Nocolle)

C’est le milieu le plus utilisé, pour les formes promastigotes du
parasite (leishmania), c’est un milieu diphasique composé d’une phase solide
faite de gélose salée avec 10% de sang de lapin défibriné et d’une phase liquide
constituée de I’exsudat produit a partir de la gélose au sang (ou se multiplier les

leishmanies). [40]

Prélévement du sang de lapin

Sur un lapin adulte sain, (figure 19.A), on effectue un préléevement par
ponction cardiaque, pour ce faire, on place le lapin sur son dos, on stérilise la
partie a piquer avec de [I’alcool iodé, puis on identifie la zone de forts
battements (figure 19.B). La piqure s’effectue par une aiguille inclinée
d’environ 30°, une fois que le sang arrive on aspire lentement sans bouger la

seringue. [41]

1
A

F

Figure 19 : A : lapin sain adulte ; B : Prélevement du sang du lapin par ponction

cardiaque (1:identification de la partie a piquer, 2: pression, 3:aspiration du sang).
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Préléevement du sang d’hamsters

On effectue des prélévements oculaires sur de jeunes hamsters a I’aide d’une

pipette pasteur stérile (figure 20 A et B).

Figure 20. A : jeunes hamsters ; B : prélevement oculaire de sang.

Matériel du milieu NNN :

-10g d’Agar-agar. -6g de NaCl.

-1000ml d’eau distillé. -plaque chauffante + systeme d’agitation.
-Autoclave(cocote). -40ml de sang du lapin/hamster.

-3ml de citrate de sodium. -250 000 U de pénicilline.

-Erlenmeyer, Bécher. - bec bunsen.

-Tubes & vis stériles. -Papier aluminium.
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Meéthodes :

e La premiere étape consiste en la préparation de la gélose, sur un agitateur
chauffant on dépose un erlenmeyer contenant le NaCl et I’eau distillée. avant
I’ébullition, on ajoute I’Agar-agar jusqu’a la dissolution compléte (figure
21.A). On laisse bouillir environ 3 minutes, puis on verse la gélose obtenue
dans des tubes a vis steriles & raison de 8 ml par tube (figure 21.B), on les

autoclave a 120°C pendant 20 minutes puis on les conserve a 4°C.

Plaque cha
Systéme d'al

Figure 21 : A : Préparation de la gélose ; B : gélose dans les tubes a vis.

e La deuxiéme étape concerne le sang de lapin/hamster préleve, il est additionné
de pénicilline et d’anticoagulant, pour ce faire, on prend 40ml du sang dans un
bécher stérile contenant 3 ml du citrate de sodium et de 250000 U de
pénicilline G, bien mélanger le tout puis conserver a 4°C.

e La troisieme étape est le mélange de la gélose et du sang , on place nos tubes
de gelose dans un bain-marie afin que la gélose fonde puis on les laisse
refroidir a 45°C, 1ml de sang par tube sont ajouté (il faut un bec bunsen)
puis les tubes sont agités manuellement (sans faire de bulle) et mis a refroidir

en position inclinée (figure 21).
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Note : Les milieux peuvent rester conservés a 4°C pendant 30 jours.

Figure 22 : Exemple des tubes incliné.
11.2 Milieu Harrat (1996)

Il s’agit d’un milieu mis au point par une équipe de I’institut Pasteur d’Alger, afin de

réaliser des cultures de Leishmanies pour les confirmations de diagnostiques dans les
laboratoires souvent démunis des zones endémiques de la parasitose.

Matériel :

-Sérum du lapin. -Penicilline G a 250 000 UI.
-tubes a vis stérile. —casserole (bain marie).
-Bécher.

Méthodes :

Aprés le prélevement du sang du lapin on le récupére sur un flacon en verre
contentent la pénicilline G a 250 000 U, on obtient le sérum par décantation du
sang durant 24 heures. On met 3 ml de sérum par tube a vis stériles et on les
incline dans un bain marie (comme dans la figure 22). La conservation se fait
a+4°C.
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11 .3 Milieu Bachi (2001) a base de blanc d’ceuf

Matériel :

-04 blancs d’ceufs. -300ul d’urine + micro-filtre.
-pénicilline a 250 000 UI. -Tubes a vis stériles + I’aluminium.
-Bec bunsen. -systéme d’agitation.

-Erlenmeyer. -Tubes a vis stériles.

-Bain-marie.

Méthodes :

Dans un erlenmeyer avec agitation magnétique on pose les blancs d’ceufs, la
pénicilline G a 250000 U, et les urines filtrées non contaminées jusqu’a
I’homogénéisation de notre solution (figure 23). Aprés on met 3 ml par tube.
Tout cela est réalisé dans une zone stérile des 2 becs bunsen. La coagulation
est réalisée dans un bain-marie bouillant en plan incliné. La conservation du

milieu se fait a +4°C.

systéme d'agitation

bec bunsen

p

Figure 23 : Préparation du milieu Bachi (2001).
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1. Prélévement et mise en culture des Leishmanies

Les différentes étapes de ce volet ont été réalisées au laboratoire d’hygiéne de
la wilaya de Saida, sous 1’égérie du parasitologue chef de service Dr Elahmar
Zoheir.

Le premier patient est un enfant de 13 ans (originaire de la daira d’El
Hassasna, wilaya de Saida) présentant une Iésion cutanée au bras droit (figure
24.B) qui s’est développée aprés environ 30 jours de la piqure de l’insecte dans

la région d’Ain Sekhouna wilaya de Saida (figure 24.A)

Figure 24 : A : Fiche de questionnaire au patient ; B. Patient (I’Enfant) présentant une

lésion cutanée.
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Le deuxiéme patient est un jeune homme de 30 ans (originaire Skikda) présentant

une lésion cutanée au pied gauche (figure 25) qui s’est développée aprés environ une

semaine de la piqure d’un insecte dans la région de Moulay El-Arbi wilaya de Saida.

Figure 25 : Patient (le jeune homme) présentant une lésion cutanée
111.1. Examen direct

Il s’agit d’un examen microscopique afin de visualiser les leishmanies

par coloration au May-Grunwald-Giemsa (MGG). [42]

Materiel :

-Lame de bistouri stérile. -Compresses stériles.
-Solution May-Grunwald. -Solution Giemsa.
-Lames et lamelles. -Eau neutre.

-Eau de robinet. -Tube gradue.
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Meéthodes :

e La premicre étape est le prélévement Iésionnel, qui s’effectue a partir de
raclage de la zone seche de la lésion avec une lame bistouri stérile (figure
26.A), puis I’échantillon est déposé sur une lamelle (figure 26.B).

e La deuxieme étape c’est la coloration MGG, le frottis est recouvert avec la
solution de May-Grunwald (figure 26.C), avec une durée de réaction d’environ
03 minutes (figure 26.D). On ajoute autant de gouttes d’cau neutre que de
gouttes du colorant (figure 26.E), aprés 02 minutes, I’excés de May-Grunwald
sont eliminer sans lavage et addition enfin de Giemsa dilué a 1/10 a l'aide d’un
tube gradué (figure 26.F), observation d’un temps de pause de 20 minute
avant un rincage avec simplement de I’eau du robinet avant de laisser sécher la
lame (figure 26.G). L’échantillon est prét pour 1’observation microscopique a
I’objectif a immersion (x100) (figure 26.H).
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Figure 26 : Etapes de I’examen direct.
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I11.2 Mise en culture des Leishmanies a partir des prélévements
Matériel :

-La présence de cas d’une 1ésion cutanée (LC).

-Lame bistouri sterile. - Compresses stériles.

-Seringue stérile. -L’eau physiologique.

- Bec bunsen (zone stérile). -Milieux de cultures (NNN/Bachi et Harrat).
-Incubateur. -Microscope.

Méthodes :

Un raclage est effectu¢ de la méme maniere que pour I’examen direct, le
saignement observé est rincé avec d’eau physiologique a I’aide d’une seringue
par injection/aspiration a plusieurs reprises mais sans faire pénétrer Iaiguille
dans la lésion (figure 27 de A a D), l’eau additionnée de sang est ainsi
prélevée. Dans la zone stérile d’un bec Bunsen, on récupére notre prélévement
qui est inoculé dans nos milieux de cultures (figure 27 E) et mis a incubé a
26°C (figure 27 F) sans serrer le bouchon du tube a vis.
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V. Tests in vitro

Ces tests sont réalisés par I’addition d’extraits aqueux de P.harmala
quotidiennement aux cultures de forme promastigotes (milieu Bachi 2001) de
Leishmanies obtenues de I'institut Pasteur d’Alger, avec des concentrations de
1% ; 3% et 5%, le résultat de ces tests est comparé a une culture témoin, le
traitement des données est traité statistiquement par le test «t» de Student afin
d’évaluer le degré de significativité. Dans le laboratoire d’hygiéne-Saida sous la
direction du Parasitologue Dr El-Ahmar au niveau de I'unité de lutte anti

Leishmaniose.
1VV.1. .La confirmation de la souche

Nous avons confirmé la présence le la forme promastigote du parasite dans la
culture obtenue de [I'IPA, la souche LIPA 32/06 : souche de référence de
Leishmania major. L’examen direct s’effectue sous microscope optique (objectif
x40), en premier sans coloration afin d’apprécier la mobilité du parasite puis par
coloration au Giemsa et observation a 1’objectif a immersion (x100). Apres
confirmation de la présence des promastigotes nous avons procedé a leur
repiquage sur de nouveaux milieux de culture et a leur mise a I’étuve a 26°

pendant 7 jours (figure 28).

. - |
. . . epiquage: -
Préparation de : 3 s :
souche de L.major sur milieu Bachi. u:ﬂ?ﬁ:?::&:(%fci%ume CMolFYep
Pipette pasteur stérile. a4

Figure 28 : Etapes du repiquage.
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IV.2. Evaluation de P’activité anti-leishmanienne de Peganum harmala

Apres dilution de la culture mére des promastigotes avec de I’eau physiologique, on les
observe au microscope optique (objectif X 10) afin de procéde a une énumération initiale
avant I’ajout de I’extrait aqueux de P.harmala, cette étape s’cffectue a I’aide d’une cellule

de Neubauer (Annexe 1).[43][44]
Le test de I’activité leishmanicide de I’extrait aqueux de P.harmala se fait par :

e Ajout de 100 microlitres de I’Extrait aqueux a 1%, 37 et 57 dans trois tubes sec contenants
la souche parasitaire de L.major (figure 29).

e Incubation pendant 24 heurs a 4°C.

e Lecture sous microscope en présence du Bleu de méthyléne (indicateur de la viabilité
cellulaire): objectif X10 pour le visionnage du quadrillage, et objectif X40 pour le
visionnage des cellules promastigotes.

Figure 29 : Le mélange de la souche parasitaire avec I’extrait de p.harmala.
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(eI SV Résultats & Interprétation

I.  Préparation de la plante ;Péganum harmala
I.1 Rendement de I’extrait aqueux

Nous avons procédé a [I’extraction des solutions aqueuses a partir de
Peanum  harmala  par trois  méthodes  différentes: la  macération, Ila
décoction et la méthode de soxhlet. Afin de comparer les rendements de
chacune d’entre elles, nous avons a cet ¢égard standardis¢é les quantités :

1259 de P. harmala + 250 ml d’eau distillée. On a calculé le rendement

(R*) aprés Dévaporation de [Dextrait résultant de chaque méthode utilisée

par I’équation suivante :

. m
R’ =—f x 100
mi

Soit :
R’ : Le rendement.

mi : La masse initiale de matiére végétale.

mf : La masse finale (I’extrait en poudre apres le séchage).

Méthode de i Rendement
I’extraction

| Macération 12.5 5.3 42.2
Methode de Soxhlet 12.5 1.9 155
Décoction 12.5 3.88 31

Tableau 01 : Résultats du rendement de I’extrait aqueux de Peganum harmala .

Parmi les trois méthodes d’extraction, le meilleur rendement est obtenu par

macération (R* = 42.2 7 ) par rapport les deux autres méthodes ( décoction et
méthode de soxhlet), la pluparts des manipulateurs préferent cette méthode , c’est
généralement une extraction a froid et par conséquent elle limite la libération et la

perte de substances chimiques volatiles dans P’air . Elle permet aussi d’éviter
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altération de substances organiques fragiles qui peuvent & température plus élevée
réagir et se dégrader, elle nécessite également moins de  dispositif spécial de
chauffage, il s’agit 1a d’une méthode simple et peu colteuse.[45][46]. Cependant, il
existe souvent un risque de contamination et de prolifération bactérienne par rapport
aux autres méthodes, et ceci a cause de sa durée relativement longue nécessitant

souvent plusieurs heures, de plus, la solubilit¢ est moins bonne dans le solvant a
froid.

La décoction est une tres ancienne meéthode, mais qui arrive cependant  juste
derriére la macération en terme de rendement, (R*= 31 7), le rendement le plus

faible a été obtenu par la méthode de soxhlet qu’il a un rendement faible (R* = 15.2
7) (graphique 1), mais cette méthode moderne et facile est plus rapide et prend

beaucoup moins de temps que les deux précédentes. [46]

R%

50,00%
40,00%

30,00%
B Macération
20,00%
B Décoction
10,00%
Méthode de Soxhlet

0,00%

L Rendement
Macération

Décoction

Méthode de
Soxhlet

Figure 30 : Graphique du rendement obtenu pour chaque méthode d’extraction

1.2 Extraction de I’huile essentielle

L’hydro-distillation ne nous a pas permis d’obtenir d’huile essentielle malgré la
répétition de cette méthode durant six fois consécutives. Il s’agit d’une meéthode

classique, qui nécessite généralement de 1’éthanol [47]. Dans ce travail nous avons
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afin de pas biaiser nos résultats d’essais de cet effet de 1’extrait de P.harmala.
I11.  Prélevement et mise en culture des Leishmanies

Apres la fixation et coloration MGG la lecture se faite sous microscope optique (objectif
x100) avec quelques gouttes de I’huile d’immersion. Les résultats de 1’examen direct des
frottis prélevés sur nos deux patients se sont révélés étre négatifs et ne nous avons pas

observé de forme amastigote (figure 31) nous allons toujours préparer trois lames pour

chaque patient pour plus de certitude.

Figure 31 : Résultats négatif du teste direct

Les cultures des prélevements lésionnelles dans les milieux NNN et Bachi, ne nous
ont malheureusement pas permis d’observer la forme promastigote normalement
présente a ce stade et ce malgré des repiquages hebdomadaires sur de nouveaux
milieux et examens directs (figure). Nous expliquons ces résultats par le fait que nos
patients aient déja été mis sous traitement (antiparasitaire et anti-inflammatoires) ou

bien que les 1ésions soient causées par d’autres microorganismes.
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V. Tests in vitro

Le fait de n’étre pas arrivé a obtenir la forme promastigote du parasite afin de réaliser nos
essais in vitro nous avons eu recours a I’Institut Pasteur d’Alger afin d’obtenir une souche
de L.major, il s’agit de la souche LIPA 32/06 : souche de référence de leishmania
major obtenue a partir du service éco épidémiologie parasitaire. Nous avons confirmé
la présence de promastigotes vivant par un examen direct avec et sans coloration au MGG

(le MGG ne permet pas d’apprécier la mobilité des parasites) (figure 32).

Figure 32 : La forme promastigote sous le microscope optique (X100).

IV.2.1. Résultats des tests de ’activité anti-leishmanienne de Peganum harmala

Etant donné que les repiquages aient été négatifs apres 7 jours d’incubation, nous
avons réalisé nos tests sur la souche de référence (LIPA 36/06) :

En absence de I’extrait aqueux on a compté 3 cellules promastigotes sous I’hématimetre
Neubauer dans le quadrillage (figure 33).
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Figure 33 : Exemple d’une cellule promastigote comptée(X40).

par Pajout de Dextrait aqueux de P.harmala avec les concentrations (17, 37 et 57%) et
Iincubation du 24 heurs on obtient 00 promastigotes présents dans la culture
(figure 34 :ABetC).

A

D A L'effet de p.harmala a 1/100
L'effet de p.harmala & 1/100 L'effet de p.harmala a 3/100 @ P

Figure 34 : Résultats de I’effet de I’extrait aqueux (P.harmala).

2018-2019 Page 43



(eI SV Résultats & Interprétation

Le tableau suivant résume les résultats in vitro (Tableau 02)(Figure 35).

Nombre de cellules Volume de comptage
comptées ~ promastigote/microlitre
Sans extrait 03 25
EAal’ 00 -
EA a2/ 00 -
EA a 3% 00 -

Tableau 02 : ’effet antileishmanienne de PEA de P.harmala.

Nombre de cellules comptées

2,5

B Nombre de cellules comptées

0 L - -

souche sans Souche avec souche avec Souche avec
EAde EA3 1/ EA a3/ EA a5/
P,harmala

Figure 35 : graphique représente 1’effet leishmanicide de ’'EA de P.harmala.

Ces résultats ne confirment pas Dactivité leishmanicide de Dextrait aqueux de
P.harmala, la courte durée des tests, la négativité des repiquage ainsi que le nombre
limité des échantillons sont assez de facteurs limitant le fait de ne pas pouvoir tirer
de conclusion méme si la littérature indique que Iactivité antileishmanienne de
P.haramala, a éte testée avec succes en Iran [47].
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CONCLUSION

Un grand probléeme de santé publigue est représentée par la
maladie de leishmaniose généralement et LC spécialement, grace a des
conséquences sociales et économiques . Il est classé selon I’OMS parmi les
maladies  parasitaires majeures dans le monde. Les traitements disponibles
aujourd’hui  dans notre pays est requirent grace a leurs  applications
clinique lourd et le cout. La nécessite de trouver des nouvelles solutions
face aux leishmanies laisse 1'occasion a la médecine traditionnelle qui reste
une priorit¢é de santé publigue pour les pays du tiers monde ou sévit cette

endémie.

Ce travail, se proposait de participer a la mettre DPaccent sur une alternative
thérapeutique de Leishmaniose en Algérie, par [Iutilisation de Ila technique

d’extraction.

En effet, par cette étude , nous nous proposions de mettre en évidence
I’activité antileishmanienne de la plante médicinale de la famille

Zygophellaceae , genre de péganum harmala ( harmel) .

Les résultats obtenus dans I’analyse de [Dactivité antileishmanienne a relevé
que les extraits de I’harmel ont montré leur effet leishmanicide vis-a-vis de
la souche L.major tendis que n’exerce pas un effet antileishmanienne dans

les différentes concentrations 17 , 27 et 37 pendant la période du testes.

A/A
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ANNEXE | :
ANNEXES La numération cellulaire

I-Principe

La numération cellulaire est la détermination du nombre de cellules contenues dans un
volume précis de milieu liquide. On exprime le résultat de la numération en concentration

cellulaire, c’est a dire en nombre de cellules par litre.

La numération cellulaire est réalisée directement par comptage au microscope, a 1’aide d’une

lame de comptage spéciale (ou cellule de numération).
I1-Technique de numération cellulaire
I1.1. Dilution préalable

Lorsque la suspension cellulaire est trop concentrée, il est nécessaire de réaliser une dilution
préalable. En effet, lorsque la suspension est trop concentrée (grand nombre de cellules par

unité de volume), il est difficile de compter les cellules.
11 .2. Utilisation de la cellule de numération

Présentation des cellules de numération

Il existe trois grands types principaux de cellules de numération :
-Cellule de Thoma.
-Cellule de Malassez (la plus courante).

-Cellule de Neubauer(figure 36).

Figure 36 : Cellule de Neubauer.



ANNEXE | :
ANNEXES REY I it X L e

Une cellule de numération (figure 37 ) est une lame porte objet dans laquelle est creusée une
chambre de comptage de volume connu. C’est une lame épaisse en verre, comportant des

rigoles et un quadrillage :

Plate-forme centrale

Profondeur de |2
Cnamire
) Plabaain: ™
Letinmelles poleaniene curdleyves Fuules Letinme punrle = ubjed

1] E

Quadrillage

Figure37 : Description d’une cellule de numeration.

Le volume de comptage est déterminé par :
-la surface du quadrillage gravé sur la lame.
-la profondeur de la chambre.

Remplissage de la cellule de numération

-Humecter les deux plateaux latéraux. Faire adhérer parfaitement la lamelle aux plateaux
latéraux : pour cela placer la lamelle sur ces plateaux, puis a 1’aide des pouces posés sur la
lamelle, exercer une pression sur la lamelle tout en pratiquant un mouvement de va et vient

jusqu’a perception d’une résistance.

- Placer la cellule de comptage sur une surface plane. Homogénéiser la suspension cellulaire,
et prélever celle ci a 1’aide d’une pipette Pasteur. Remplir la chambre de comptage par
capillarité, en placant la pointe de la pipette Iégérement inclinée prés de la lamelle sur la plate-

forme centrale quadrillée.
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- Le remplissage doit étre fait en une seule fois, sans bulles d’air, et sans faire déborder le
liquide dans les rigoles. Laisser sédimenter les cellules sur le quadrillage quelques minutes, et

passer a la numération

- Apreés utilisation, la lame porte-objet et la lamelle planée sont immergées dans un bain d’eau
de Javel pendant 5 minutes, puis sont rincées avec de I’eau distillée et essuyées avec du papier

(sans frotter, en particulier au niveau du quadrillage).
I1.3. Numération

» Observer a I’objectif x10 pour repérer la position du quadrillage, et vérifier I’homogénéité

de la répartion des cellules a compter (si la répartition est mauvaise, recommencer).
* Observer ensuite a I’objectif x40 pour réaliser le comptage (1 rectangle par champ).

» Compter les cellules contenues dans 4, 10, 20 ou dans la totalit¢ des 100 rectangles du

quadrillage.

Remarque : pour les cellules chevauchant les lignes de quadrillage, compter seulement celles
qui chevauchent 2 arétes du rectangle sur 4 (en pratique, on choisit de prendre en compte les

cellules chevauchant la ligne horizontale supérieure, et la ligne verticale droite).

(=
O ()/ Numération sur le

o rectangle = 7 cellules

© O
O

Figure 38 : Numération cellulaire sur un quadrillage.

La formule d'évaluation (générale) :

particules dénombrées

Particul 1 vol =
articuies par i volume = ¢ rface dénombrée (mm2) - prof.de champ (mm) - dilution
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