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Introduction

Les leishmanioses sont des maladies infectieusexpansions mondiale (Vand
eskandariet al, 2016) qui comptent parmi les maladies tropicaleggligées selon
I'Organisation mondiale de la santé (OMS) ( ShiBitiabadiet al, 2017). Ces infections
sont endémiques dans 98 pays, touchent 12 milienpersonnes et menacent environ 350
millions d’autres autours du monde (Mahmoudvanal, 2014). Elles sont provoquées par
des protozoaires intracellulaires obligatoires denrg Leishmania qui infectent de
nombreuses espéces mammiféres, dont 'lHomme ad&giksl sont transmis par la piqure du

phlébotome femelle infectée (Clem, 2010).

Les leishmanioses sont responsables d’un largerspelnique allant de la simple
forme cutanée a la forme viscérale de pronostis girave (Soosarat al, 2017). Cette
derniere affecte le systeme phagocytes mononuSIe® ) en particulier le foie, la rate et la
moelle osseuse et est habituellement mortellelsiréést pas traité¢Costaet al, 2017).
L’Algérie compte parmi les pays touchés par la Lahsl le monde et comporte le chien
comme réservoir principale (Adet al, 2014). Cette zoonose est importante au Norddest

ce pays, ou elle est principalement actif en Kab{diaitet al, 2012 ).

En raison de la non disponibilité de vaccins effess le traitement médicamenteux
reste la seule option de controle de la Leishnsni®¥uanet al, 2017). Les principaux
agents de chimiothérapie actuelle pour le traitdndn cette maladie comprennent les
antimoniés, la miltefosine, la pentamidine et I'Amogericine B (Palacio®t al, 2017).
D’autre part ces médicaments sont toxiques, coltprésentent des effets secondaires, de
thérapie complexe et présentent des échecs emrdisd’apparition de résistances des
souches vis-a-vis des ces molécu(@kbari et al, 2017) . Ces facteurs soulignent le besoin
urgent pour le développement de nouvelles alteresiti de traitements efficaces
(Mahmoudvanckt al, 2014).

L’exploitation des ressources naturelles pour ldemau point de molécules de
synthése, a permis la découverte d'un grand noareédicaments utiles qui commencent a
jouer un rdle majeur dans le traitement de nomle®usaladies humaines (Gurib-Fakim,
2006).

L’Algérie est I'un des pays méditerranéens quiwom longue tradition médicale et un
savoir-faire traditionnel a base de plantes. Eisspde une flore extrémement riche et variée,
L’étude de celle-ci présenterait un intérét scfenie et fondamental pour fournir de

nouvelles approches thérapeutiques et stratédiesmalle pour la conception de nouveaux

1
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médicaments (Shirani-Bidabaei al, 2017).C’est dans ce contexte que nous avons lancé
notre étude sur deux plantes endémiques algériprmenant de la région de Bejaia pour
évaluer leur approche thérapeutique.

L’objectif de notre travaille vise a évaluer I'sté antileishmanienne de deux
extraits aqueux bruts d¥erbascum sinuatunet Phlomis bovei de Nodourni par le
laboratoire de Recherche de Biochimie AnalytiquBietechnologie de I'Université Mouloud
Mammeri.

Ce manuscrit, présente en premier lieu un chapigresynthése bibliographique, le
premiere partie porte sur la leishmaniose, dasetand e partie sont présentées les plantes
qui ont fait I'objet de cette étude. Les deux dmsichapitres sont consacrés a la description

de notre travail personnel a savoir matériel ghodes et les résultats et discussion.

Enfin, nous présentons la conclusion et les petis@sc
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Chapitre | : Slyase bibliographique

Partie | : L eishmaniaet leishmaniose
1. Historique

Parmi toutes les parasitoses, les leishmanioses wsen des premiéres décrites au
moins dans leurs formes cutanées. En effet la igptiser des Iésions cutanées remonte a la
plus haute antiquité aussi bien dans le 'Anciemnii®® que dans le Nouveau Monde, alors
gue la caractérisation des formes viscérales etié® en évidence des agents pathogenes

n’'ont pu se faire qu’au XIXéme siecle (Jarry, 1999)

C’est en Inde et en 1885, que Cunningham obseruve lpopremiére fois le corps
parasitaire sur des coupes histologiques d’'un «Bode Delhi» (Jarry, 1999).Cing ans plus
tard, William Leishman et Charles Donovan, décontviedépendamment le parasite, appelé
plus tard keishmania-donovani dans des frottis de rate de malades atteintaldeazar et
incriminent comme agent étiologique de la malaflieuzir et al, 2013), et c’est dans la

méme année que Ross établi le genre LeishmaniarfRi®99).

Le réservoir canin est identifié¢ en 1908 par Neat ses collaborateur a Tunis, et
dans la méme année, ces chercheurs attribuentedad.infantum au parasite responsable
de la LV infantile et parviennent a réaliser deures de celui-ci ainsi quetropicadans le
milieu NNN (Louzir et al, 2013). Apres plusieurs années, le moucheroronssible de la
transmission de la maladie a été identifié et gefee au travail des Fréres Sergents et leurs

collaborateurs en 1921 (Frahtia-Benotmane, 2015).

En 1974 le typage enzymatique desshmaniaest mis au point paéardener et ses

collaborateurs (Louziet al, 2013).

Les premiers cas d’infection VIH-Leishmaniose oté gignalés en 1980 dans la
partie méditerranéenne de I'Europe (OMS, 2011)t Sep plus tard le paradigm&@l/Th2 au

cours de la leishmaniose murine est décrit (Loeizal, 2013).

En Algérie, le premier cas de la leishmaniose @est notifié en 1910 par les fréres
Sergent. Une année plu tard, (Lemaire) décritremper cas de LV humaine en Kabylie et en

1946 Sarrouy rapporte le premier cas de Kala-adantile (Mouloua, 2014).
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2. Définition de la leishmaniose

La leishmaniose est une maladie parasitaire négligérestier, 2013), causée par des
parasites protozoaires intracellulaires du gemishmania(Paniz-Mondolfiet al, 2017), qui
affectent de nombreuses especes de mammifiered’Homme, (Dedet, 2001) auxquels ils
sont transmis par la piqure infestante de la mewtdh sable femelle appartenant au genre

Lutzomiaet PhlebotomugTorres-Guerreret al., 2017).

La maladie est représentée par un groupe diverddgiésyndromes cliniques. En
fonction de I'espece parasitaire mise en cause, put se manifester sous trois formes :
cutanée, mucocutanée et viscérale (Harbtagl, 2011). Selon 'OMS la leishmaniose est
'une des sept maladies tropicales et subtropidaeplus importantes, qui présente un grave
probleme de santé publique (Torres-Guerretral, 2017). En effet, jusqu'a 2 millions de

personnes sont infectées chaque année dans le ifkordstier, 2013).
3. Epidémiologie de la Leishmaniose

3.1. Répartition géographique de la leishmaniose

3.1.1. Dans le monde

Les leishmanioses ont une aire de distributioneliargnt étendue, elles sont endémique

dans les régions tropicales et subtropicales dudm@who, 2011).

La maladie est signalée dans 98 pays, dont 72esomnbie de développement, ou 350
millions de personne risquent d’étre infectéess kenes d’endémie sont : I'Europe du sud,
de nombreux pays d’Afrique de I'Est, I'Asie du setd’Amérique du sud (Aubry et Gaizére,
2016).

La prévalence de la maladie est estimée a 12 msll&t I'incidence annuelle est a 2
million soit 1,5 million de LC reparti en Algéridfghanistan, Arabie saoudite, Iran, Pérou et
la Syrie. 500.000 cas de LV sont recensés au Bigailgladesh, Inde, Népal, Ethiopie et le
Soudan) (ANOFEL, 2014).

En Afrique du nord, trois espéces de leishmangawoir : L.infantum, L.major,
L.tropica sont associées a des caractéres environnememimigues et épidémiologiques

distincts sont responsables de la malédetlahet al, 2014).
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La population canine qui constitue le principalersir du parasite est également tres
touchée. En effet, 25 million de chiens (2/3) saposés a la maladie en zone
méditerranéenne, 10% des chiens sont infectés%tdgveloppent la maladie et meurent
dans le cas d’échec du traitement (Mouloua, 2014).

LEISHMANIASIS

12 million people infected
350 million people at risk
i Visceral _.::'\‘
Cutaneous:’ Mucocutaneous

Viscaral + Cutaneous | Mucocutaneous

Figure 1: Répartition mondiale des leishmaniosemnthan, 2001).

3.1.2. En Algérie

L’Algérie compte parmi les pays les plus exposé&slaishmaniose ou la fréquence de
la maladie varie d’'une région a une autre (Harr&edkaid, 2003). Cependant, deux formes
cliniques sévissent a I'état endémique : la LC @giidue a trois espécksinfantumdans le
nord, L.major dans le centre et le sud du pays &illickii qui est une variante detropica
avec des cas sporadiques dans la province de Ghartda LV dont I'agent responsable est
L.infantumdans le nord du pays, mais ces derniéres anréesest étendue vers le sud avec
plusieurs cas sporadique (Beddial, 2017).

Les foyers anciens de LV sont situés dans les adladu nord, au centre et a I'Est :
Tizi-Ouzou, Jijel, Mila Boumerdés, Médéa et Consten Les nouveaux foyers apparus
sont : Annaba et Collo a I'Est, Blida, CherchelénEs et Chleff au centre et de Tlemcen et
Oran a I'ouest (Bachi, 2006).
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La LV pose un sérieux probleme de santé publiqueAkgérie ou 111 cas sont
rapportés chaque année (Belti al, 2017). En Kabylie, 40% des cas de maladie sont
retrouves et 6% de cas de mortalité sont signa@és th méme régiaiMihoubi et al, 2012).

3.2. Agent pathogéne
3.2.1. Morphologie du parasite

Les Leishmania sont des parasites dimorphes senteéd a leur hdte successif sous

une forme particuliére :
3.2.1.1. La forme promastigote

La forme promastigote est de localisation exttatate vivant dans le tube digestif
du phlébotome et en milieu de culture. Elle esspéert allongé mesurant 2 a 5 um de long, 1
a 4 um de large et dispose d’'un flagelle libre agsure sa mobilité. Elle est munie d’'un

kinetoplaste qui est localisé entre le flagelleeetoyau (Mellano, 2016).
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Figure 2:Formes promastigotes de leishmania (ANOFEL, 2016).
3.2.1.2. Laforme amastigote

Cette forme est localisée au niveau intracelluldie cellules histio-monocytaire de
mammiféres dont ’'Homme. Elle est d’aspect ovalauiearrondie, de taille de 2 a 5 um, avec

un gros noyau sphérique et centrale occupantriedie cytoplasme.

La forme amastigote est immobile, il ne présengedmaflagelle. Par contre, il possede
un appareil flagellaire rudimentaire appelé rhiasfe qui est lié a un kinétoplaste (Ripert,
1996) bacilliforme situé tout prés du noyau, ceiujoue un réle dans lidentification

morphologique des forme amastigote aprés colorafio@iemsa (Buffet, 2012).
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Figure3 :Formes amastigotes de leishme(Solano-Galleget a., 2011).
3.2.2.Classification du parasite
La position systématique selon Akhonuet al (2016):
Regne Protista (Haeckel, 186¢;
Classe KinetoplastegHonigberg, 1963 emend. Vickerman, 19
Sous classeMetakinetoplastin (Vickerman, 2004);
Ordre :TrypanosomatidéKent, 1880)
Famille : TrypanosomatidaéDoflein, 1901 ;
Sous famille LeishmaniinagMaslov et LukeS 201z
Sous genre et espéces Leishma (voir 'annexel).

3.2.3. Le génome

Leishmania renferme dans sa structure un génome nucléaire netg@nome

kinétoplastique
3.2.3.1. Génome nucléaire

La taille de ce génome est d’environ 35 Mb (Outdlet al., 2003), repartsur 36
chromosomes pour ldsishmanii spp du Vieux Monde et 34 a 35 chromosomes pou
Leishmanisspp du Nouveau Mon (Kazemi, 2011).
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3.2.3.2. Génome du kinetoplaste

Le kinetoplaste ou le mitochondrion renferme I'ADétrachromosomique dans un
arrangement contracté de molécules circulaireé¥);a 50 maxi-cercles et 10 000 mini-
cercles (Yatawara et al., 2008 ; Kazemi, 2011).

* Les maxi-cercles

Ce sont des molécules d’ADN d’une taille de 280aKb (Yatawara et al., 2008) et
d’environ 50 000 nucléotides (Kazemi, 2011).

Ces unités portent des génes codants pour desrmastimpliquées dans la production

d’énergie et des ARN ribosomaux (Yatawara e28l08).
* Les mini-cercles

Sont des molécules avec moins de nucléotides (&@3D@ Pb), leur ADN comprend une
séquence conservée chez tous les membres de iléefdes Kinetoplastidae et d’autres

séquences variables utiles pour le génotypageitmragkazemi, 2011).
3.3. Vecteur
3.3.1. Définition

Les mouches de sable de phlébotomine sont dedessdipteres (Vlkova et al., 2011),
connus comme vecteurs de nombreuses maladies prgculier, I'agent étiologiques des
leishmanioses (Frail@t al, 2017).

Seule la femelle est hématophage, pique aussi’bemme que I'animal lors de son
repas sanguin (Guillaume, 2009 ; Catéal, 2010).

3.3.2. Taxonomie

La classification selon Torres-Guerraioal (2017).
Régne Animalia

EmbranchementArthropoda

Sous- embranchmeriuarthropoda

Super-classeAntenata
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Classe Insecta / Hexapoda
Ordre :Diptera

Sous-ordre :Nematocera(considéré comme les membres les plus ancienantdde la
période Jurassique)

Family : Psychodidae

Sous-famille Phlebotominae

Genre :

— Nouveau Monde : on distingue 3 genres selon |sifieation de Theodor , Lewis et al :
Lutzomyia Brumployig Warileyaet Chinius

— Ancien Monde 7 genres selon la classification de Rispalléger :

Phelbotomus Australophlebotomysldiophlebotomus SpelaeophébotomusSergentomyia
Spelaeomyi&t Chinius(Akhoundiet al, 2016).

Environ 800 especes sont répertoriés a travers dadem et pres de 50 especes sont

considérées comme vecteurs de la leishmaniosenfKeral., 2014).

* Sous genres et principales especes impliquées démsransmission de la maladie
de la leishmaniose

La répartition de la leishmaniose dans le mondedépendante de la présence
d’especes phlébotomes incriminées dans la transmisde cette maladie dans
'environnement. Celles-ci appartiennent aux deamgpaux genresPhlebotomugians

I’Ancien Mondeet Lutzomyiadans le Nouveau Mondeoir annexe 2 et annexe 3).

22 especes de phlébotomes ont été identifiees g#ridl dont 12Phlebotomuset
10 Sergentomyi&Bachi, 2006).

3.3.3. Morphologie

Le Moucheron est d’'une petite taille de 2 a 3 nenlahg, de couleur jaune paille,
d'aspect bossu et de pilosité développée. Cet timsdiptére est d'un vol silencieux
interrompu par de bréeves périodes de repos, saepiegt douloureuse et ne laisse pas de

9
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traces (Bessist al, 2008). Sor corps est composé d’une téte, d’'un thorax, d’uroatah e

de longues pattes.

Figure 4 :Phlébotome femelle gorgé de sang (Carey et Carsi,)
3.3.4. Biologie

Les phlébotomes adultevivent tous le long de I'arée dans les pays tropicaux
durant la be# saison dans les pays temp. Ces insectes sont nocturnes,ent la lumiere
du jour en gitant dans des endroits humides etunbs&n effe, certaines especes st
endophilesgitent volontairemet dans les terriers d’animaules étables ou les mais..
D’autre exophileslans les fissures des roches ¢ grottes (Izret al, 2006 ; Ripert, 2007

Les sucres dérivants de certaines sources végé&atesnt de nourriture pour ¢
moucherons Seuks les femelles sont hématophages, en plus de nutriments elles
ingurgitent du sang qu’elles prennent des aux, des reptiles, deamphibiens ou de
mammiféres dont ’lhomme, nécessaire pour la maturade leurs ces. Un tel régime
alimentaireimpliqgue de nombreuses occasions d’ingérer desoogriganismes pathogén
gu’elles peuvent transmettre a leurs h (Fraihi et al, 2017).Elles sont les principat

vecteus déterminants de la transmission des leishmi(Bessiset al.,, 2008)

La limite de vie pour ces insectes dépend de lgpéeature et de I'humidité c
'endroit dans lequel ils se trouvent. Les femellivent plus longtemps que les mé
enivrant 2 semaines a 2 m, contrairement a l'autreexe qui est de bréve sun(Ripert,
2007).

10
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3.4. Réservoir :

Leishmaniaest maintenue dans la nature dans plusieurs esmicenammiferes
domestiques et sauvages (Roque et Jansen, 2054le@egers appartiennent a divers ordres
incluant les édentés, les rongeurs, les marsupiagxgarnivores et les primates y-compris
'Homme (Dereure, 1999). Parmi ses réservoir lertheste les plus important (Esteataal.,
2017).

Selon I'néte réservoir, La leishmaniose peut éikeséle en deux groupes, on parle
alors de la leishmaniose Zoonotique lorsque lesshi@servoirs sont des animaux (Quinnel et
Courtenay, 2009) et de la leishmaniose anthropguetilorsque I'Homme constitue le
réservoir exclusif du parasite (Wernecki, 2014).

En Algérie, le chien est considéré comme le pridcipservoir de la LV. Par ailleurs
deux rongeurs sauvages gerbillidés sont réserdeila LCZ, le premiers est Rsammomys
obsusinfesté parlL.major qui a été découvert au niveau du foyer Msilasdeond est le

Merione shawiui a été identifié au Ksar Chellala (Bachi, 2006).
3.5. Cycle évolutif de leishmania

Les leishmaniasont un cycle de vie dimorphique, ils se présentmis la forme
promastigotes extracellulaire chez leur vecteurscets la forme amastigotes intracellulaire
dans les vacuoles phagolysosomales des phagocyieenoclées de I'h6te mammifere.
(Alcolaeet al, 2010).

3.5.1. Chez le phlébotome :

hY

C’est suite & un repas sanguin chez un mammifdiextén que les phlébotomes
ingerent des leishmanies sous la forme amastigdjeset qui seront ensuite délivrées au
niveau de la partie moyenne du tube digestif cdernapérature basse et le pH élevé déclenche
la transformation et le développement morphologiqdes formes amastigotes en forme
promastigotes procycliques (2) faiblement mobilecaun court flagelle battant a I'extrémité
extérieur de la cellule (Dostalova et Volf, 2012¢tte phase prend environs 12 a 18 h (Ripert,
2007).

Les formes procycliques se divisent rapidement plisa 72 heures plus tard, elles
ralentissent leur réplication et se différencientferme plus longue et fortement mobiles

appelée nectomonad (3) (Inbar et al., 2017).

11
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Une fois qu'ils atteignent la soupape stomodakeptemastigotes nectomonades(4) se
transforment en promastigotes leptomonad(5). Gextales promastigotes nectomonad /
leptomonad s'attachent a la surface doublée datieute de la valve et se différencient en
promastigotes haptomonad (Bates, 2007). D’autrésseit une métacyclogénese ; qui fait
référence a la maturation et la difféerentiationpegamastigotes métacycliques infectieux(6)

avec un flagelle deux fois plus long que le corpsapitaire (Mallorie, 2004).

Enfin les métacycliques infectieux gagnent activeimla zone antérieure du tube
digestif (cesophage, pharynx), la cavité buccalespieces buccales, préts a infecter I'héte

mammifére a I'occasion d’une nouvelle piqure (Moidr, 2003) (Figure 5).

Jochim, 2008

Figure5 : Cycle de vie des parasites de Leishnmdama la mouche de sable (Oliveataal,
2009).

3.5.2. Chez les mammiféres

Lors d’'un repas sanguin ultérieur, le vecteur itdgaque plusieurs fois son héte pour
se débarrasser du bouchon parasitaire ainsi lesgst@otes métacycliques sont injectés dans
la peau par régurgitation.

lIs pénetrent dans le macrophage par phagocytosedeisent la formation de
vacuoles parasitophores, puis se transforment eastggotes qui se multiplient par
scissiparité jusqu’a éclatement du macrophagéétdtion des leishmanies a I'extérieur pour
pouvoir infecter de nouveaux macrophages. Le agsleomplet lorsqu’'une mouche de sable
prend ce sang infec{&uillaume, 2009).

12



Chapitre | : Slyase bibliographique

Etape du phlébotome oLe plébotome prend un repas de sang Etape humaine

(injection de promastigotes Les promastigotes sont
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migration vers les trompes
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Figure 6 :Schéma représentatif du cycle évolutif des leishesa(Carréet al,, 2010).
3.6. Transmission

La transmission deL.infantumcomme pour les autredeishmanias spp est
essentiellement vectorielle. Elle se fait par laupe infectante d’un phlébotome femelle lors

de sons repas sanguin chez un héte mammifere eiral, 2009).

Lorsque le moucheron pique la peau infectéerav@que I'endommagement du tissu
dermique (formation des hématomes). A ce niveaasgire le sang chargé de plusieurs
macrophages infectés d’amastigotes. Ainsi le phlitdhe devient infecté (Who, 2014) et au
méme temps infectieux. En effet, lors d’'un nouveapas sanguin, ce moucheron se
débarrasse de son bouchon parasitaire qui estitc@nstun gel appelé gel sécrétoire
promastigotes (PSG) (Bates, 2007).

Les chiens et les rongeurs infectés peuvent atresilés candidats contagieux qui, a la
faveur de leurs secrétions nasales et oculaireg@®bs de leishmanies, peuvent transmettre la
maladie a d’autres animaux lorsqu’ils rentrent entacte directe avec ceux-ci, mais cette

voie de transmission reste tres rare (Catral., 2010).

Parallelement a la transmission vectorielle, uaagmission interhumaine directe peut
exister, cela par les partages d'aiguilles contées, les transfusions sanguines, les
transmissions congeénitales ainsi que les transomsssexuelles_(Estewat al, 2017) et les
greffes d’organes (Postorimb al, 2011).

13
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4. Immunité

Apres la transmission des parasitesishmaniaspar le phlébotome, I'immunité
intervient pour faire face a l'intrus. La réponsegystéme de défense peut varier en fonction
de chaque forme clinique. En effet, dans les caddfe LCD et LMC la réponse adaptative
est déclenchée. Par contre, dans les cas les L dmrniere n’est pas déclenchée (Torres-
Guerrercet al, 2017).

Les macrophages sont les cellules cibles du pardsitsont indispensables a la survie,
la réplication, la différentiation et la proliféian de toutes les especeslagshmania(Liu et
Uzonna, 2012).

Pour maintenir sa survie dans I'hote, le parasitdémeloppé une stratégie trés
performante pour le détournement de la réponseuimitaire protectrice de I'héte (Bogdan
et Rollinghoff, 1998). En effet I'élimination ou fgersistance deeishmaniadans son héte est
dépendante de la souche parasitaire, de I'état mieire, environnementale et de la
génétique de I'hdte gu'il infecte (Khadem et Uzon2@il4).

5. Interaction parasite/hote

Les promastigotes métacycliques insérées dansriaegdaléclenchent une réponse
inflammatoire locale, en faisant intervenir en pigmnie systeme du complément, mais le
parasite grace a ces récepteurs de surface wBuld?G et gp63 et la protéine Kinase,
détourne le systéme du complément et parvient apgeh a celui-ci, en bloquant l'accés au
complexe d'attaque lytigue C5b-9(Fillipi et al, 2001 ; Guillaume, 2009 ; Gurung et
Kanneganti, 2015). Par ailleurs, les leishmanieantiyéchappés au complément sont

phagocytés par les cellules neutrophiles, dendesgles cellules NK et les macrophages.

L'incorporation du parasite dans le mabamge définitive et plus exactement dans le
phagosome, favorise sa différentiation en formeastigote et sa prolifération en grand
nombre dans la cellule (Liu et Uzonna, 2012) et caprés détournement des voies de
signalisation intracellulaires du macrophage néiessa la répression des fonctions :
microbicides (ROS et NO), la présentation de Igénie leishmanial aux autres cellules
immunitaires, I'activation des cellules effectricés production de cytokines (IL-12 qui est
cruciale pour l'activation des cellulesTH1 ) etckization des enzymes lysosomale (Gregory
et Olivier, 2005).

14
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D’autre part les cellules dendritiques infectéegrent vers la région T des ganglions
lymphatiques pour présenter I'antigéne parasitaates cellules T naives. Et dans un cas de
résistance de I'h6te elles activent les celluled BHa production de I'lFN4 qui & son tour
active les macrophages infectés a la productiorR@®S (Espéces réactiveboxygeneet
NO(nitrique oxyde) nécessaires a I'élimination @ugsite, mais dans un cas contraire se sont
les cellules TH2 qui sont activées qui liberentdgtokines tels que IL-4, IL-5, IL-10 et IL-13
régulant négativement les macrophages infectéesapaort a la production du ROS et le
NO, ce qui favorisera la résistance et la persigtashu parasite dans I'héte (Khadem et
Uzonna, 2014).

6. Les facteurs de risques a la leishmaniose

D’aprés 'OMS la leishmaniose est associée a plusiéacteurs, on compte alors les
mouvements de population (migration et introducti@s personnes non immunes dans les
zones de transmission) (WHO, 2014), les Changemdmhatiques (précipitation,
température, degré d’humidité...etc.) qui peuveniravo effet sur I'écologie des vecteurs et

des hotes réservoirs en modifiants leur distrilsuébleur survie (OMS, 2010).

La malnutrition, la pauvreté, les mauvaises cood#ide logement, les insuffisances
de l'assainissement domestique (ex : absence densysde gestion de déchets) sont les
principaux facteurs socioéconomiques qui peuvemnorfser le développement et la
reproduction des phlébotomes (OMS, 2017).

Les déficits immunitaires, les thérapies immunosepgives et les pandémies de
VIH/Sida sont en faveurs d’augmenter I'incidencel’dpparition de la maladie (Faucher et
Piarroux, 2011).

7. Leishmaniose /VIH

La pandémie du VIH se propage a un rythme alarreanffrique et dans le sous-
continent indien ou la prévalence de la leishmamniest tres élevée, ce qui contribue a
préserver la coinfection VIH/L dans de nombreusggons. Il existe aussi une incidence
croissante en Europe du sud-ouest tel que la Fréhake, 'Espagne et le Portugal.

La leishmaniose viscérale est connue comme unedieatgpportuniste. Elle est la
forme la plus associé a linfection par le VIH (MgMaillon et al, 2014). Le VIH et

leishmania infectent et se multiplient dans leduted d’origine myéloide ou lymphoide,
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présentant ainsi une recette parfaite pour la natidul réciproque de la pathogenése
leishmaniose/VIH (Okwoet al, 2013 ). Donc les deux maladies se renforcentiatieiment,
les personnes infectées par le VIH sont particefiemt vulnérables a la leishmaniose, tandis

gue la leishmaniose accélere la réplication etdpggation du VIH (Who, 2017).

8. Les formes cliniques

Les manifestations cliniques de la leishmanioseedéent des espéeces impliquées et
sont modulées par des facteurs tels que la viralete la souche parasitaire, I'espece
phlébotomienne vectrice ou encore le profil immaing de I'individu infecté (Louziet al,
2013). On distingue 3 formes principales : L.cugrnémuco-cutanée et la L.viscérale qui est

la plus grave.

8.1. Leishmaniose cutanée (LC)

C'est la forme la plus fréquente, elle fait réf@enaux lésions dermiques qui
apparaissent dans les sites de piqure du phléboivieeté, généralement dans les parties

exposees du corps tel que le visage, les bras.(GHtaareet al,, 2013).
8.1.1. Leishmaniose cutanée localisée (LCL)

Elle est le plus souvent causée banajor et L.tropica dans I’Ancien Monde (Moyen
orient, Nord-est de I'Inde, I'Asie Centrale et Iijue du Nord) et pat.mexicanaet
L.brazeliensis dans le Nouveau Monde (Amérique du Sud et CentrigNewloveet al,
2012).

La lésion commence comme un érytheme qui se transfg@raduellement en une
papule et plus tard en un nodule qui peut s'ulc@magressivement, elle peut aussi se
présenter sous forme ouverte (lésion humide) quisagtte a une infection secondaire
superficielle par des especes bactériennes oudoegiStaphylococcusst le plus fréquent).
Les lésions LCL sont capables de s’auto-guérir semitements dans de nombreux cas.
Cependant, la résolution peut prendre plusieurs fnScorzat al, 2017 ; Beni®t al, 2017)

(Figure7).
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Figure 7 : Leishmaniose cutanée localisé (LCL) idage chez I'enfant
(MASMOUDI et al,, 2013).

8.1.2. La leishmaniose cutanée diffuse(LCD) :

Cette forme est peut fréquente, elle est causée.arazoniansien Ameérique du sud
et L.aethiopicaen Afrique de I'Est. La Iésion élémentaire cutang@sente un nodule non
ulcéré de petite tailles au début, puis tres nombet disséminés sur I'ensemble du corps et
au fur et & mesure de I'évolution de I'affectiols, augmentent de taille et forment de larges
plaques infiltrées (ANOFEL, 2014) (Figure 8).

Figure 8:La leishmaniose cutanée diffuse (LCD) ( Purehial, 2012).
8.2. Leishmaniose muco-cutanée (LCM)

La LMC est généralement secondaire a une propaghématogene aprés des mois et
des années d’infection cutanée, elle peut se nwseifesous forme de Iésion infiltrantes,
ulcérées ou végétantes dans le nez, le pharyrarylex et la bouche, associés ou non a un
tractus ganglionnaire (Brured al, 2012).
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La muqueuse nasale est la z la plus fréquemment infectéd@mplication des autre
sites est rare (Ozlest al, 2017) (Figure 9

Figure 9 :La leishmaniose cutan- muqueuse (LCM{jTangieet al, 2017)
8.3. La leishmaniose viscéra (LV)

C’est I'une desnanifestations cliniques les plus grs et séverede la leishmaniose
(Lima et al, 2017) due d’envahissement du systeme rétictilistiocytaire (foie, rate,
ganglion et moelle osseuqd€lem, 201C et qui peut étre mortelle ebsence d’un traiteme
adéquat (Monicat al, 2016) Elle présente la majeure cause de mortalité et de nitdr

dans le monde

L'une des especes mise en causel. donovanie qui est responsable de la |
anthroponotiquendienne appelé «Ke-azar» ou «maladie noire» et la LV africaine qu

développe chez I'aduli@vec des Iésions viscérales mais aussi tégume.

La seconde espece ¢L.infuntum responsable de la LVZ du bassin méditerran
’Amérique latine etquelques foyers de I'Afrique de I'ouest et centr&en réservoir e:
constitué par les canidéRipertet al, 2007) (Figure 10).

Elle est quasiment infdile, des cas rare sont obsevé&hez les adulte
immunodéprimésparticulierement ceux qui soinfectés par le VIH. B2 présente une triac
symptomatique associania fievre, la splénomégalie et 'anémie qui sadtjve cliniqument
par la péaleur, le teint blafard et les muqueiwdécoloréegBachi, 2006).

18



Chapitre | : Synthese bibliographique

Figure 10 : Enfant atteint déa leishmaniose viscérale présentant une splénom¢OMS,
2014).

9. Aspect de la leishmaniose canil

La leishmaniose canine est I'une des maladies paras les plus importars des
chiens, elle est du a I'espéL. infuntum Cette infection peut étre asymptomatique ou
évoluer vers une maladie présentant divers sigfisgjues menacant la vie des chie
(Domenicoet al, 2013) dont les plus cours sont les Iésions cutanées localisées
généralisées auniveau de laface des oreilles et des membres, en plus des matifes
oculaires qui se traduisent par une conjonctiviteguneuse péale développant des secré
jaunatres et la keratoconjonctiv

L'insuffisance rénale, la lymphadénopathie et l@spmégalie, liperte du poids et ¢
poils, les anomalies de la motri¢, les vomissements, la diarrhée, les ates nerveuses et
musculaires ainsi quies trouble aut-immun ont tous également étégralés (Vulpianiet
al., 2011) (Figure 11et 12).

Figurell:Chien atteint de la lesihmanios Figure 12 Chien atteint de la leishmanic

(Banetht al, 2014). (Granie, 2013)
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10. Diagnostic
10.1. Eléments d’orientation
10.1.1. Diagnostic clinique

Les éléments cliniques qui orientent a la LVStsda triade classique (Fievre folle,
paleur et splénomégalie), 'adénopathie et l'imougpression permanente (co-infection
avec le VIH ou les thérapies immunosuppressivesgsjuretrouvé dans la moitié des cas de
LVZ adulte(Marty, 2010).

Les lésions indolores dans les parties découvdtesorps et leur chronicité peuvent

orienter vers la LC (Caumes et Bourée, 2008).

L’origine géographique du malade ainsi que la notde séjour dans les zones
endémiquesont aussi des facteurs importants qui peuvenhteride diagnostic (Moumni,
2015).

10.1.2. Eléments biologiques d’orientation

Les éléments biologiques importants qui peuvergnber vers un cas de LV sont: la
pancytopénie associant anémie, leuconeutropénithrembopénie, la CRP (protéine C
réactive) éleveé, la vitesse sédimentaire globulaée accélérée (avec 100 mm a la premiere
heure) (Guillaume, 2009), I' hyperprotidémie et I'hypergaraglobulinémie polyclonale
(Marty, 2010).

10.2. Diagnostic indirect

Ce diagnostic est utilisé en cas de forte présamptiinique(Buffaz et al, 2019, il

inclus la recherche des anticorps antilesinmartieile® antigenes de leishmania.
10.2.1. Recherche d’anticorps antileishmaniens

Plusieurs méthodes sérologiques existent pour kectién des anticorps anti-
leishmania. L'immunofluorescence indirecte (IFI)t éa technique de référence pour le
diagnostic de la LV, permet de détecter les antEoantileishmanien sur étalement de
promastigotes (Buffaz atl., 2014). Elle est de plus en plus supplantée aaethnique
ELISA qui est de plus en plus utilisé car autonggtjsa sensibilité et sa spécificité varient en
fonction des antigénes employées (Marty, 2010)danés bruts ou recombinants) (Ghesh
al., 2016).
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Des tests moins couteux et d’application facilelsuerrain sont disponibles pour le
diagnostic précoce de la leishmaniose, tel que et tsemi quantitatif DAT (Test
d’agglutination directe) qui possede une grandeaciép de détecter les anticorps anti
leishmania méme a faible niveau (Sak¢sl, 2017) et les tests immunochromatographiques
rapides de bandelettes imprégnées d’antigenes becanis RK39 (Marty, 2010)dont
plusieurs kits sont commercialisés, tels que Kal&etect ™ et le test IT-Leish pour la
détection qualitative des anticorps spécifiquesrdeucomplexe dd.. donovanidans les
sérums des patients (Salktsal, 2017 ; Caréet al, 2010).

Un autre test est aussi employé, c'est celui deerddgglutination indirect,
actuellement, Cellognost Behring est le kit comuia¢ utilisé pourL.donovanj de bonne
sensibilité mais de spécificité faible, d'ou la essité de sa confirmation par le test IFI
(Moumni, 2015).

10.2.2. Recherche d’antigénes anti leishmania

Le Western blot représente le test confirmatif eéskepour la détection des anticorps
spécifiques aux leishmanies. Il est de trés graedsibilité et spécificité notamment pour les
cas de leishmaniose chez les immunocompétentssesitltens (Moumni, 2015), mais
'application de cette technique reste limitée.eBiflest réservée que pour les laboratoires
spécialisés (Marty, 2010).Une autre méthode utitisde test qualitatif d’agglutination au
latex (KAtex) qui est de bonne performance et @digation simple (Vilaplana, 2004), permet
la recherche d’antigenes leishmaniens dans des#tdres de sérum ou d’urine (Srividys
al., 2012).

10.3. Diagnostic direct

Représente le diagnostic de certitude, permet ige nen évidence du parasite
Leishmania soit par un examen directe au microscope ou jemploi des méthodes

moléculaires.
10.3.1. Examens direct

Cette méthode consiste en la réalisation de frettisur coloration au May-Grunwald-
Giemsa (MGG) suivie d’un examen microscopique palnservation des formes amastigotes

intra ou extracellulaires.
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Dans le cas de la leishmaniose viscérale, lesidretint réalisés a partir des aspiras
biologiqgues de la moelle osseuse, des ganglionphgtiques, de la rate ou du foie. Ce
dernier permet une grande sensibilité et spédfimtis comporte un risque de saignement
interne morte(Srividyaet al, 2012). Le sang périphérique apres leucocenatfag est aussi
utilisé comme échantillon de bonne efficacité pbexamen direct dans les cas de LV des
immunodéprimés. D’autre part, les biopsies digestiet cutanées ainsi que les lavages
alvéolaires sont aussi envisageés pour les patidhtséropositifs (Marty, 2010).

Quant aux LC, les grattages, les biopsies et Ipgadi®ns a partir des lésions, sont
utilisées pour la réalisation des frottis. Ceuxpermettent une bonne spécificité mais de
sensibilité faible du fait de la répartition noanmogenes du parasite dans les lésions et de

leur faible densité dans le cas de la LC chron{dshrafmansouriet al, 2015).

Des cultures sont envisagées en parallele avecexesnens directs, soit apres
inoculation a I'animale (hamsteny directement dans des milieux de culemev/ue d’obtenir
une bonne charge en promastigotes pour I'isolemtdpttypage parasitaire. Ces cultures sont
réalisés soit au lit du malade ou par prélevemsuatsanticoagulants (EDTA ou citrate) qui
sont envoyés aux laboratoires spécialisés (Ripe@3). Malgré ses avantages, cette méthode
est fastidieuse, prend beaucoup de temps et de adwrf reste donc restreintes aux
laboratoires spécialisés (Srividgaal, 2012).

10.3.2. Méthodes moléculaires

La recherche de 'ADN des leishmanies est tre® ygdur compléter les approches
parasitologique et permettent le suivie poste geirique et le diagnostic pour les sujets

porteurs asymptomatiques (Marty, 2010).

La PCR est la technique la plus utilisée dans désrhtoires de références pour le
diagnostic des leishmanioses, en raison de sagspecificité (Sallest al, 2016) proche de
100% (Buffaz et al, 2019 et sa grande sensibilité. Cette technique permelidgnostic
fiable chez les sujets immunocompétents et immémachés, permet a partir de différents

matériaux cliniques d’estimer le typage et la ghgrarasitaire (Antinoet al, 2007).

L’analyse par amplification isotherme a médiation koucle (LAMP), est une
technique de rapidité plus importante que la PCé&edtaute spécificité (Vernmat al, 2017).

Elle est apparue comme un outil simple et fiablarde diagnostique de la leishmaniose et
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applicable sur le terrain avec des résultats deiyits visuelles a I'eeil nu (Ghasemiat al.,
2014 ; Vermeet al, 2017).

11. Traitement

Les traitements des leishmanioses sont complexesison de la multiplicité des
formes cliniques, la diversité des espdogishmaniaen cause et leur sensibilité variable aux
antileishmaniens ainsi que le nombre limité d'amihmaniens disponibles (Bastien et
Lachaude, 2016).

Traitements disponibles
Antimoniés Pentavalents

Ce traitement est de premiere intention dans Iedaentier en raison de son faible

cout et sa bonne activité antileishmania (Gonzele#, 2012).

Il existe deux dérives pentavalents commercialiséss le nom antimoniate de
meéglumine (glucantime®) et Stibogluconate de sodiBentostam®) (Minodiest al, 2001),
administrables par voie parentérale dans le casL¥epour une posologie de 20mg de
sbv/Kg/j pendant 28 jours recommandée par I'OM§Bagtinjection intradermique dans le cas

de LC localisées (Bastien et Lachaude, 2016).

Ce traitement est abandonné dans de nombreux paysézonisé avec d’autres
molécules alternative en raison de sa toxicitéypaition des souches résistantes et son
inefficacité pour le traitement des ID (Caetéal, 2010).

L’Amphotéricine B

Antibiotique de la famille des macrolides polyerequde puissante activité
leishmanicide et molécule de choix pour les leighioees graves ou résistantes aux

antimoniés ainsi que les leishmanioses de I'IDri€et al, 2010).

La forme classique conventionnelle de 'AmB est gimane®, malgré son efficacité
dans le traitement de toutes les leishmanioses, peisente des effets secondaires graves
(néphrotoxicité, fievre, hypotension) ce qui aitan son utilisation (Mohamed —Ahmed
al., 2013 ; Cunhat al, 2015) . De ce fait d’autres formulations lipidés moins toxiques ont

été développées et recommandées par 'OMS dontBisome® mais leur cout demeurent
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cher ce qui limite leur utilisation (Rosentlalal, 2009), notamment en Algérie ou elle n’ est
pas disponible (Bachi, 2006).

L’administration de ce produit est par voie parealtéKip et al, 2017), avec une
posologie de 1mg/ Kg/ j pendant 30 jours pour Fsmge® (Kafetziet al, 2005) et 3mg/Kg
/j pour TAmBisome® pendent 5 a 6 jours avec uneniee injection au 19'°jour. Chez les
ID le nombre d’injections est porté a 10 (Caatal, 2010).

Miltéfosine

La miltéfosine est le premier agent antileishmaniksponible par voie orale sous
forme de comprimés (Buffat al, 2012 ; McQuarrieet al, 2015), prescrit en premiére ligne
dans certaines zones de LV en Inde avec des taguétéson initiaux proches de 100% et
finaux de 92% (Bastien et Lachaude, 2016), maieménent une étude a confirmé la
présence de cas de résistance d®novanicontre cette molécule, d’'ou la nécessité de
trouver des mesures de contrdle pour éviter la ggafion de ces souches mise en cause
(Srivastaveet al, 2017).

La dose recommandée pour la miltéfosine en morapiepour la LV et LC est de
2,5 mg/ Kg/ jour pour une durée de 28 jours (Detlal, 2012).

Pentamidine

L'iséthionate de pentamidine est commercialisé $ou®m de Pentacariffatest une
molécule tres efficace pour le traitement des LQff@ et al, 2010). Cependant elle est
prescrite en premiére intention dans certaines dermde LC alL. guranyensisou a
L.panamensigBastien et Lachaude, 2016). Elle est aussi étéis prophylaxie secondaire

pour éviter les rechutes des LV de I'immunodéprifigadelheet al, 2015).

Son administration est a la dose de 3 a 4mg/Kgr pme cure de 10 injections avec
une surveillance du rein, du foie, des myocardes, donctions glucidiques et des lignées
sanguines (Carrét al, 2010). Des effets secondaires immédiats de ajlpegique ou local

peuvent survenir surtout en cas de perfusion ra@OFEL, 2014).

Paromomycine
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Le paromomycine est un antibiotique de la famdies aminosides, évaluée en
seconde intention pour les cas de stibiointoleraatibioresistance(Caret al, 2010). Il est

utilisé soit en monothérapie ou en combinaison &&antimoniés.

Ce traitement est administrable par voie IM (Intusigulaire), laissant des douleurs au
site de I'injection dans la moitié des cas d’esséiniques en phase lll de LV indienne (Kip
et al, 2017). La posologie recommandé est de 12 adlBgj pendant 21 dans le cas de sa

son association avec les antimonié, permettant®®@de guérison (Cargt al, 2010).
Traitements administrables par voie orale

En plus de la miltéfosine, il existe plusieursrageantileishmanial administrables par

voie orale :

Les antifongiques azolés Regroupent les ketoconazoles, le Fluconazoleuévaour le
traitement des leishmanioses de I’Ancien Monde)ff@wet Morizot, 2001) et l'itraconazole

(évalué pour dans le traitement de 1 LC

L’Allopurinol : cette molécule est de bonne efficacité en comiamaavec le glucantime, le
fluconazol, le ketoconazole ou l'intraconazole.8té@ démontré comme un traitement efficace

pour la CL en Asie (74% de récupération).

Metronidazoles ou flagyl® : c’est un traitement qui a été longtemps utilisénee
alternative thérapeutique pour la lutte contré@de I'’Ancien Monde (Masmoudit al.,
2013). Cette molécule pourrai aussi soigner Msrésistantes aux molécules de premier

choix et pour éviter les rechutes chez les patiemsfectés avec le VIH (Cargt al, 2010).
12. Prévention

12.1. Lute anti-vectoriel

Consiste a limiter la présence du vecteur et rédas possibilités de piqgdres, cela par :

— Lutilisation des traitements insecticides de I'enmnement au niveau des murs, toits et
les portoirs des habitats ;

— Reéduire les micro-habitations favorables au déymapent des phlébotomes ;

— L'utilisation des moustiquaires traitées ou pulsation d’insecticide (Otranto et Dantas-
Torres, 2013).
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12.2. Lutte contre le réservoir

— Elimination des réservoirs d’animaux en I'abattant
— Utilisation des vaccins canins ;

— Utilisation de colliers imprégnés d’insecticidesgiBaset al., 2017).
12.3. Prophylaxie humaine

— L'utilisation de médicaments de fort potentiel,dEntification rapide et le traitement
approprié réduiront la biomasse parasitaire etegsit la transmission et les déces
ultérieurs (Paraklash singh al, 2016) ;

— S’assurer que les personnes co-infectés avec leoxtldcces non seulement au diagnostic
rapide et au traitement de la LV mais aussi auxetrgents antirétrovirales et la
prophylaxie secondaire (Beat al, 2010).

13. Vaccination

Plusieurs tentatives de vaccination ont été faiteurp prévenir [Iinfection
leishmaniennes, utilisant soit des parasites cetspile Leishmaniasvivants, morts ou
atténués ou encore des isolats de leurs sous haut&ment immunogénes synthétiques ou
recombinantes ou de leur ADN. L'échec de ces catslid assurer une protection efficace et
fiable contre la leishmaniose ainsi que les effetsondaire indésirables qui accompagnent
leur utilisation (Bagirovaet al, 2016), ont fait que a ce jour aucun vaccin neggirouvé pour
une utilisation humaine (Nagill et Kaur, 2011 ; Dietet al, 2016 ; Osmaret al, 2017 ;
Thomaz-Soccoét al, 2017 ).

Quant a la leishmaniose canine plusieurs vaccins aammercialisés, notamment au
Brésil, qui a autorisé depuis 2003 le vaccin Leighe® qui s’est montré efficace pour
interrompre le cycle de transmission de la LVZb@io et al, 2015). Ainsi que le vaccin
Leish-Tec® offrant environ 40% de protection de®h contre l'infection.

Un autre vaccin a été enregistré en Europe app&8Ap (antigenes brute de
L.infuntumplus la Saponine comme adjuvant) qui est commemi@ht disponible en tant que
Cani-Leish® (Gradoni, 2015), a démontré dans undeétécente une protection significative
des chiens atteignant les 92% (Resestdd, 2016).
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Le développement d’'un vaccin contre la leishmanm®sente un objectif important
pour la santé publique. Dans les années récerstehézcheurs se basent principalement sur

les vaccins a base de cellules dendritiques stesupar différents types d’antigenes de
LeishmanigBagirovaet al, 2016).

27



Chapitre | : $lyase bibliographique

Partie Il : plantes médicinale

|. Phlomis bovei de Noé

Figure 13 Phlomis bovei de No&ubspbovei(anonyme 1)

1. Généralités sur le genréhlomis

Phlomisest un genre important de la famille des Lamiacaenferme plus de 100
especes qui sont répandues principalement en Asitrate, la Chine et dans les régions
méditerranéennes (Badetral, 2015).

Un nombre élevé des espéces de ce genre ont lisatiatn a des fins aromatiques et
médicinales. Sur le plan industriel les huiles ptshes isolées de ces plantes sont utilisés
comme aromes pour les aliments, comme parfumsadujis cosmétiques (Sarikurketial,
2013).

Les préparations en tisane des parties fleuriesedmines espéces, ont été utilisées
pendant des décennies dans la médecine traditienoeimme remeéde pour les troubles
gastro-intestinaux et pour promouvoir une bonneésan protégeant les reins, le foie, le
systéeme cardiovasculaire et les os (Bagteal, 2016 ; Liet al, 2017) la peau et le cceur
(Limem- Ben Amoret al, 2016).

De plus, elles sont utilisées comme stimulantsgtes, analgésiques, cicatrisants des
plaies (Liet al, 2010 ; Badert al, 2016 ),carminatifs, apéritifs, diurétiques et se sont
avérées efficaces pour le traitement des ulcerdssshémorroides (Sarikurketial, 2013) et

sont utilisé comme antalgiques dans la médecimoise (Yalcinaet al, 2006).
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Les parties fleuries de ce genre ne sont pas ldsssexploitées. En effet, les racines,
les graines et les fleches sont aussi utiliségsesoinfusion, en décoction ou en jus et les
fleches douces de certaines espec@hlofmis purpuregBubspPurpurea Phalomis

cephalotessont consommeées directement ou aspirées (LimemAB®or et al, 2009).

Divers activités pharmacologiques ont été sigrsaléle certaines especes tel
gue l'activité anti-inflammatoire, antioxydante tigiebétique, antinociceptif, anticancéreuse,
antiallergique, antimicrobienne_ (Let al, 2017), immunosuppresseur, radicaux libres
(Sarikurkcuet al, 2013), antimutagene (lat al, 2010). En plus d’'une activité parasitaire
déterminée par I'espécBhlomis brunneogaleatat Phlomis Kurdicacontre Leishmania
donovanj Plasmodium falcipaunet Trypanosoma brucei rhodesiengeimem-Ben Amoret
al., 2009).

2. Especéhlomis bovede Noé
2.1. Présentation

Phlomis bovede Noé est une plante médicinale endémique rare, qut dems les
forets de montagnes en Algérie. Elle est communém@amue sous le nom de Khayat El
Djarah qui signifie cicatrisation en arabe. Ellé Bemmée Farseouan,Tareseouane, Iniji,
R’ilefet et Azaref dans le Nord de I'Afrique (Ihduet al, 2017).

Deux sous espéces ont été enregistréesPldomis bovede Noé& Phlomis bovede
Noé subspgMaroccana Marieet Phlomis boveide Noé subsp.boveiqui fait 'objet de notre

étude.
2.2. Description botanique

Phlomis boveest une plante vivace herbacée qui croit jusqueahamiteur de 0,8 m.
Elle développe souvent une solide base ligneusefebdles basales sont en forme de cceur,
de couleur verte avec des marges fondues, leinigést de 4 a 18 cm de longueuio{ios
et al, 2007). Les fleurs sont rosatres de regroupemeriicille séré, portant chacune un

pétale supérieur fortement courbée (anonyme 2).

2.3. Propriétés chimique
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Les iridoides, les flavonoides, les phénylpropaesjdes phénylétoides, les lignanes,
les néolignanes, les diterpénoides, les alcal@tkes huiles essentielles sont des métabolites
typiques du genre Phlomis (&t al, 2010).

L’étude photochimique de [I'espec®.bovei a révélée différents métabolites
secondaires tels que les tanins, les saponines)ddage et les huiles essentiels (Khétial,
2014).

Les composants de l'huile essentielle de cettetplant été analysés par GC/ MS
(Chromatographie en phase gazeuse-spectrometreadsejnqui a permis d’identifier 75
constituants correspondant a 86,37% du poids to@dmt les plus essentielles sont:
germacrene D (21%)p-caryophylléne (7%),B-bournonéne (2,9%), thymol(8,3%) et

I’hexahydrofarnesyl acétone (5,8%) (Lioliesal, 2007 ; Limem-Ben Amoet al, 2009).

En outre, la plante est constituée d’oligoélemégitsque I'aluminium, le sélénium, le

cuivre, le zinc, le manganese et le fer (Yahial, 2015).
2.4. Activité pharmacologique

Phomis boveide Noéest traditionnellement utilisée comme cataplasmar e
traitement des lésions, des infections cutanéssigbut des brulures (Limem-Ben Amer
al., 2009) et c’'est pour cette raison que divers eduekpérimentales ont été menées pour
démontrer les activités biologiques et pharmadqlegs de cette plante.

En effet, plusieurs auteurs ont montrés que lakd$ essentielles composants la
plante sont doués d’'une puissante activité anéi@cine avec un large éventail d’inhibition
contre divers types de bactéries (Lioletsal, 2007 ; Yahiaouet al, 2015). Cela peut étre
attribué a la présence du thymol et le germacEmgi sont fréquemment connu pour leur
activité antibactérienne (Lioliost al, 2007 ). D’autre part, les oligoéléments de knt# ont
montrées une activité antioxydante et contribueenh plus de cela, a la résistance
immunitaire. Cette plante pourrait étre commerséd en tant qu’agent antiseptique de fort

potentiel (Yahiaouet al, 2015).

Les tannins et les flavonoides de la plante onttréea dans une étude récente une

activité antifongique et antioxydante potentielfiéafaet al., 2016).
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Il. Verbascum sinuatum

Figure 14 Verbascum sinuatu@nonyme 3).
1. Généralités sur le genr&/erbascum

Le genreVerbascumcommunément appelés « mullein » appartient &aiaille
Scrophulariacéaet a la tribu deserbasceagil est considéré comme I'un des genres majeurs
comprenant 360 especes et qui sont largement igpaghtre les régions tropicales et

tempérées (Sotoodash, 2016).

Verbascumest un nom dérivé du mot latin « barbascum barloa »< barbe » se
référant aux filaments de barbe de la plante (Riat, 2013).

Les plantes de ce genre sont principalement reptéss par des herbes rosées,
vivaces et bisannuelles, possédant des fleurs gawlams presque toutes les especes
(Zografidis, 2016).

1.1. Utilisation deVerbascumsppen médecine traditionnelle

Les différentes parties des plantes ont été sagb dans la médecine traditionnelle,

elles ont une importance pharmacologique poteat{@lli et al, 2012)

Les feuilles et les fleurs deerbascum sppsont utilisées comme mucolytiques,
expectorantes pour traiter les maladies respiegdglles que la toux séche, la tuberculose, la
bronchite et I'asthme. Elles sont aussi utiliséesme anti-inflammatoires sur le systeme
urinaire, pour traiter les douleurs rhumatismales, hémorroides, la diarrhée les infections
fongiques et aussi comme sédatif doux (Betal, 2016 ; Niazet al, 2012 ; Kozaret al,
2011).
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Les espéces déerbascunont des activités inhibitrices contre le viruslagrippe A2
et B, et celui de la leucémie. L’huile fabriquéeartir des fleurs est utilisée pour aider a
apaiser le mal de l'oreille et peut méme étre apdlia I'extérieure pour I'eczéma et d’'autres

types d’infection inflammatoires de la peau (Algener et Basaran Dulge, 2009).

Les feuilles et les racines sont également udfisecomme antiseptique,

antispasmodique, émollient, antihistaminique eibagtiant (Sinatoret al, 2007).

Une activité antiparasitaire contre les trypanosera été démontré récemment par

'especeVerrbascum sinaiticun{Mergiaet al., 2016).
1.2. Propriétés chimiques d&/erbascum spp

Des études sur les espedésrbascunont révelées la présence de plusieurs composeés
telles que les glycosides iridoides, les flavonsjdeglycosides phénylétoides (traces de
verbascoside, triterpéne saponines (verbascosaonipolysaccharides des acides
phénoliques, les glycosides de phytostérol , lapditactone et des dérives aucubin et
catalpol (Dimitroveet al, 2012 ; Kozaret al, 2011 ; Marcheet al, 2016).

D’autres études antérieurs ont rapportées quebauai le verbascoside sont les
principaux composeés responsables de l'activitéiaflimmatoire, des hypotheses prétendent
que l'activité anti-inflammatoire, antimicrobiensent directement liés a la teneur en poly

phénols (Grigoret al, 2013).
2. Espece/erbascum sinuatum
2.1. Description botanique

Cette espece est plutdt méditerranéenne, fleurjuien Son inflorescence est une
grande panicule aux allures de chandelier, podantés nombreuses fleurs en épis laches .Le
duvet cotonneux tombe tres vite, la corolle eshgaet les étamines sont violettes, les feuilles

sont tres ondulées, surtout celle de la rosettal®g&anonyme 4).
2.2. Composition chimique

L’especeVerbascum sinuatumontient le plus haut niveau de composés phéansgiq
pouvant contribuer a une grande activité de bakybgradicaux libre, ce qui fait qu’elle est

un bon candidat comme antioxydant naturel (M@&ial, 2012).
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Chapitre I Matériels et méthodes

Type et lieu de I'étude:

Notre étude porte sur la recherchevitro de I'activité antileishmania de deux extraits
aqueux bruts de plantes a sav¥ferbascum sinuatum et Phlomis bovei, sur les promastigotes
L.infantum. Ce travaille a été réalisé au niveau du labomatd& Biochimie analytique et
biotechnologique LABAB, UMMTO.

1. Matériel
1.1. Matériel biologique
1.1.1. Le Parasite

La souche que nous avons utilisée pour notre étpgartient I'espécé. infuntum
portant le code suivant : MHOM/DZ/2016/ I'lPA 538/1solée a partir de la moelle osseuse
d’'un malade atteint de la LV hospitalisé au CHUTde Ouzou. Elle a été mise a notre
disposition en culture dans le milieu NNN par Ibdeatoire de parasitologie de la faculté de

médecine de l'université Mouloud Mammeri de Tizzou.
1.1.2. Les extraits de plantes

Notre étude a portée sur I'effet antiparasitaire deux plantesVerbascum sinuatum
et Phlomis bovei de Noé qui ont été récoltées de la région d’Addekar AdiHemmam de
Bejaia en Mai 2016.

1.1.3. Le sang

Pour la préparation des milieux de culture parasgaune quantité de 15 ml de sang
est apportée chague semaine au laboratoire. Ceesapeglevé a partir de deux lapins de sexe

males ageés de plus de 4mois et dépassant lessZ/Kilbg.
1.1.4. Urine stérile

L'urine utilisée pour notre étude est celle d'urfasmh de 13 ans, en bonne santé
présentant un examen cytobactériologique négdtgeface d’infection urinaire). Elle a été
rapportée dans un pot stérile et a subit le proseds filtration dans des conditions d’asepsie
par passage a travers un filtre a seringue de 2Rour vérifier sa stérilité, ce matériel
biologique a subit des contrdles par ensemencedaarst différents milieux bactériologiques :

gélose au sang frais, gélose nutritive, milieu @hap, gélose au sang cuit, milieu Sabouraud
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et chloramphénicole. Apres cela, I'urine est tagix antibiotiques (la pénicilline G a raison

de 100 ul/ml et la gentamicine a raison de 100p)gsnik conservée au réfrigérateur a +4°C.
1.2. Matériel non biologique

1.2.1. Appareillage

1.2.1.1. Grand matériel

Notre étude a nécessité 'usage d’un ensemble alelgmatériels comme : une étuve
d’incubation a 24°C non réfrigéréee (MEMMERT) et umgtre & 37°C ( MEMMERT ), un
microscope optique (HUND), une étuve Pasteur (MELAG Autoclave (WISD), un bain
marie (NUVE NB20), une balance électronique (KERDN)e centrifugeuse (SIGMA), un
lyophilisateur (CHRIST) et un congélateur régl&a°C ( NUVE DF 490 ).

1.2.1.2. Petit matériel :

Pour la mise en ceuvre de notre travail on s’esiesele :becs bunsen, tubes a vis et
flacons en verre, des éprouvettes , des cristaliserlenmeyer , pipettes Pasteur stériles ,
seringue de 10 et de 2,5 ml, micropipettes de 1A®@0 pl, embouts stériles, gants stériles,
gants en latex, lames et lamelles, cellule de Msdla, filtre a seringue stérile de 0,22 um,
entonnoir, papier Whatman N°1, tubes vacutenairégicraniennes de 23G , tubes Falcon

stériles, agitateur magnétique (STUART), vortexcfireo Kartell) et tubes de conservation.
1.2.2.Réactifs et solutions

-Eau physiologique a 0,9% stérile (La compositisnilkustrée a I'annexe 4).

- Eau distillée stérile.

-Antibiotiques : la pénicilline G (solubilisée dargs ml deau distillée stérile) et la

gentamycine.
-Citrate a 10% stérile (La composition est illustéél’annexe 5).

-Fungizone® 10% (voir annexe 9).
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1.2.3. Le milieu de culture :

Pour la culture de notre parasite, on s’est seduviemilieu diphasiqu NNN qui est
constitué d’'une phase solide composée d’'une géldditionné avec du sang de lapin et d’
deuxiéme phase liquide qui est composée d’exgadat a partir de ce mélge.

(La composition de la gélose NNN est illustréeaaiiexe 6
2. Méthodes
2.1. Préparation des extraits aqueL

Les feuilles des plantes ont étés séchées a itae bt a I'abri de la lumiére, pL
réduites en poudneour subir le processus de macération a froid dan%au distillé (20g d
la poudre végétale dans 200ml d’eau disf) sous agitation magnétique pendant 24 he:
a I'abri de la lumiére. Le maceé obtenu subit une filtration grossiere a I'aidene passoire
suivit d'une seconde filtration avec le papier Whanh N°1. Le filtrat obtenu est recuei
puis reparti dans des cristallisoirs qui ¢ recouverts avec du papier fi et maintenus au
congélateur a80°C pour une durée de 24 heures pourr un processus de sublimation

lyophilisateur.

Le lyophilisat obtenu constitue I'extrait aqueux, est solubilisé dans de d'e
physiologique pour une concentration finale d@é0rbg/ml pourVerbascum sinuatum et
400mg/ml et PouPhlomis bovei. Lesextraits des plantes sont homogénéisés au vortie

transférés dans des tubes de conservation apréageaa travers le filtre a seringue sté

(0,22 um) puis conservés au réfrigérateur a +48Gyia leur utilisatiol

Figurel5: maa&tion a froid de I'extrait de plante. Figure: filtration grossiére du macé
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Figurel7: repartition du filtrat dans les cristalisoi ~ Figurel8: lyofilisation du filtrat

Figurel!: extrait aqueux de la plante en poudre.
2.2. Préparation du milieu NNN (Novy, MC Neal et Niolle)
La préparation du milieu de culture NNN nécessitssemblage gélose/s:.
2.2.1. Préparation de la gélose NN

La préparation commence d’abord par la dissolutanchlorure de sodium a fro
dans l'eau distillée, ensuite, le mélange est mehauffer et quand il commena@ frémir

I’Agar est rajouté touen remuant a I'aide d’'un batonnet en verre juséotdlition.

Dans des conditions d’asepsie, la gélose préteepsttie a I'aide d’'une seringue de 10
dans des tubes a vis stériles a raison de 7mlgwaun, ces derniers sont ensuite autocl
a 120°C pendant 20mn.

Le milieu est conservé au réfrigérateur a +4°Crpme utilisation ultérieur
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2.2.2. Préléevements sangui :

Les ponctions sont réalisées a partir de deux sapg@passants les 2 kilos 700 g.
oreilles préalablement netto' sont rasés, désinfectés a la Bétadine et anesthd@micde I
Xylocaine visqueuse pendant 20 a 30 minutes deuehe cutané

Apres anesthésie, une contention du lapin doitféire et cela a I'aide d’un linge av
lequel on encercle I'animale pol'empécher de gigoter au moment du préléevement sar
Une fois la contention faite, les préléevements séalisés en se servant des épicranienne
sont placées en amont avec les seringues de 10mbgurecevoir le sang. Avant chaq
préléevement urpassage de coton imprégné de Bétadine est néeegsair désinfecte
I'endroit de la collecte.

Tous les 15jours une quantité de 15 ml de sang est récalt@es des tube
vacuténaires stériles comprenant 0,75 ml de citiat®% stérile. Aprés chaquecolte, les
tubes sont étiquetés portant les références praguetot a partir duquel le sang a
prélevé(nom du lapin concerné par la ponction, la veinegnale ou I'artére centrale a pau

desquelles le prélevement a été f

Le sang est ensuitgaité en zone stérile (entre 2 becs bunsen) atiki@nues ;
Pénicilline G a raison de 100ul/ml et la Gentamgcinraison de 100ug/ml, tout cela ¢
d’étre rajouté lors de la préparation du miliewcdiéure NNN

Figure 20 : contention du lapin.
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Figure21l: nettoyage de l'oreill Figure 22 rasage et desinfection de I'orei
du lapin du lapin

Figure 23: ponction du lapin. Figure 24 sang du lapin en tube vacutena
2.2.3. Assemblage des npstituants pour la préparation du milieu NNN

La gélose stérile répartie en tubes est soumidquéfaiction au bain marie a u
température de 80 a 100°C, puis maintenue pen@emt & 56°C

En zone stérile et a I'aide d’'une seringue, 1méaleg est additionné pour chaque tt
formant un mélange sargglose qui est délicatement homogénéisé et partérs suppor

légérement incliné jusqu’a solidification a tempéra ambiante

Les milieuxde cultures sont ensuite étiquetés et conservégfegerateur a +4°C
pour une limite d’utilisation qui ne dépasse pasnms

Un contrble de chaque lot est réalisé sous micpesen Gx40 pour vérifier la stérili
des milieux et cela aprés additid’eau physiologique a un tube de chaque lot et
incubation a I'étuve a 37°C pendant 24 hel
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2.3. Enrichissement du milieu NNN

Le milieu NNN est enrichit avant chaque ensememrecgmavec de l'urine stérile
diluée au 1/5 dans un volume d'eau physiologiquérilet auquel on rajoute deux
antibiotiques (100 pl /ml de pénicilline G et 100mbde gentamicine).

2.4. Culture du parasite et lecture

La souche parasitaite infuntum a été maintenue en vie dans une étuve a 26°C avec

des repiquages successifs chaque 5 a 7jours darmsideaux milieux NNN.

Avant chaque repiquage, une goutte de la culturasgaire de 5 jours est mise entre
lame et lamelle pour une lecture au microscope A40Gafin de voir la présence ou non des
formes promatigotes mobiles, tout en tenant cordptieur charge sur la lame et la présence
ou non des regroupements de leishmanies en rade#es le cas d’'une estimation importante
de la charge parasitaires, un volume de I'exsudda aulture est aspiré a I'aide d’une pipette
pasteur apres une légere homogénéisation pourpinuegge dans un nouveau milieu NNN
enrichit a l'urine, mais dans le cas de la présdaid#e de promastigotes il est nécessaire
d’attendre 2 jours pour permettre au parasite denshiplier et donner une charge plus

importante.

L’examen microscopique des cultures parasitaires@eaussi de vérifier la présence

ou I'absence de contamination dans le milieu alergpiquage.
2.5. Etude de l'activité leishmanicide sur les forms promastigotesn vitro
2.5.1. Suspension parasitaire

Afin d'évaluer l'activité leishmanicide des deuxtreis de planted/.sinuatum et
P.bovel, une suspension parasitaires a été récupérée a garitultures NNN en phase
logarithmique dans un tube Falcon, aprés contdlsi@roscope déterminant la présence des

formes promastigotes mobiles en charge important@alksence totale de contaminations.

La suspension parasitaire est centrifugé a 400@sAOmn, le culot est ensuite
récupéré et lavé 2 fois avec de lI'eau physiologigtégile. La charge parasitaire apres le
dernier lavage est estimée a 1X pérasites/ml par dénombrement & la cellule de Melas
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2.5.2. Evaluation de l'effet inhibiteur des extraits végéaux contre les formes

promastigotes

La solution parasitaire préalablement préparéeegsrtie a raison del80 gans 4
tubes de milieu NNN qui appartiennent au mémedgptréit a partir d'un méme lapin et d’'une
seule veine) et qui sont additionnés d’'un mémemaelde solution stérile (1ml pour chaque
tube). Les deux extraits de plantes et I'antipgaasi Fungisone, sont repartis respectivement

dans chaque tube a raison de 20 pl suivant ce plan:

e Tubel: témoin positif (suspension parasitaire 480 de Fungizone a la
concentration de 100mg/ml) ;

e Tube2 : témoin négatif (suspension parasitaire gil2feau physiologique) ;

» Tube3: E1 (suspension parasitaire + 20 ul exdiiv/erbascum sinuatum a la
concentration de 500mg/ml) ;

* Tube4 : E2 (suspension parasitaire + 20 pl exdieaiPhlomis bovei).

Ces tubes sont ensuite incubés a I'étuve a 26°Gldiembrement est réalisé chaque

24 heures pour un suivie de charge parasitairegrenohe durée de 3jours.

L’effet antileishmanial des deux extraits de plantesinuatum etP.bovel a été évalué
par la méthode de comptage cellulaire des pronmetid.. infantum sur la cellule Malassez

(la numération cellulaire a la cellule Malassetzilasstrée a I'annexe 7).

Figure25 Préparation de la cellule

Malassez.
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1. Résultats

1.1. Activité antileishmania des extraits aqueux @b feuilles deVerbascum sinuatum et

Phlomis bovei

Les dénombrements réalisés a la cellule de Malassez ont permis de déterminer
I'effet leishmanicide des extraits de plantes sst_Eishmania promastigotes.

Le tableau | présente les résultats que nous avbienus par le dénombrement a la
cellule de Malassez des promastigotes vivants ésepceales?2 extraits testésVerbascum

sinuatum et Phlomis bovel aux concentrations 500mg/ml et 400mg/ml respecterd.

Tableau I: Tableau des résultats obtenus de I'activité biglog des extrais vegeétaux
(Phlomis bovel et Verbascum sinuatum) sur les promastigotés infauntum.

0 jour 1 jour ZMjour 3" jour
Fungizone ac/mi 1,6x10 c/ml 3,4x10 c/ml 4,2x10 c/ml
Verbascum
sinuatum
16 c/ml | 0,1x16c/ml 0,2x1G ¢/ml Oc/ml
500mg/ml
Phlomis
bovei
16 c/mi | 0,6x10c/ml Oc/ml Oc/ml
400mg/mll
Fungizone fa/ml | 1,4 x18c/ml 0,2 x16c/ml Qc/ml

Le tableau Il qui exprime le pourcentage de vithikt de mortalité des formes
promastigoted..infantum est obtenu a partir des résultats du tableau Isagwaversion en

pourcentage et cela par I'utilisation du témoinatégomme référence.
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Tableau Il: Tableau des résultats obtenus de I'activité Igiojoe des extrais végétaux

(Phlomis bovei et Verbascum sinuatum) sur les promastigotek. infauntum exprimés en

pourcentage de viabilité et de mortalité.

2™ jour

3™jour Témoin

négatif
Verbascum sinuatum % viabilité 10° 6,25 5,88 0 100
500 mg/ml % mortalité 0 93,75 94,12 100 0
Phlomis bovei % viabilité 10° 37,5 0 0 010
400 mg/ml % mortalité 0 62,5 100 100 0
Témoin positif % viabilité 10° 87,5 5,88 0 010
(Fungizone) % mortalité 0 12,5 94,12 010 0

100 mg/ml

1.1. 1. Effet de I'extrait aqueux des feuilles deal plante Verbascum sinuatum sur les

promastigotesL.infantum

La figure 26, présente le pourcentage de viabd@é promastigotek.infantum en

fonction du temps, en présence de I'extraitvidebascum sinuatum (E1) a la concentration

500mg/ ml tout en ce servant de Fungizone commeitépositif (T+) a la concentration

100mg/ml.

140 -
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5 100 - * < ¢
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2 2 80 -
g E
o€ 60 - T
% £
"qé; -~ 40 - =T+
§ 20 - —A—E1
a. 0 .

24 48 72
Temps(Heure)

Figure 26 : Courbe représentant le pourcentageathdité deL.infantum en fonction du

temps(Heure), en présence de I'extraivégbascum sinuatum (E1).
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Le résultat obtenu, a montré en premiére vue,l'gdrait V.sinuatuatum testé a la
concentration de 500mg/ ml, s’est avéré fatale pawsurvie des promastigotésnfantum
atteignant les 100% d’inhibition au bout de 72h. hilan comparatif entre Fungizone et

I'extrait deV.sinuatum a montré une efficacité similaire.

2.1.2. Effet de l'extrait aqueux des feuilles de lgplante Phlomis bovei sur les

promastigotesL.infantum

Le pourcentage de viabilité des parasltesfantum cultivés en présence de I'extrait
dePhlomis bovei (E2) a la concentration de 400mg/ml et en ce sem@ Fungizone (T+) a la

concentration (100mg/ml) est représenté a la &§@T.
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Figure 27:Courbe représentant le pourcentage de viabilifémction du temps(Heure) de

L. infantum, en présence de I'extrait de feuilléislomis bovel (E2).

Le résultat de ce test, démontre que I'extraiPdbovel a la concentration 400mg/ ml
a une puissante activité antileishmanial sur lesnastigoted..infantum, allant jusqu'a 100%
d’inhibition au bout de 48 heures d’incubatiobe résultat comparatif avec le control
Fangizone (T+), a indiqué que l'extrait Bdovel s’est montré trés efficace, vu l'inhibition
totale des parasites en un espace de 24h. Conmgiteau témoin positif qui a permis la
survie de 5,88% de promastigotes aprés 48h d’irmmason élimination totale des formes

vivantes ne s’est révelée qu’'apres 72heures.
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2. Discussion

La leishmaniose viscérale est I'une des formesplas graves de la leishmaniose
(Tariget al., 2016 ) qui est principalement causée par ledeesh. donovani, L. infantum et
L. chagas (Shirianet al., 2013 ). On recherche d’'une nouvelle alternatiwieremplacerai les
effets indésirables des traitements standardsniresatre cette maladie, plusieurs études ont
etes rapportées sur l'effet de diverses plantesaimétesin vitro contre ces espéces, notant
celles des deux especes du geRhbomis nomméesPhlomis brunneogaleata et Phlomis
Kurdica ont fait I'objet d’'une étude, qui a fini par appwé leur efficacité contrie.donovani
(Limem-Ben Amoret al., 2009 .Deux espéce du genké&rbascum; V. botae et. V.cutarus
ont aussi montrée une remarquable efficacité réisparent contrd..infantum etL.donovani
(Mothanaet al., 2014).

Les résultats obtenu dans notre étude, nous maouikeeles extraits aqueux brutes
expérimentésin vitro sur les promastigotek. infantum, ont présentés des effets tres
intéressants, notant la puissante activité antife@anial atteignant les 100% de mortalité
exercé paP.bovel a la concentration 400mg/ml au bout de 24h attivité leishmanicide de
fort potentielle deVerbascum sinuatum a la concentration de 500mg/ml avec un méme

résultat d’inhibition apres 72h d’'incubation.

Cet effet inhibiteur exercé par nos extraits aqueantre les formes promastigotes
infantum peut étre attribué a la composition chimiqueet extraits.

En se référant de la littérature la plaRtdovel est composéprincipalement de
86,7% d’huile essentielle dont le thymol qui estgant a 8,3% (Liliost al., 2007 ; Limeme
Ben Amor et al., 2009). Cette molécule a déja fait objet d’étudesffet leishmanicide
prouvant qu’elle est principalement active contes brmes promastigotes. En effet il a été
rapporté que I'huile essentielle degppia sidoides riches en thymol a présenté une efficacité
d’inhibition contre des modeéles promastigoleamazonensis. Dans une autre étude, les
dérivés du thymol démontre une parfaite inhibitaa la croissance des promastigotes de
L.panamensis (De Moraiset al., 2014).

Pour ce qui est d¥erbascum sinuatum, l'activité démontrée peut étre duesan
composé glycosidique «le Verbascoside» qui a d#jal'dbjet d'une étude démontrant sa
fatalité contre le&.infantum etL.donovani (Maquiaveliet al., 2016).
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Notant que ces deux espéces partagent des conghosggues comme la saponine et
les flavonoides (Dimitrovat al., 2012 ; Kozaret al., 2011 ; Marchet al., 2016 ;Khitriet
al., 2014 ; Wafeaet al., 2016). Cependant, I'effet antileishmanial deganines a été signalé
pour la premiere fois par une étude portant 60%oaoteplexe saponiques testé in vitro contre

les promastigotes deinfantum etL.tropica (Majester-Savornimt al., 1991).

Les flavonoides ont été également explorés en étudeffet antileishmanial,
l'isolement de la quercitrine flavonoide de la péaialancho pinnata a démontrée une
puissante activité antileishmanial (Muzitagtal., 2006).

Par ailleurs, I'effet inhibiteur exercé par cesraits peut étre attribué a des molécules
autres que celle citées en littérature, ou a umqnéne synergique entre les molécules

présentes dans I'extrait.

Les doses utilisées pour ce test sont élevées,ld’ oécessité de déterminer la IC50
qui est la concentration en extrait veégeétale neédesspour obtenir 50% de [lactivité
antiparasitaire pour confirmer I'efficacité de qaantes, chose qui n'a pas été réalisé pour
des raisons pratiques au niveau du labo (absentétdee réfrigérante) sachant qu’elle est

tres essentielle pour la détermination de 'effittade ces deux extraits de plantes.
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Conclusion

Les leishmanioses sont un groupe diversifié de reynds cliniques incluant
principalement les formes cutanée, mucocutanéeseénale qui est la forme la plus grave de

la maladie.

En raison du manque d’options thérapeutiques dibfamet de la forte augmentation
de la résistance des parasites aux meédicamentsigmtianials. La recherche de nouveaux

traitements reste une priorité pour la lutte cotareishmaniose.

Ce travail, nous a permis de mettre 'accent sarappproche phytotherapeutique pour

le traitement de la leishmaniose viscérale.

Les résultats obtenus ont pu montrer que les iesxtequeux des feuilles de
V.sinuatum et P.bovei a la concentration 500mg/ml et 400 mg/ ml respeatient, présentent
un effet antileishmanial remarquable contre lesmastigotes L.infantum avec 100% de

mortalité.

De nombreuses perspectives peuvent étre envisgpeesce travail. En effet La
recherche de la (IC50), qui représente la concimira&n extrait végétale nécessaire pour
obtenir 50% de l'activité antiparasitaire, restémurdiale pour déterminer l'efficacité de

chaque extrait.

D’autres parties de la plante devraient égaleméet @menées sous les projecteurs
pour la découverte de leur potentiel activité armgimania, suivie d'une investigation
approfondie en utilisant des techniques perfornsamtextraction pour lisolement des
molécules bioactives de ces extraits, et leur eegnéitro contre les leishmanies apportera

surement un grand intérét pharmacologique.
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Annexe 1 :Classification du genreeishmania et les formes cliniques associées (Carré et al.,
2010

Ancien Monde Nouveau Monde

Sous-genre Leishmania Sous genre Leishmania Songe viannia

Complexd..donovani (LV) | ComplexeL .donovani(LV) | Complexel.brazliensis (LCM)

-L.donovani <L .chagasi L brazliensis
.mexi -L.peruviana
Linfantum ComplexeL.mexicana(LC) peruvi
1..mexicana ComplexeL.guyanensis (LCM)
-L.archinbadi
-L.venezuelensis -L.guyanensis

ComplexeL.major (LC)
-L.amazonesis -L.panamensis

ComplexeL.tropica (LC)

L .aethiopica (LC)
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Annexe?2 : Classification des principales especes incrimindass la transmission des

leishmanioses dans le Nouveau Mo(@®ert, 2007).

Genre Sous genre Principale espéce: Leishmaniose
incriminées _
transmises
Phlebotomus papatasi,duboscqi major
Phlebotomus| Paraphlebotomus| Sergenti tropica
alexandri donovani
caucasicus,(alexandri) maj or
Symphlebotomus| Martini donovani
guggisbergi tropica
ansarii maj or
Larroussius ariasi,|langeroni,neglectus,
perfiliewi,perniciosus,tobbi | infuntum
longipes,pedifer aethiopica
Adlerius chinensis infuntum
Euphlebotomus | argentipes donovani
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Annexe3 : Classification des principales especes incrimindass la transmission des

leishmanioses dans le Nouveau Monde (Ripert, 2007).

Genre Sous genr Principale espéce: Leishmaniose

incriminées transmise
Lutzomyia longipalpis infuntum(=chagasi)

diabolica mexicana

Lutzomyia| Nyssomyia olmeca olmeca mexicana
flaviscutellata amazonensis
olmeca bicolor venezuelensis
intermedia braziliensis

umbratilis,anduzel ,whitmani | guyanensis

trapidoi panamensis
Psychodopygus | wellcome brasiliensis

panamensis panamensis
Helcocyrtomyia | Peruensis peruviana
Pintomyia Pessoai brasiliensis

Annexe 4 :Eau physiologique a 0,9% stérile.
9g de NaCl dissoute dans 1000ml d’eau distillée
Annexe5 : Citrate a 10 % stérile

Le citrate a 10% est préparé par I'adition a fraig 10g de citrate en poudre dans 100ml
d'eau distillée. La solution préte est aliquotéengdales tubes en verres et subit une

stérilisation a I'autoclave.
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Annexe 6 :composition de la gélose NNN
Agar-agar : 59 ;

Chlorure de sodium : 39 ;

Eau distillée : 500 ml.

Annexe 7 :comptage sur cellule de Mallassez
1-Présentation de la cellule de Malassez

La cellule de numération Malassez est une lameepuinfet dans laquelle est creusé une
chambre de comptage d’'un volume connu. C’est ume lan verre épaisse, comportant des
rigoles et un quadrillage. Le volume de comptadedéterminé par la surface de quadrillage

gravé sur la lame et la profondeur de la chambre.
2- principe de la numération cellulaire des parasés sue cellule de Mallassez

La numération cellulaire est la détermination dmhee de parasite contenus dans un volume
précis de milieu liquide. Le résultat est exprinmé a@ncentration cellulaire( le nombre de

parasite par carreaux de la cellule).
3-Technique de numération cellulaire
Dilution préalable

Lorsque la suspension cellulaire est trop concentrést nécessaire de réaliser une dilution
préalable, car la présence d'un grand nombre dasipes par unité de volume rend le

comptage difficile.
Remplissage de la cellule de Mallassez

Le remplissage de la cellule de Mallessez commatiabord par I'humidification des
glissieres latérales sur lesquels va reposer umella 22 x22mm, suivie de I'adhérassions de
la lamelle aux plateaux par exercassions d’'uneréégeession ainsi qu’un mouvement de va

et vient jusqu'a percevoir une résistance et enéeffet de ventouse.

Apres dépobt de la cellule de comptage sur une curfdane, la solution parasitaire est
homogénéisé puis aspiré a I'aide d’'une micropipatiec laquelle on remplie la chambre de

comptage une seule fois, en gardant la pointeesieblout inclinée prés de la lamelle, tout en
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evitant de former des bulles d’'aires et sans faéfeorder le liquide darles rigoles pour ne

pas fausser le comptage des para

Une fois la goutte est diffusée sur toute la s@rfde la plat-forme centrale du quadrillage, -
laisse le liquide se sédimenter quelques secondast ale procéder a la numération
microscope.

La cellule de numération est lavée puis séchéesamague utilisatio
Numération

— Observer a l'objectif x10 pour repérer la positatu quadrillage et la vérification «
’lhomogénéité de la répartition des cellules a cmmfrecommencer si la répartiti
est mauvaise). Ensuite passer a I'objectif x40 péaliser le comptag

— Comgpger les cellules contenues dans 10 des 100 getadu quadrillag

Calcule de la concentration cellulaire

La concentration cellulaire de la suspension ptaiasiest calculée comme ¢ :

[(N) nombre de parasites/10] x (1/dilution) x> cellules/ml

Annexe 8 :

o

Formes promastigotes digishmania infantum observées au Gx40 (Latatoire LABAB
UMMTO).
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Annexe 9 :Fangizone a 10% est la molécule classique cororamgile de 'AmB.

Le traitement mis a notre disposition est admialdt par voie orale, il a été dilué dans de
I'eau physiologique pour une concentration finall@@mg/ml.



Résumé

Les leishmanioses sont des parasitoses qui cadtitun réel probleme de santé
publigue qui touche principalement les pays ereli@pement. Elles sont causées par des
protozoaires du genre leishmania qui infectent dmbreuses especes mammiferes, dont
’homme auxquels elles sont transmises par la piqofestante d'un phlébotome femelle
manifestant divers syndromes cliniques, cutanéepoutanée et viscérale.

Les traitements actuellement disponible pour cetéadie sont couteux, toxiques,
induisent des effets secondaires potentiellemeanteites et présentent des échecs en raison
de l'apparition de résistances des souches vis-&eices molécules, ce qui a limité leur
utilisation Par conséquent, la validation scientifiqgue dessaeses médicinales
traditionnelles pourrait conduire a de nouvellggraphes pour la lutte contre la leishmaniose.

Dans la présente étude nous nous somme concentréxsraits aqueux de feuilles de
Verbascum sinuaturt Phlomis boveiafin d’évaluer leur potentiel d’activitié vitro contre
L.infantumMHOM qui est la principale espéce responsabledeishmaniose viscérale.

Les résultats de cette étude on montré que les eewaits végétales a leur concentration
maximales possede une activité antileishmanial imgsortante avec un pourcentage de
mortalité atteignant les 100%.

Mot clé : Leishmaniose, traitements, activité leishmanicidmfantum V.sinuatumP. bovei
de Noé

Abstract

Leishmaniasis is parasitoses that constitute a pehlic health problem, affecting
mainly the developing countries. They are caused lygishmaniaprotozoan that infects
many species of mammals, including man. The trassion is caused by a female
phlebotomus’ bite which results various clinicajtaneous, mucocutaneous and visceral
syndromes.

The treatments for leishmaniasis actually availabie costly, toxic, inefficient, have
potentially lethal secondary effects and presehéess due to the appearance of resistance to
this moleculeswhich has limited their uses. As a consequencesclamntific validation of the
traditional medical resources could lead to newagghes to control this protozoan.

In the present study we have been concentratedhemdueous extract of leaves of
Verbascum sinuaturand Phlomis bovein order to evaluate their potential activity vitro
against_.infantumMHOM which is principally responsible of viscetalshmaniasis.

The results of this study have showed that the glaats’ extracts at their maximum
concentration possess a very important antileisihmhaactivity that attends 100 of
mortality.

Key words: Lesihmaniasis, antileishmanial activityL.infantum V.sinuatum P. bovei de
Noé.



