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La recrudescence des germes résistants aux antimicrobiens constitue un problème majeur 

de santé publique. La recherche de nouvelles molécules bioactives est donc un enjeu crucial.  

Dans ce contexte, des plantes supposées guérir les infections cutanées sont sélectionnées 

auprès des herboristes de la région Fès-Meknès. Les plantes retenues ont fait l'objet de 

fractionnements bioguidés pour identifier les composés actifs sur Leishmania spp. et 

Staphylococcus aureus fréquemment isolés dans ce type de pathologie dans la région d’étude.  

64 espèces sont répertoriées, mais 15 plantes montrant un indice de fréquence de citation 

élevé et un apport bibliographique faible pour chaque germe cible sont évaluées quant à leurs 

propriétés antimicrobiennes. Le test qualitatif par macrodilution en milieu solide a révélé que 

l’extrait éthanolique de Rhamnus alaternus est le plus actif sur les souches de S. aureus alors que 

le test de microdilution a montré que l’extrait éthanolique d’Inula viscosa est le plus actif sur 

Leishmania spp..  

Le fractionnement bioguidé et les analyses spectroscopiques et spectrométriques (RMN, 

EIMS et HREIMS) de l’extrait de Rhamnus alaternus a donné comme composés actifs l’émodine 

et le kaempférol. Toutefois l’émodine s’est avérée la plus active vis-à-vis des souches de 

staphylocoques avec des CMIs de 1,93 et 15,63 μg/ml et des valeurs de CC50> 100 μg/ml 

témoignant la non-toxicité de ce composé.  

Le fractionnement bioguidé de l’extrait d’Inula viscosa par de multiples étapes 

chromatographiques impliquant des colonnes sur gel de silice et de sephadex LH-20, des 

chromatographies centrifuges et préparatives a permis d’identifier à l’aide des techniques 

spectroscopiques et de corrélation (RMN, HMBC, HSQC et ROESY) huit composés dont quatre 

(8-epi-xanthatin-1β,5β-epoxide et inuloxin A, sakuranétine et taxifoline) se sont révélés les 

plus actifs vis-à-vis des espèces cibles, Leishmania amazonensis et Leishmania donovani avec des 

CI50s entre 9,53 et 86,45 µM pour les promastigotes, et entre 0,64 et 6,98 µM pour les amastigotes. 

Les quatre composés ont été évalués pour leur cytotoxicité sur une lignée cellulaire des 

macrophages murins (J774A.1) et le dosage fluorométrique par le réactif AlamarBlue a montré 

que les composés ne sont pas toxiques à la dose testée. Ces quatre composés anti-Leishmania se 

sont révélés également actifs vis à vis de Trypanosoma cruzi alors que Naegleria fowleri a été 

sensible à l’inuloxin A seulement.  

Le mécanisme d’action de ces quatre composés a été élucidé en utilisant les kits de viabilité 

cellulaire et de détection des évènements typiques de l’apoptose. Les résultats ont montré que ces 

composés ont induit des évènements de type apoptotique chez L. amazonensis, L. donovani, T. 

cruzi et N. fowleri par l’altération de la perméabilité membranaire (kit SYTOX Green), la 

condensation de la chromatine (double kit Hoechst 33342/PI), la perturbation du fonctionnement 

de la mitochondrie (sonde JC-1), et la réduction des niveaux de production de l’ATP (CellTiter-

Glo) en plus de la régénération des ROS (kit CellROX) chez L. amazonensis, T. cruzi et N. fowleri.  

 

Mots clés : Etude ethnobotanique, Staphylococcus aureus résistant à la méthicilline, Leishmania 

amazonensis, Leishmania donovani, Activité antistaphylococcique, Activité leishmanicide, 

Composés bioactifs, Rhamnus alaternus, Inula viscosa, Cytotoxicité, Mort cellulaire programmée, 

Apoptose. 
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The emergence of antimicrobial resistance is an enormous public health problem which 

remains an urgent need for the development of new bioactive molecules.  

In this context, the plants supposed to cure skin infections are selected from herbalists in 

Fez-Meknes region, and those selected were subjected to a bioguided fractionation in order to 

identify the active compounds against Leishmania spp. and Staphylococcus aureus frequently 

isolated in this type of pathology in the area studied. 

64 plants are listed, 15 species that showed a high citation frequency index and a low 

bibliographic contribution for each target microorganism were evaluated for their antimicrobial 

properties. The qualitative test using the agar macrodilution assay revealed that the ethanolic 

extract of Rhamnus alaternus is the most active against strains of S. aureus while the microdilution 

assay showed that the ethanolic extract of Inula viscosa is the most active against Leishmania spp.. 

The bioguided fractionation, spectroscopic and spectrometric analyzes (NMR, EIMS and 

HREIMS) of the extract of Rhamnus alaternus yielded as active compounds emodin and 

kaempferol. However, emodin was found to be the most active against strains of S. aureus with 

MICs values of 1.93 and 15.63 μg / ml and CC50> 100 μg/ml reflecting the non-toxicity of this 

compound. 

The bioguided fractionation of the extract of Inula viscosa through multiple 

chromatographic steps involving silica gel and sephadex LH-20 columns, preparative centrifugal 

chromatography allowed to identify using spectroscopic and correlation analyzes (NMR, HMBC, 

HSQC and ROESY) eight compounds, among which four (8-epi-xanthatin-1β, 5β-epoxide and 

inuloxin A, sakuranetin and taxifolin) were the most active against the target species, 

Leishmania amazonensis and Leishmania donovani with IC50s between 9.53 and 86.45 µM for 

promastigotes, and between 0.64 and 6.98 µM for amastigotes. The four compounds were 

evaluated for their cytotoxicity on a murine macrophage cell line (J774A.1) and the fluorometric 

assay using the AlamarBlue reagent showed that the compounds are not toxic at the dose tested. 

These four anti-Leishmania compounds were also active against Trypanosoma cruzi, while 

Naegleria fowleri was susceptible to inuloxin A only. 

The mechanism of action of these four compounds has been elucidated using kits for the 

detection of cell viability and apoptosis events. The obtained results showed that these compounds 

induced apoptotic-like events in L. amazonensis, L. donovani, T. cruzi and N. fowleri via alteration 

of the membrane permeability (SYTOX Green kit), condensation of the chromatin (double 

Hoechst33342/PI kit), disruption of mitochondrial function (JC-1 probe), and decrease of the ATP 

production levels (CellTiter-Glo) in addition to regeneration of the ROS (CellROX kit) in L. 

amazonensis, T. cruzi and N. fowleri.  

 

 

 

Key words: Ethnobotanical survey, methicillin resistant Staphylococcus aureus, Leishmania 

amazonensis, Leishmania donovani, Antistaphylococcal activity, Leishmanicidal activity, 

Bioactive compounds, Rhamnus alaternus, Inula viscosa, Cytotoxicity, Programmed cell death, 

Apoptosis.  
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La aparición de la resistencia a los antimicrobianos es un enorme problema de salud pública 

que hace urgente el desarrollo de nuevas moléculas bioactivas.  

En este contexto, las plantas que supuestamente curan las infecciones cutáneas se seleccionan 

entre los herbolarios de la región de Fez-Meknes y las seleccionadas se someten a un fraccionamiento 

bioguiado para identificar los compuestos activos frente a Leishmania spp. y Staphylococcus aureus 

frecuentemente aislados en este tipo de patología en el área estudiada. 

Se enumeran 64 plantas, 15 especies que mostraron un índice de frecuencia de citas alto y una 

contribución bibliográfica baja para cada germen objetivo se evalúan por sus propiedades 

antimicrobianas. La prueba cualitativa utilizando el ensayo de macrodilución en agar reveló que el 

extracto etanólico de Rhamnus alaternus es el más activo contra las cepas de S. aureus, mientras que 

el ensayo de microdilución mostró que el extracto etanólico de Inula viscosa es el más activo contra 

Leishmania spp .. 

El fraccionamiento bioguiado, los análisis espectroscópicos y espectrométricos (RMN, EIMS 

y HREIMS) del extracto de Rhamnus alaternus dieron como compuestos activos emodina y 

kaempferol. Sin embargo, se encontró que la emodina era la más activa contra las cepas de S. aureus 

con valores de CMI de 1,93 y 15,63 μg / ml y CC50> 100 μg/ml, lo que refleja la no toxicidad de este 

compuesto. 

El fraccionamiento bioguiado del extracto de Inula viscosa a través de múltiples pasos 

cromatográficos que involucran gel de sílice y columnas sephadex LH-20, cromatografía plana y 

centrífuga preparativa permitió identificar mediante análisis espectroscópicos y de correlación (RMN, 

HMBC, HSQC y ROESY) ocho compuestos, entre los cuales cuatro (8-epi-xantatina-1β, 5β-epóxido 

e inuloxina A, sakuranetina y taxifolina) fueron las más activas contra las especies objetivo, 

Leishmania amazonensis y Leishmania donovani con IC50 entre 9.53 y 86.45 µM para promastigotes, 

y entre 0.64 y 6.98 µM para amastigotes. Se evaluó la citotoxicidad de los cuatro compuestos en una 

línea celular de macrófagos murinos (J774A.1) y el ensayo fluorimétrico usando el reactivo 

AlamarBlue mostró que los compuestos no son tóxicos a la dosis probada. Estos cuatro compuestos 

anti-Leishmania también fueron activos contra Trypanosoma cruzi, mientras que Naegleria fowleri fue 

susceptible únicamente a la inuloxina A. 

El mecanismo de acción de estos cuatro compuestos se ha dilucidado utilizando la viabilidad 

celular y kits para la detección de eventos de apoptosis. Los resultados obtenidos mostraron que estos 

compuestos indujeron eventos de tipo apoptótico en L. amazonensis, L. donovani, T. cruzi y N. fowleri 

por alteración de la permeabilidad de la membrana (kit SYTOX Green), condensación de cromatina 

(kit doble Hoechst33342 / PI), disrupción de función mitocondrial (sonda JC-1) y disminución de los 

niveles de producción de ATP (CellTiter-Glo) además de la regeneración de ROS (kit CellROX) en L. 

amazonensis, T. cruzi y N. fowleri. 

 

Palabras clave : Estudio etnobotánico, Staphylococcus aureus resistente a la meticilina, Leishmania 

amazonensis, Leishmania donovani, Actividad antiestafilocócica, Actividad leishmanicida, Moléculas 

bioactivas, Rhamnus alaternus, Inula viscosa, Citotoxicidad, Muerte celular programada, Apoptosis. 
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يعد ظهور مقاومة مضادات الميكروبات مشكلة صحية عامة هائلة والتي لا تزال بحاجة ملحة لتطوير جزيئات جديدة نشطة  

 .بيولوجياً

أنها تعالج الالتهابات الجلدية من قبل المعالجين بالأعشاب في منطقة    اختيار النباتات التي من المفترض أفي هذا السياق ، تم  

و   الليشمانيا.  ضد  الفعالة  المركبات  على  التعرف  أجل  من  الحيوية  للتجزئة  تعرضت  اختيارها  تم  التي  وتلك   ، مكناس  فاس 

Staphylococcus aureus سببة  بشكل كبير لهذا النوع من الأمراض في المنطقة المدروسة. اللتي تعد من الميكروبات الم 

منها أظهرت مؤشرًا عالياً للاستعمال ودراسة ببليوغرافية منخفضة لكل جرثومة مستهدفة لذلك تم   15نباتاً ،   64تم إدراج  

هو الأكثر نشاطًا     Rhamnus alaternusتقييم خصائصها المضادة للميكروبات. أظهر الاختبار النوعي  أن المستخلص الإيثانولي ل 

 هو الأكثر نشاطًا ضد الليشمانيا. Inula viscosaل  الإيثانولي بينما المستخلص S. aureusضد سلالات 

إيجاد  على    R. alaternus( لمستخلص  HREIMS و   EIMS, NMR ,يولوجياً وتقنيات  ) أسفر التحليل الجزيئي الموجه  

و    CMI   1.93بقيم    S. aureusهو الأكثر نشاطا ضد سلالات    Emodin. وجد أن  Kaempferol و  Emodinنشطة  مركبات  

 ميكروغرام / مل مما يعكس عدم سمية هذا المركب.  10050CC <ميكروغرام / مل و  15.63

بيولوجياً لمستخلص   الموجه  الجزيئي    NMR ,وتقنيات  ) من خلال خطوات كروماتوغرافية متعددة  I. viscosaالتحليل 

HMBC  و, HSQC, ROESY,    ) أربعة بينها  من   ، مركبات  ثمانية  إيجاد  في   ,epi-xanthatin-1β, 5β-epoxide-8) ساهم 

inuloxinA) (sakuranetin, taxifoline)   ،كانت الأكثر نشاطًا ضد السلالات المستهدفةL. amazonensis    وL. donovani  

. تم تقييم المركبات الأربعة  amastigotesل    µM  6.98و    0.64، وبين     promastigotesل  µM  86.45و    9.53بين     50ICمع  

أن المركبات ليست سامة عند اختبار    AlamarBlue( وأظهر الاختبار باستخدام كاشف  J774A.1لسميتها الخلوية على خلية الفئران ) 

المركبا أيضًا ضد  الجرعة. كانت هذه  فعالة  للليشمانيا  المضادة   Naegleria، في حين كانت    Trypanosoma cruziت الأربعة 

fowleri  ل  غير مقاومة  Inuloxin A  .فقط 

تم توضيح آلية عمل هذه المركبات الأربعة باستخدام تقنيات واختبارات للكشف عن أحداث موت الخلايا المبرمج. أظهرت  

  L. donovaniو L. amazonensis عند  ن هذه المركبات تسببت في إحداث مؤشرات موت الخلية المبرمجالنتائج المتحصل عليها أ

تعطيل   (Hoechst33342/PI)  ,تكثيف الكروماتين النووي (SYTOX Green) ,عبر تغيير نفاذية الغشاء N. fowleri و   T. cruziو  

 ( عند  CellROX)  ROSإفراز   بالإضافة إلى تجديد. ATP(CellTiter-Glo) مستويات إنتاج    اضوانخف (JC-1) وظيفة الميتوكوندريا

.L. amazonensis, T. cruzi, N. fowleri 

 

 Leishmania amazonensisالمقاوم للميثيسيلين ،  S. aureus: دراسة نباتية عرقية ، الكلمات الرئيسة

،Leishmania donovani ل  ، نشاط مضادS. aureus  مضاد ل ، نشاطLeishmania     المركبات النشطة بيولوجيا ،

 ،Rhamnus alaternus  ،Inula viscosa  .السمية الخلوية ، موت الخلايا المبرمج ، 

 

 

 

 

 

 

 

 ملخص 
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13C Carbone 13 

CHCl3 Chloroforme  

CH2Cl2 Dichlorométhane  

DMSO Diméthylsulfoxide 

Et2O Ether diéthylique 

EtOAc Acétate d’éthyle  

EIMS Electron ionization mass spectrometry 

1H Proton  

H2SO4 Acide sulfurique  

HMBC Heteronuclear Multiple Bond Correlation  
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HSQC Heteronuclear single quantum correlation 

HREIMS High-resolution electron ionization mass spectrometry 

MeOH Méthanol  

Me2CO Acétone  

NaCl Chlorure de sodium  

RMN Résonance magnétique nucléaire  

ROESY Rotating-frame nuclear Overhauser effect spectroscopy  

 

Unités de mesure 

°C  Degré Celsius  

µg Microgramme 

µl Microlitre  

µM Micromolaire  

cm Centimètre  

g Gramme 

h Heure 

kg Kilogramme 

l Litre  

mg Milligramme  

min Minute  

ml Millilitre  

mm Millimètre  

nm Nanomètre  

rpm Rotation par minute  

tpm Tour par minute  

UFC Unité formant colonie  

 

Organisations et instituts 

CDC Center for Disease Control and prevention 

CLSI Clinical & Laboratory Standards Institute 

DGCL Direction Générale des Collectivité Locales 

FDA Food and Drug Administration  

HCP Haut Commissariat au Plan 
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NIAID National Institute of Allergy and Infectious Diseases 

OMS Organisation Mondiale de Santé  

PAHO Pan American Health Organization 

WHO World Health Organization  

 

Divers   

1 D Une dimension  

2 D Deux dimensions 

IF Indice de fréquence  

m/z  Masse/charge  

p/v Poids/volume  

SAR Structure activity relationship  

UV Ultra-violet  

v/v Volume/volume  
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Le XXI -ème siècle est l’ère de l’innovation et de la technologie biomédicale mais c’est aussi l’ère 

où la résistance aux antimicrobiens est de plus en plus signalée. Des germes microbiens incurables 

plongent le monde médical dans des impasses thérapeutiques et font craindre un retour à l'ère 

préantibiotique. Nombreux sont les germes pathogènes qui résistent aux traitements ce qui 

constitue un problème majeur impactant tout le système de santé et inquiète le corps médical. En 

effet la résistance des microorganismes aux traitements (antibiorésistance) menace l’efficacité des 

antimicrobiens existants, affaiblit l’arsenal thérapeutique et met en péril la santé des malades. Des 

modèles prédictifs ont estimé que d’ici 2050, l’antibiorésistance constituera la première cause de 

mortalité mondiale avec plus de 10 millions de décès par an, dont environs 5 millions en Asie, 4 

millions en Afrique, 400 000 en Europe et 300 000 en Amérique du Nord (O’Neill, 2014). En plus 

de l’effet sur la santé, l’antibiorésistance impact l’économie des ministères de santé car elle 

engendre des coûts des soins plus onéreux. Il a été montré que le surcoût attribué à 

l’antibiorésistance s’élèverait à 1,5 milliards d’euros (EUR-RC, 2011) en Europe, et aux Etats-

Unis il avoisinerait les 55 milliards de dollars (CDC, 2019). L’Organisation Mondiale de la Santé 

(OMS) a tiré la sonnette d’alarme sur les conséquences désastreuses de la résistance aux 

antibiotiques (WHO, 2014) et pour endiguer ce fléau, elle a mis en place un plan d’action mondial 

qui définit plusieurs objectifs (WHO, 2016). Mais le problème persiste toujours et en 2020 le 

même organisme a déclaré une recrudescence des germes résistants et il a insisté sur le 

développement de nouvelles molécules thérapeutiques qui agissent sur des cibles cellulaires 

différentes de celles visées par les antibiotiques actuellement utilisés (WHO, 2020).  

Parmi les pathogènes à “menace sérieuse “et “menace préoccupante” classés selon le CDC 

(Center for Disease Control and Prevention) figure la bactérie Staphylococcus aureus et parmi les 

parasites qui causent le 2-ème taux de mortalité après la malaria à Plasmodium falciparum figure 

les espèces du genre Leishmania. 

Leishmania est l’agent causal de la leishmaniose, une maladie négligée essentiellement en rapport 

avec la pauvreté (Hmamouch et al., 2017). Ce sont des anthropozoonoses, communes à l’Homme 

et à certains animaux (Postigo, 2010). Ces infestations vectorielles sont transmises par les insectes 

femelles hématophages du genre Phlebotomus (dans l’ancien monde) et le genre Lutzomyia (dans 

le nouveau monde). Les leishmanioses sont endémiques dans environs 98 pays et certains 

territoires à travers le monde à l’exception de l’antarctique (WHO, 2016). Elles se présentent sous 

trois formes cliniques : la plus grave est la leishmaniose viscérale (LV) qui touche la rate et le 

foie, et dont le taux de mortalité peut atteindre les 95% en absence de traitement (Alvar et al., 

2012; Ibarra-Meneses et al., 2020), la plus fréquente est la leishmaniose cutanée (LC) qui touche 
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le derme et la moins répandue est la leishmaniose cutanéo-muqueuse (LCM), infestation mutilante 

qui sévit en Amérique du Sud (WHO, 2010). La prévalence de la leishmaniose est de 1,2 million 

de nouveaux cas comptant 50 000 à 90 000 nouveaux cas de LV et entre 600 000 et 1 million de 

LC ; son incidence est de 350 millions de personnes à risque d’infestation (WHO, 2020) dont 

l’incidence annuelle de décès est estimée entre 20 000 et 30 000 morts (PAHO, 2017). 

La leishmaniose a été identifiée dans les années 1900 et les premiers médicaments à base des 

antimoniés ont été introduits en 1920. Depuis, le traitement de première intention des 

leishmanioses recommandé par l’OMS s’est basé sur les antimoniés pentavalents tels que le 

Stibogluconate de sodium (Pentostam®) et l'antimoniate de méglumine (Glucantime®).  

Cependant en plus des effets secondaires de ces produits  (Seifert et Croft, 2006 ; Chakravarty et 

Sundar, 2019), plusieurs souches leishmaniennes ont développé une résistance (Lira et al., 1999 ; 

Özbilgin et al., 2020). Comme alternatif, la pentamidine, la paromomycine, les azolés, les 

nitroimidazoles et surtout l'amphotéricine B et la miltefosine figurent parmi les produits de 

traitement de deuxième intention (Chakravarty et Sundar, 2019 ; Roatt et al., 2020). Chacun de 

cet arsenal thérapeutique a ses limites : la miltéfosine est tératogène (Sundar et Olliaro, 2007), 

l’amphotéricine B est toxique (néphrotoxicité, hypokaliémie, myocardite) (Laniado-Laborín et 

Cabrales-Vargas, 2009) d’où le recours au système du support liposomale moins toxique 

(AmBisome®, Abelcet®, Amphocil®) (Yardley et Croft, 2000 ; van Griensven et Diro, 2019). 

Actuellement et pour contrer la résistance, l’OMS préconise la thérapie combinée en utilisant 

l'amphotéricine B liposomale et la miltefosine, ce qui a été prouvé dans la littérature (Ramesh et 

al., 2020 ; Reimão et al., 2020). Toutefois, des cas d’échec clinique ont été démontrés (Ponte-

Sucre et al., 2017 ; Kosaka et al., 2020). 

Concernant notre deuxième cible, Staphylococcus aureus c’est un genre de bactérie opportuniste, 

cosmopolite qui colonise la peau et les muqueuses de l’Homme. Au sein de cette espèce existe 

des variants toxinogènes comme ceux exprimant la toxine Leucocidine de Panton-Valentine 

(LPV), ou ceux exprimant la toxine du choc toxique staphylococcique (TSST). Les souches 

toxinogènes aggravent la pathologie et rendent S. aureus plus dangereux en cas d’échec 

thérapeutique (Nakaminami et al., 2020 ; Petraitiene et al., 2020). S. aureus pose un problème 

majeur de santé publique malgré les avancées de la recherche scientifique (WHO, 2020). Ce 

germe a la capacité d'infecter plusieurs biotopes et de causer un large éventail d’infections qui 

peuvent aller des infections cutanées à d’autres pathologies profondes, à savoir la pneumonie 

(Grousd et al., 2019), la méningite (Aguilar et al., 2010), la septicémie (Bawazir et Mustafa, 

2020), l'ostéomyélite (Weiss et al., 2020), et l’endocardite infectieuse (Selton-Suty et al., 2012). 
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La transmission de S. aureus est à la fois communautaire et nosocomiale (Freeman-Cook et Cook, 

2006 ; Chow et al., 2020). C’est aussi un germe qui a développé une multirésistance aux 

différentes familles d’antibiotiques. A l’heure actuelle, plus de 90% des souches de S. aureus 

produisent une pénicillinase qui limite le champ d’action des bêtalactamines. De plus, la 

méthicilline, première pénicilline semi synthétique non sensible aux pénicillinases, a rapidement 

déchanté le monde médical avec l’apparition de souches résistantes à la méthicilline (SARM). En 

2019, l’OMS a développé un nouvel indicateur de la résistance aux antimicrobiens permettant le 

suivi de la fréquence des septicémies dues à SARM et le taux médian fournit par 25 pays a été de 

12,11% (WHO, 2020). En effet, le traitement des souches SARM repose sur les glycopeptides, en 

particulier la vancomycine. Cependant, la jouissance est de courte durée et des souches de 

sensibilité diminuée aux glycopeptides ont été isolées. Ces isolats sont dénommés VISA 

(vancomycin-intermediate S. aureus), ou plus généralement GISA (glycopeptide-intermediate S. 

aureus) car elles sont également résistantes à la teicoplanine, un autre antibiotique de la famille 

des glycopeptides. L'antibiotique le plus récent sur le marché, la linézolide (Zyvox), appartient à 

ce groupe et a été introduit sur le marché Nord-Américain en 2000. Dès 2001, des cas de SARM 

résistants à la linézolide ont été rapportés (Tsiodras et al., 2001 ; Rouard et al., 2018).  

En revanche, la co-infection Leishmania et S. aureus augmente le taux de morbidité et de mortalité 

(Endris et al., 2014 ; Borbón et al., 2019). Il a été démontré que la surinfection des ulcères 

leishmaniens par S. aureus complique le traitement de la LC (Ziaei et al., 2008) et pourrait être 

parmi les principaux facteurs du risque de mortalité des enfants atteints de la LV (Helel et al., 

2017). De ce fait, Khan et al. (2019) ont rapporté que tout médicament possédant à la fois un 

potentiel bactéricide et leishmanicide est considéré comme un candidat idéal pour atteindre des 

objectifs thérapeutiques efficaces. 

Face à l’émergence du phénomène de résistance aux traitements actuels, des stratégies sont 

désormais mises en place vers un renouvellement des biomolécules thérapeutiques. Les 

compagnies pharmaceutiques se sont détournées des produits naturels pour se tourner vers la 

chimie synthétique, et des dizaines de milliards de dollars ont été investis en recherche et en 

développement (R&D), cependant, ces nouvelles méthodes de découverte des molécules 

bioactives semblent avoir atteint certaines limites (Gershell et Atkins, 2003 ; Butler, 2004), ce qui 

peut expliquer l'intérêt porté à la recherche de nouveaux composés à partir des sources naturelles 

telles que les plantes médicinales surtout que ces dernières se trouvent dotées d’un pouvoir de 

sécrétions des métabolites secondaires contre les attaques de ravageurs et qui pourrait être exploité 

comme un pouvoir antimicrobien (Bérubé-Gagnon, 2006).   
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Les plantes médicinales ont déjà fait leur preuve depuis l’antiquité, 81% des populations ont 

recours aux préparations traditionnelles à base de plantes pour traiter divers problèmes de santé 

(WHO, 2002) et nombreux sont les antimicrobiens comme la quinine, l’artémisinine (prix Nobel 

médecine 2015) … et autres qui sont des molécules thérapeutiques (Achan et al., 2011 ; Farhi et 

al., 2011). Entre 1981 et 2014, plusieurs molécules ont été approuvées par l’agence « Food and 

Drug Administration (FDA) » et dont 73% sont d’origine naturelle (Newman et Cragg, 2016). Sur 

terre, 250 à 300 000 espèces de plantes médicinales sont inventoriées ce qui constitue une source 

prometteuse et un réservoir immense de nouveaux composés thérapeutiques potentiels. 

Cependant, seulement 5 à 15% de ces plantes a été destiné à la recherche des molécules bioactives 

(Fabricant et Farnsworth, 2001). Les composés d'origine naturelle présentent l'avantage d'une très 

grande diversité de structures chimiques impliquées dans un très large éventail d'activités. 

Jusqu'à ce jour, l’exploitation de la richesse naturelle des plantes marocaines et plus 

particulièrement celle du centre du Maroc connu par sa diversité géographique reste insuffisante.  

À ce titre, l’objectif spécifique de ce travail de thèse est la recherche de composés bioactifs dirigés 

contre la leishmaniose et les infections à S. aureus. Mais au-delà de cet objectif ultime, cette étude 

est réalisée dans le but de : 

 Créer un catalogue des plantes médicinales utilisées par la population locale de la région 

de Fès-Meknès pour traiter les infections cutanées comme étant le symptôme commun 

entre les deux germes de cette étude, Leishmania et S. aureus.  

 Identifier les composés bioactifs dotés d’une activité antistaphylococcique à partir du 

criblage des plantes les plus recommandées. 

 Identifier les composés bioactifs ayant une activité leishmanicide à partir du criblage des 

plantes les plus recommandées. 

Pour atteindre l’ensemble des objectifs soulignés, le travail est subdivisé en quatre parties : 

• La 1ere partie est une synthèse bibliographique de l’état d’art de Leishmania et S. aureus 

en insistant sur (i) les informations nécessaires pour la compréhension de la virulence et 

de la résistance de ces deux germes, (ii) les découvertes des composés bioactifs utilisés 

comme produits alternatifs. 

• La 2-ème partie décrit les méthodes performées et le matériel utilisé lors de (i) l’étude 

ethnobotanique, (ii) les tests biologiques et (iii) les fractionnements chimiques.  
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• La 3-ème partie concerne les résultats qui seront exposés en trois chapitres dont les données 

seront dûment discutées pour chacun des chapitres : 

➢ Le 1-er chapitre détaille l’étude ethnobotanique réalisée pour sélectionner les 

plantes les plus recommandées par les herboristes dans la zone d’étude (région 

centre du Maroc).  

➢ Le 2-ème chapitre intéresse l’évaluation de l’effet anti-S. aureus. 

➢ Le 3-ème chapitre intéresse l’évaluation de l’effet antileishmanien et le mécanisme 

d’action des composés bioactifs.  

• La 4-ème partie est une valorisation des composés antileishmaniens découverts par tests 

sur deux autres germes dangereux : un flagellé Trypanosomatidae de la même famille que 

Leishmania (Trypanosoma cruzi) et une amibe flagellée (Naegleria fowleri). 

• L’ensemble des résultats est synthétisé sous forme de conclusion générale avec des 

perspectives pour finaliser ce projet de thèse. 
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Agents infectieux 

Les agents infectieux recouvrent différents microorganismes à savoir des bactéries, des virus, des 

champignons et des parasites. La rencontre de l’un de ces agents infectieux avec une personne 

peut causer une maladie infectieuse dont la gravité clinique varie selon le microorganisme en 

cause ainsi que le système immunitaire de l’hôte. Notre axe de recherche cible deux agents 

pathogènes qui posent un problème de santé publique à savoir Leishmania et Staphylococcus 

aureus.  

I. Leishmania 

I. 1. Définition 

Les leishmanies sont des parasites protozoaires appartenant à l’ordre des Kinétoplastidae, à la 

famille des Trypanosomatidae et au genre Leishmania. Ce parasite est di-morphique, au cours de 

son cycle de vie il alterne deux principaux stades de développement caractéristiques auxquels le 

parasite doit s’adapter, à savoir l’hôte mammifère et l’insecte vecteur (Ogden et Melby, 2009). 

Selon Ponte-Sucre et Padron-Nieves (2013), le cycle commence lors du repas sanguin de l’insecte 

vecteur qui est la femelle du phlébotome, un hématophage connu par son activité crépusculaire et 

nocturne. Les insectes ingèrent des macrophages périphériques infestés par les amastigotes de 

Leishmania qui vont se transformer en promastigotes procycliques une fois qu’ils arrivent à 

l’intestin moyen du phlébotome. Ces formes se différencient en promastigotes métacycliques 

infestants et mobiles. Lors du repas sanguin suivant, le vecteur infesté régurgite les promastigotes 

métacycliques chez un autre hôte mammifère où les parasites sont phagocytés par les 

macrophages et se différencient en amastigotes, complétant ainsi le cycle de vie des parasites et 

leur propagation (Figure I.1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure I.1. Cycle de vie de Leishmania (Belaz, 2017). 
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En plus des macrophages, d’autres cellules immunitaires peuvent être également impliquées dans 

l’absorption de Leishmania comme les neutrophiles et les monocytes (Valério-Bolas et al., 2019 

; Oualha et al., 2019 ; Loría-Cervera et Andrade-Narvaez, 2020). Les leishmanies sont alors un 

modèle important du parasitisme intracellulaire et d'interaction vecteur-hôte-parasite. Dans une 

étude récente, Laranjeira-Silva et al. (2020) ont démontré que les leishmanies ont des exigences 

importantes en coexistence de fer et de l’hème nutritionnels pour leur survie. Cependant, ils sont 

des auxotrophes de l’hème, et doivent donc s’appuyer sur l’hème de l’hôte. Dans le stade 

promastigote, l’hème est très abondant dans l’intestin moyen de l’insecte vecteur suite à la 

dégradation de l’hémoglobine à l’intérieur de la matrice péritrophique. Alors que dans le stade 

amastigote, l’hème est disponible dans les macrophages de l’hôte lors de la digestion de 

l’hémoglobine au cours du processus d’érythrophagocytose (Miguel et al., 2013). En revanche, 

d’autres essais expérimentaux ont évalué l’interaction entre l’insecte vecteur et les macrophages, 

et ont révélé que la salive du phlébotome est composée des peptides favorisant l’inoculation du 

parasite aux macrophages. Il s’agit du peptide maxadilan, un vasodilatateur capable d’inhiber les 

processus métaboliques oxydatifs, et l’expression des antigènes dans les macrophages (Ponte-

Sucre et Padron-Nieves, 2013).  

Durant le cycle biologique des leishmanies, il existe une relative spécificité zoologique entre 

l’espèce du vecteur et l’espèce de leishmanie qu’il transmet (Pérez-Cutillas et al., 2020). Ainsi, 

cette spécificité varie en termes de distribution géographique et de conditions environnementales. 

Par conséquent, plusieurs espèces de Leishmania ont été identifiées parmi lesquelles il y a 

environs 20 qui sont pathogènes pour l’Homme (Burza et al., 2018) et qui causent différentes 

formes cliniques de la leishmaniose. 

I. 2. Manifestations cliniques  

Les formes cliniques de la leishmaniose dépendent, entre autres, de l’espèce infestante de 

Leishmania (Tableau I.1). Chez l’Homme, les manifestations leishmaniennes peuvent aller des 

lésions cutanées jusqu’à la forme viscérale potentiellement mortelle.  
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Tableau I.1. Leishmaniose et distribution de l’espèce responsable (Cabanillas Billy, 2011). 

Forme clinique Distribution Complexe Espèce 

Leishmaniose cutanée Ancien monde - L. major 

L. tropica 

L. aethiopica 

L. donovani 

Nouveau monde L. (Leishmania) = 

L. mexicana 

complexe 

L. mexicana 

L. amazonensis 

L. venezuelensis 

Leishmaniose cutanée/ 

cutanéo-muqueuse 

 

Nouveau monde 

L. (Viannia) = 

L. braziliensis 

complexe 

L. braziliensis 

L. colombiensis 

L. guyanensis 

L. panamensis 

L. peruviana 

Leishmaniose viscérale Ancien monde L. donovani 

complexe 

L. donovani 

L. infantum 

Nouveau monde L. donovani 

complexe 

L. chagasi 

 

- Leishmaniose cutanée (LC) 

La LC ou « bouton d’Orient » est la forme la plus fréquente, elle peut provoquer des lésions 

cutanées caractérisées par une papule prurigineuse sur le site de piqûre, ce qui déclenche une 

réaction inflammatoire avec une hyperplasie de l’épithélium et une nécrose du derme provoquant 

des ulcérations dermiques sur les parties exposées du corps tel que le visage, les bras et/ou les 

jambes. Ces ulcères sont généralement circulaires avec des bords délimités, ils se recouvrent d’une 

mince croûte et se développent en une forme humide ou sèche laissant des cicatrices indélébiles 

(Estevez, 2009). La LC peut se présenter également sous forme d’une leishmaniose cutanée 

localisée (LCL) (Figure I.2, A) qui peut guérir spontanément, ou cutanée diffuse (LCD) (Figure 

I.2, B) qui est plus difficile à traiter. De plus, une autre forme plus grave des leishmanioses 

cutanées est la leishmaniose cutanéo-muqueuse (LCM) provoquant une défiguration et une 

mutilation du visage en particulier les muqueuses du nez, de la bouche et de la gorge (Cabanillas 

Billy, 2011) (Figure I.2, C). Selon Gurel et al. (2020), la problématique de la LC réside aussi dans 

la possibilité de faire des diagnostics erronés, entraînant un traitement inapproprié et des 

morbidités, car la LC est considérée comme le « grand imitateur » qui peut imiter presque tous les 

types de dermatoses. De ce fait, un diagnostic sûr et précis serait nécessaire pour différencier la 

LC de ses sosies cliniques et histologiques. 
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- Leishmaniose viscérale (LV) 

La LV également appelée « kala-azar » est la forme la plus grave, elle est mortelle si elle n’est 

pas traitée (Abongomera et al., 2020). Contrairement à la LC, les parasites inoculés et ingérés par 

les phagocytes seront transportés vers les organes lymphoïdes en particulier le foie, la rate et la 

moelle osseuse à travers le système sanguin et lymphatique en causant une hépatosplénomégalie 

et une anémie (Ready, 2014). Le patient présente également des symptômes de l'infection 

systémique persistante qui incluent des poussées irrégulières de fièvre, fatigue, faiblesse, perte 

d'appétit et perte de poids (Sundar et Rai, 2002). D’après une étude récente menée par Bispo et 

al. (2020), une atteinte pulmonaire lors de la LV a été prouvée, ce qui indique que l'implication 

du système respiratoire et des altérations tomographiques dans la symptomatologie de la LV 

mérite une grande considération.  

En outre, de nombreux travaux ont porté sur l’étude des cas asymptomatiques de la LV en raison 

de vérifier s’ils jouent un rôle dans la transmission de cette parasitose. Ibarra-Meneses et al. (2020) 

ont rapporté que dans les régions endémiques de la LV, les individus asymptomatiques 

représentent entre 25-80% des cas. La capacité de ces individus à se comporter comme un 

réservoir de Leishmania a été prouvée chez les donneurs du sang (Ortalli et al., 2020), et chez les 

candidats à transplantation rénale (Comai et al., 2020). Ceci favorise la propagation de la LV et 

complique de plus en plus sa prise en charge.  

- Leishmaniose cutanée post-kala-azar (LCPK) 

La LCPK est une forme de la leishmaniose qui se développe chez environs 2,5 à 20 % des patients 

guéris de la LV (Gedda et al., 2020). Elle apparait sous forme des lésions comprenant des macules 

hypo-pigmentées, papules et nodules (Figure I.3) (Zijlstra et al., 2020). La LCPK est difficile à 

Figure I.2. Formes cliniques des leishmanioses cutanées : 

A, LCL ; B, LCD (Torres-Guerrero et al., 2017) ; C, LCM (Burza et al., 2018) 

par permission d’Elsevier 



36 / 215

Este documento incorpora firma electrónica, y es copia auténtica de un documento electrónico archivado por la ULL según la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente dirección https://sede.ull.es/validacion/

Identificador del documento: 3453269				Código de verificación: C19CelPo

Firmado por: Ikrame Zeouk Fecha: 21/05/2021 13:04:20
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

Jacob Lorenzo Morales 21/05/2021 13:16:20
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

María de las Maravillas Aguiar Aguilar 03/06/2021 16:29:04
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

Universidad de La Laguna
Oficina de Sede Electrónica

Entrada
Nº registro:  2021/40772

Nº reg. oficina:  OF002/2021/40167
Fecha:  21/05/2021 13:19:22

Partie I : Revue bibliographique  

 10 

éliminer car les patients ne sont pas systématiquement malades et cherchent rarement un 

traitement (Goyal et al., 2020). Cependant, ils sont considérés comme une source potentielle de 

contamination des phlébotomes et donc d’infestation par Leishmania (Le Rutte et al., 2019; 

Mondal et al., 2019).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

I. 3. Traitement des leishmanioses et résistance 

Depuis les années 1920, le traitement de première intention des leishmanioses s’est basé sur les 

antimoniés pentavalents tels que le stibogluconate de sodium (Pentostam®) et l'antimoniate de 

méglumine (Glucantime®) (Frézard et al., 2009). Cependant, en usage systémique, ces 

médicaments possèdent des effets indésirables comme une hypersensibilité, des problèmes gastro-

intestinaux, et une accumulation toxique dans le foie, la rate et les reins ce qui provoque des 

insuffisances hépatiques et rénales (Seifert et Croft, 2006). De plus, les antimoniés peuvent êtres 

cardiotoxiques comme ils peuvent produire des arythmies (Chakravarty et Sundar, 2019). En effet, 

le mécanisme d’action des antimoniés pentavalents reste encore peu clair, plusieurs études ont 

essayé d’élucider ce mécanisme en démontrant qu’il nécessite une conversion intracellulaire de 

l’antimoine pentavalent (Sb V) en antimoine trivalent (Sb III) actif. Cette conversion se fait par 

les enzymes de l’hôte tout en inhibant la synthèse de l’ATP chez le parasite (Berman et al., 1985). 

D’autres études ont démontré que Sb III inhibe la trypanothione réductase chez L. donovani, alors 

que Sb V inhibe son ADN topoisomérase de type I (Cunningham et Fairlamb, 1995 ; Chakraborty 

et Majumder, 1988 ; Walker et Saravia, 2004). Cependant, plusieurs souches de Leishmania ont 

démontré une résistance à ces dérivés (Lira et al., 1999), ce qui a été confirmé par l’échec du 

traitement clinique (Sundar et al., 2000). Par conséquent, d’autres médicaments ont remplacé les 

antimoniés pentavalents tels que l'amphotéricine B, la pentamidine, la paromomycine, la 

miltefosine, les azolés et les nitroimidazoles en adaptant la posologie et le mode d’administration 

Figure I.3. Patient présentant une forme sévère de la LCPK 

(Burza et al., 2018), par permission de Elsevier 
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en fonction de la forme de leishmaniose en question (Chakravarty et Sundar, 2019 ;  Roatt et al., 

2020). De nombreuses recherches ont montré l’efficacité de ces molécules et ont décrit le 

mécanisme d’action vis-à-vis de différentes souches de Leishmania in vitro et in vivo. En effet, 

l'amphotéricine B (Amp B) est le médicament le plus efficace et par conséquent c’est le plus étudié 

dans le développement des formulations antileishmaniose et de stratégies d’administration (Lanza 

et al., 2019). Son activité antileishmanienne a été attribuée principalement à l’augmentation de la 

perméabilité membranaire causée par l’ouverture des canaux ioniques et des pores aqueux lors de 

sa fixation sur l'ergostérol membranaire des leishmanies ce qui conduit à une perte de composés 

intracellulaires, déclenchant ainsi la lyse et la mort du parasite (Cohen, 2016). L’Amp B peut 

également agir sur les macrophages en stimulant leur production et en augmentant leur capacité 

phagocytaire (Kumar Singh et al., 2020).  

En plus de l’Amp B, l’administration de la miltefosine (MF) a présenté une grande avancée dans 

le traitement de la leishmaniose car c’est le premier et le seul médicament oral (Reimão et al., 

2020), son mécanisme d’action cible la modification des voies de la synthèse de la membrane 

cellulaire, l’altération du fonctionnement de la mitochondrie et la fragmentation de l’ADN menant 

à déclencher des processus de la mort cellulaire programmée chez Leishmania (Verma et Dey, 

2004 ;Verma et al., 2007). Cependant, après l’émergence de la résistance et de la toxicité de la 

MF, son utilisation a été recommandée uniquement en association avec d’autres médicaments 

(van Griensven et Diro, 2019).  

En effet, les schémas d'association comprenant les différents médicaments destinés au traitement 

de la leishmaniose ont été révélés efficaces, moins toxiques et moins coûteux (Basile et al., 2020). 

Auparavant, Seifert et Croft (2006) ont démontré que la combinaison de la MF et l’Amp B a 

augmenté le potentiel inhibiteur contre L. donovani in vitro et in vivo. Récemment, ce résultat a 

été confirmé cliniquement, où des patients traités par des injections contenant la MF et la forme 

liposomale de l’Amp B ont causé une réduction rapide de la charge parasitaire avec un taux de 

guérison de 100% par rapport à l’injection de la MF seule (Ramesh et al., 2020). Dans ce contexte, 

Sundar et Singh (2018) ont recommandé l’utilisation des mélanges dans le traitement de la 

leishmaniose comme étant une stratégie alternative efficace pour diminuer le coût et la durée du 

traitement, réduire les effets secondaires, et retarder la résistance aux médicaments.  

En plus de la thérapie combinée, d’autres travaux ont discuté le progrès apporté par 

l’encapsulation des médicaments dans le traitement de la leishmaniose par différents types de 

nanoparticules tels que les nanoparticules métalliques, polymères, liposomes et solides lipides 

(Nilforoushzadeh et al., 2019 ; Esfandiari et al., 2019 ; Parvez et al., 2020). En fait, la formulation 
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liposomale est l’approche la plus étudiée cliniquement surtout celle de l’Amp B (Ambisome®). 

Dans une étude rétrospective, l’efficacité de l’Amp B liposomique dans le traitement de la LC 

chez 24 enfants a été prouvée (Solomon et al., 2014). De plus, Lucero et al. (2015) ont démontré 

que le taux de guérison a dépassé 95% chez les patients ayant une LV, tandis que dans une étude 

prospective, l’administration de l’Amp B liposomique a été bénéfique dans le traitement des 

lésions causées par la LDPK (Den Boer et al., 2018). Certes, l'Amp B liposomique (Ambisome®) 

s'est avéré plus efficace et moins toxique, mais son coût élevé rend son utilisation difficile surtout 

dans les pays en voie de développement. De plus, l’Amp B a montré son échec thérapeutique chez 

un cas de LC, et n’a montré un effet qu’à forte dose, ce qui va stimuler sans doute les réactions 

toxiques (Kosaka et al., 2020).  

Néanmoins et malgré les avancées de la science, la problématique de résistance, de toxicité et du 

coût élevé persiste toujours, ce qui rend la liste des molécules antileishmaniennes de plus en plus 

restreinte (de Souza et al., 2020), car en plus du médicament lui-même, il existe plusieurs autres 

facteurs qui peuvent conduire à l'échec du traitement comme, par exemple, des facteurs 

intrinsèques à l'hôte et au parasite. A titre d’exemple, la résistance de L. donovani vis-à-vis de 

l’Amp B s’est liée à la sécrétion de nouvelles protéines régulatrices comme mécanisme adaptatif 

du parasite (Garg et al., 2019), alors que dans une autre étude cette résistance s’est liée à la 

présence d’une quantité élevée de stigmastérol chez les souches résistantes (Bansal et al., 2020).  

I. 4. Pathogénicité et virulence  

La multiplicité des tableaux cliniques de la leishmaniose est due essentiellement à la diversité des 

espèces et des souches de Leishmania, ainsi que la réponse immunitaire de l’hôte infesté tout en 

influençant le spectre de pathogénicité, de virulence et de résistance (Bañuls et al., 2007). En effet, 

la virulence de Leishmania ou de tout agent infectieux mesure l’intensité de son pouvoir 

pathogène.  

- Facteurs liés à Leishmania 

Les leishmanies sont des parasites connus par une plasticité génétique très importante, ce qui rend 

difficile de concorder les profils génétiques avec les manifestations cliniques, même en utilisant 

les techniques avancées de la biologie moléculaire. Par conséquent, les recherches se sont 

concentrées sur les facteurs et les marqueurs génétiques directement liés à la virulence (Bañuls et 

al., 2007). Parmi ces facteurs, les leishmanies sécrètent et/ou expriment à leur surface un réseau 

de glycanes impliqués dans leur survie. L’une des molécules la plus importante est le 

lipophosphoglycane (LPG) très abondant dans la surface des promastigotes, mais faiblement 
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exprimé par les amastigotes (Azevedo et al., 2020). Cette molécule a contribué, depuis longtemps, 

à l'invasion et à la survie de Leishmania dans la cellule hôte en modulant la signalisation des 

macrophages (Späth et al., 2003) dont les mécanismes ont été associés à l’induction d’une gamme 

de réponses pro-inflammatoires, y compris la prostaglandine E2 (PGE2), la libération de l'oxyde 

nitrique (NO), l’augmentation de la formation de gouttelettes lipidiques et l’expression de l'oxyde 

nitrique synthase inductible (iNOS) et de la cyclooxygénase-2 (COX-2) (Lima et al., 2017). 

Récemment, grâce au LPG L. donovani a pu réguler la synthèse et la production de la chimiokine 

multifonctionnelle (CXCL16) par les macrophages, contrairement à une souche déficiente en 

LPG. Certes, la production de la CXCL16 est un mécanisme de défense de l’hôte pendant 

l’infection, mais la subversion du système de chimiokine est une stratégie de survie adoptée par 

Leishmania (Chaparro et al., 2019). De plus, un modèle de L. infantum déficient pour le gène 

LPG-2 impliqué dans la synthèse des phosphoglycanes a permis de renforcer l’importance du 

LPG entant que facteur de virulence (Jesus-Santos et al., 2020). Cependant, dans une étude 

comparative de l’activation des macrophages par L. infantum, L. braziliensis et L. amazonensis, 

le LPG seul n’a pas été un déterminant pour l’activation, contrairement à la glycoprotéine 63 

(GP63) (Nogueira et al., 2020). En effet, la GP63 ou la leishmanolysine est une métalloprotéase 

qui participe avec le LPG à la protection contre la lyse par le complément, alors que lorsqu’elle 

est libre, elle permet la dégradation de la matrice extracellulaire en favorisant le rapprochement 

des promastigotes et des cellules phagocytaires (Isnard et al., 2012). D’une manière plus 

spécifique, Arango Duque et al. (2019) ont dévoilé le mécanisme par lequel LPG et GP63 

participent à manipuler les macrophages, et ont montré qu’après phagocytose, ces molécules sont 

libérées dans la surface de Leishmania et redistribuées au réticulum endoplasmique des 

macrophages entrainant une perturbation entre le réticulum et l’appareil de Golgi, ce qui inhibe la 

sortie de LPG et GP63 de la vacuole parasitophore et atténue le clivage des protéines de l’hôte 

par la GP63.  

Afin d’analyser le rôle de la GP63 toute seule dans la virulence de L. major, des mutants déficients 

en leishmanolysine ont été utilisés pour infester des souris BALB/c. Les mutants déficients en 

cette protéine ont significativement retardé le développement des lésions par rapport aux 

promastigotes de type sauvage. Cependant, les manifestations cutanées ont été réapparues lors de 

la réintroduction d’un gène cloné de la GP63 (Joshi et al., 2002). En revanche, il a été conclu que 

la glycosylation des protéines chez Leishmania est impliquée dans la virulence, l’invasion des 

cellules hôtes et la modulation de la réponse immunitaire des mammifères (Mule et al., 2020).  
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Parmi les autres protéines impliquées dans la virulence de Leishmania, s’ajoutent les cystéines 

protéases (CPs) qui contribuent à l’inactivation des enzymes protéolytiques de la cellule hôte et 

la prolifération parasitaire par production de cytokine (Hide, 2004). La contribution des protéines 

membranaires dans la virulence de Leishmania est un sujet qui est toujours en recherche. 

Récemment, Oliveira et al. (2020) ont comparé la composition de la membrane plasmique de L. 

amazonensis et L. infantum et ont révélé que pour les deux espèces, la membrane est très riche en 

protéines associées à des fonctions distinctes. À cet égard, les protéines de L. infantum ont été 

liées aux processus métaboliques, tandis que les protéines de L. amazonensis ont été impliquées 

dans la transduction du signal.  

Cependant, la virulence de Leishmania spp. peut intervenir d’autres mécanismes, surtout pour la 

forme amastigote qui exprime faiblement le LPG et la GP63. A titre d’exemple, Leishmania a 

développé plusieurs stratégies d’échappement au stress oxydatif. Les amastigotes de L. donovani 

ont pu neutraliser la réponse de l’hôte en régulant l’expression des protéines A2 responsables de 

l’abaissement des espèces réactives de l’oxygène. L’utilisation d’un model A2-deficient a 

souligné l’implication de ces protéines dans la virulence et la résistance de L. donovani en lui 

permettant de survivre dans les organes internes de l’hôte mammifère et de causer la forme 

viscérale (McCall et Matlashewski, 2012). Une étude récente a mis en évidence une nouvelle voie 

d’échappement au stress oxydatif où Vivarini et Lopes (2020) ont montré que l’activation, 

l’expression et la régulation de Nrf2 (nuclear factor erythroid 2-related factor 2) par Leishmania 

et l’un des facteurs fondamentaux pour réussir l’infestation parasitaire en protégeant les cellules 

contre ce stress.  

- Facteurs liés à l’hôte  

La réponse immunitaire de l’hôte joue également un rôle dans la virulence et la pathogénicité de 

Leishmania. Eradiquer le parasite ou établir l’infestation seront en quelques sortes décidés par la 

capacité ou non de Leishmania à moduler les réactions immunitaires de l’hôte. Ceci diffère selon 

les protéines leishmaniennes en présence et la nature des cytokines et chimiokines secrétées qui 

dépendent eux même des cellules immunitaires activées, à savoir les neutrophiles, les cellules 

dendritiques et les macrophages. A titre d’exemple, l’activation des macrophages par la cytokine 

IL-15 induit la mort des parasites en favorisant la production de la cytokine IL-12 (Milano et al., 

2002) nécessaire pour l’activation des cellules Th1 (León et al., 2007). Inversement, l’activation 

des macrophages par les cytokines IL-4 ou Il-10 favorise la survie intracellulaire des parasites 

(Vouldoukis et al., 1997). Il est par conséquent évident que la réponse immunitaire générée par 

Leishmania est multicellulaire, et les cytokines présentes sont des médiateurs clés de sensibilité 
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ou de résistance de l’hôte vis-à-vis de Leishmania (Oghumu et al., 2015). Cependant, cette réponse 

immunitaire lorsqu’elle est intense ou exagérée, elle peut contribuer à la propagation de 

l’infestation. L’utilisation du model animal a permis de mieux comprendre cet aspect, il a été 

démontré que l’infiltration des neutrophiles et le taux élevé des cytokines pro-inflammatoires ont 

été associés à l’inflammation, les douleurs et le stress oxydatif chez des souris BALB/c infestés 

par L. amazonensis (Crupi et al., 2020). L’implication de la production accrue de cytokines pro-

inflammatoires et de chimiokines dans la manifestation de la LCL a été confirmé (Chanyalew et 

al., 2020). 

- Interactions Leishmania-macrophages 

Les patterns entre les données décrites ci-dessus, indiquent que la vie intracellulaire du parasite 

dans les macrophages est un déterminant essentiel de la virulence. Bien que Leishmania infeste 

différentes cellules, un rôle important est attribué aux macrophages, cible principale de 

Leishmania (Loría-Cervera et Andrade-Narvaez, 2020). Ce type d’interaction a été largement 

étudié de point de vue métabolique, car les amastigotes ont des besoins nutritionnels complexes 

par rapport aux autres pathogènes intracellulaires (Naderer et McConville, 2008 ; Bodhale et al., 

2020). En fait, le stade prolifératif majeur de Leishmania réside dans les phagolysosomes matures 

de l’hôte où l’acquisition de nutriments se fait probablement par fusion entre la vacuole 

parasitophore contenant les espèces de Leishmania et les lysosomes de la cellule hôte (Real et 

Mortara, 2012 ; Cojean et al., 2020), ce compartiment est riche en éléments essentiels et en source 

de carbone tels que les acides aminés, les purines, les vitamines et les lipides mais pauvre en 

sucres nécessaires pour la survie du parasite (McConville et Naderer, 2011). Etant donné que les 

leishmanies sont des auxotrophes pour beaucoup de ces acides aminés et des sucres, ils doivent 

donc les adopter ou les synthétiser à partir des macrophages. Par conséquent, les acides gras 

venant des lipides de l’hôte peuvent remplacer les sources de carbone pour la vie intracellulaire. 

L’ensemble de ces substrats, disponibles par activation des macrophages, est donc crucial pour le 

maintien et la virulence de Leishmania (Podinovskaia et Descoteaux, 2015). 

I. 5. Mort cellulaire programmée chez Leishmania 

La mort cellulaire programmée (PCD) est un processus génétiquement contrôlé et indispensable 

au maintien et au développement des organismes multicellulaires. C’est un mécanisme 

homéostatique qui permet l'élimination des cellules mortes sans causer de dommages aux cellules 

environnantes, évitant ainsi l'inflammation et toute réponse immunitaire conséquente (Conradt, 

2009). La PCD peut se produire également en tant qu’une réponse immunitaire ou lorsque les 
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cellules sont endommagées par un agent nocif (Norbury et Hickson, 2001). Malgré les 

controverses des dix dernières années à propos de l'existence de la mort cellulaire programmée 

par apoptose chez les organismes unicellulaires comme les protozoaires, le terme « apoptose » est 

maintenant largement accepté comme un mécanisme fondamental de la mort cellulaire chez les 

organismes, comme les kinétoplastidés (Pérez Martín, 2008). Deux voies apoptotiques principales 

ont été décrites dans les cellules de mammifères ; la voie extrinsèque qui implique l’activation des 

récepteurs de la mort, et la voie intrinsèque activée par des signaux intracellulaires, dont le point 

de control principal est la mitochondrie ainsi que les molécules pro/anti apoptotiques, ce qui 

conduit dans les deux cas à l’activation d’une cascade de protéines spécifiques (Basmaciyan et 

al., 2018). En outre, chez Leishmania, de nombreuses études ont participé à une meilleure 

compréhension des caractéristiques de l’apoptose et ont révélé que ce processus a fait intervenir 

plusieurs acteurs moléculaires qui s’accompagnent des modifications morphologiques 

caractéristiques tels que, entre autres, la perméabilité de la membrane plasmique, la condensation 

nucléaire, la fragmentation de l'ADN, l'altération de la perméabilité membranaire de la 

mitochondrie résultant en la perte du potentiel transmembranaire mitochondrial (ΔΨm), ainsi que 

l'augmentation du niveau intracellulaire d'oxydants (Lee et al., 2002 ; Deponte, 2008) (Figure I.4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Chez Leishmania, les mécanismes d’apoptose jouent un rôle important dans la biologie de ces 

protozoaires. Dans l’intestin du phlébotome, l’apoptose semble réguler la population parasitaire 

en éliminant la forme procyclique consommatrice des nutriments essentiels trouvés en quantité 

limitée en faveur de la forme métacyclique infestante et appropriée pour la propagation de la 

maladie sous le concept de « altruisme égoïste ». Cependant, la régulation de la densité parasitaire 

Figure I.4. Possibles voies de la PCD via apoptose chez Leishmania 
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par apoptose au sein de l’hôte dépend de la capacité du parasite à s’échapper au système 

immunitaire pour éviter l'hyperparasitisme qui tuerait l'hôte et empêcherait ainsi la transmission 

du parasite (Basmaciyan et Casanova, 2019). Il a été montré que les pathogènes intracellulaires 

comme Leishmania peuvent induire l’apoptose pour déjouer le système immunitaire, comme ils 

peuvent inhiber l’apoptose pour protéger leur niche intracellulaire (Thi et al., 2012). Ce constat 

d’interférence entre Leishmania et le processus apoptotique dépend de la balance par laquelle 

Leishmania module les vois apoptotiques des macrophages humains mais surtout du stade de 

l’infestation (Rai, 2016). Dans un but curatif et non préventif, induire de l’apoptose par des agents 

antimicrobiens chez la forme infestante de Leishmania constitue alors une approche thérapeutique 

prometteuse. Effectivement, l'apoptose a été déclenchée chez Leishmania en réponse à divers 

traitements tels que l’antimoine, la MF et l’Amp B. Plus précisément, il a été montré que ces 

composés ont induit au moins l’une des caractéristiques de l'apoptose telle que l’accumulation 

d’oxydants (Moreira, 2011). Dans une autre étude, López-Arencibia et al. (2017) ont montré que 

chez Leishmania, le traitement par la périfosine a réduit le potentiel de la membrane 

mitochondriale et a diminué le taux de production de l'ATP cellulaire tout en augmentant 

l'externalisation de la phosphatidylsérine. Cependant, ce médicament n’a pas altéré la perméabilité 

membranaire. D’une manière similaire pour ces médicaments, la cascade d'événements activant 

la PCD via apoptose chez Leishmania par les composés bioactifs d’origine naturelle a été prouvée, 

le traitement de Leishmania par les métabolites de type withanolide isolés de la plante Withania 

aristata a déclenché des évènements typiques de l’apoptose à savoir la diminution de la 

dépolarisation de la membrane mitochondriale et de la production de l’ATP, l’augmentation du 

taux de régénération des ROS, la condensation de la chromatine et l’augmentation de la 

perméabilité membranaire (López-Arencibia et al., 2019).  

II. Staphylococcus aureus 

II.1. Définition  

S. aureus ou Staphylocoque doré est un Cocci à Gram positif disposé en grappe qui n’a cessé 

d’occuper une place importante en pathologie. Il s’agit d’une bactérie cosmopolite, mais son 

réservoir essentiel est l’Homme où elle vit surtout à l’état commensal au niveau des zones 

cutanées humides (périnée, aisselles), des muqueuses et des fosses nasales (Freeman-Cook et 

Cook, 2006). Cependant, ces bactéries peuvent devenir de redoutables agents pathogènes et ce 

n’est qu’après une altération de l’architecture cutanée normale qu’une infection invasive se 

produit (Archer, 1998). Contrairement aux leishmanies, le mode de transmission des 

staphylocoques est plus large. Autrement dit, il n’y a pas un cycle de transmission bien déterminé. 
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L’air, la poussière, la literie, les couvertures, le matériel médical, les aliments et les mains sont 

autant d’objets disséminateurs de staphylocoques soulignant alors une transmission intra et 

interhumaine (Robinson et al., 2019 ; Chow et al., 2020). Il est aujourd’hui admis que S. aureus 

est l’une des bactéries les plus dangereuses dont la transmission est à la fois communautaire et 

nosocomiale, ce qui conduit à la propagation de nombreuses infections qui peuvent être graves et 

difficiles à traiter.  

II.2. Effets pathogènes 

Malgré l'augmentation des infections causées par le genre Staphylococcus, S. aureus demeure 

l'espèce la plus redoutable. En effet, S. aureus est une bactérie pyogène et toxinogène dont les 

infections peuvent aller des infections cutanées, qui sont faciles à traiter, aux autres pathologies 

invasives, qui sont beaucoup plus difficiles à traiter voire mortelles. Contrairement à Leishmania, 

S. aureus peut infecter la peau, les voies respiratoires, digestives, urinaires et reproductives et peut 

provoquer de graves infections du cœur et des os. 

- Infections cutanées  

Selon Moran et al. (2006), S. aureus est responsable de 76% des infections de la peau et des tissus 

mous. Les infections cutanées principales causées par S. aureus comprennent parmi d’autres 

l’impétigo, la folliculite, le furoncle et l’abcès cutané (Figure I.5).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure I.5. Les principales manifestations cutanées à S. aureus : 

A, Impétigo (Chaplin, 2020) ; B, Folliculite (Selk et Wood, 2019);  

C, Furoncle (Lawrence et al., 2015) ; D, Abcès cutané (Del Giudice, 2020) 
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Le tableau clinique de ces infections est différent ; l’impétigo se présente sous forme de pustules, 

vésicules ou bulles fragiles au niveau superficiel, le plus souvent au pourtour de la bouche ou du 

nez, au menton ou derrière les oreilles. Il peut aussi atteindre le tronc, les fesses ou les mains. Ces 

lésions deviennent rapidement enflammées et forment des croûtes ayant une couleur de miel 

(Figure I.5, A). C’est une infection contagieuse survenant principalement chez l’enfant, mais aussi 

chez l'adulte en cas de déficiente immunitaire (Lawrence et Nopper, 2012). La folliculite se 

manifeste par de petites papules, avec une pustule centrée par un poil associé à un érythème 

périfolliculaire (Figure I.5, B). Toutes les parties du corps peuvent être affectées, tels que les 

cuisses, périnée, bras, dos, et paupière (Selk et Wood, 2019). La forme profonde et nécrosante de 

la folliculite avec atteinte du follicule pilo-sébacé dans son intégralité, est dite furoncle (Figure 

I.5, C) qui se présente sous forme d’une papule ou d’un nodule inflammatoire douloureux centré 

autour d’une pustule (Del Giudice, 2020). Le furoncle a un aspect proche de l’abcès cutané (Figure 

I.5, D) qui se présente également sous forme d’un nodule ou d’une masse érythémateuse, parfois 

avec une pustule centrale et drainage spontané du pus, mais qui n’a pas de localisation privilégiée 

(Kobayashi et al., 2015). Par conséquent, Del Giudice (2020) a insisté sur la considération des 

infections cutanées à S. aureus comme un groupe complexe de maladies dont le spectre clinique 

est très varié. 

Par ailleurs, les abcès cutanés sont les manifestations les plus fréquentes de S. aureus et les plus 

dangereuses, car lorsqu’elles sont pyogènes, elles peuvent se former dans des tissus plus profonds 

comme les muscles sous-jacents, puis les bactéries peuvent se disséminer pour former des abcès 

dans tout le système organique interne (Kobayashi et al., 2015). Dans une étude rétrospective, 

Rochet et al. (2020) ont montré que les consultations dans les services d’urgence pour les abcès 

cutanés ont beaucoup augmenté et que S. aureus a été l’agent pathogène responsable de 73% de 

ces infections. De plus, Ismail et al. (2020) ont décrit une large épidémie d’abcès cutanés chez les 

employeurs de mine d’or au Sud d’Afrique. Une souche de S. aureus producteur de LPV a été 

l’agent responsable de cette épidémie, à cause des contaminations croisées résultantes de 

mauvaises pratiques d’hygiène.  

- Infections profondes  

S. aureus est responsable de pneumonies qui peuvent être de pronostic grave surtout celles 

correspondant à une infection nosocomiale (pneumonie nosocomiale) (Grousd et al., 2019). Dans 

une étude récente chez un personnel de santé, il a été démontré que la colonisation de la salive par 

S. aureus est une cause fréquente de pneumonie et que le milieu buccal agit comme un réservoir 
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potentiel pour l’infection des voies respiratoires inferieures et le développement des pneumonies 

(Chiang et al., 2020).  

Une autre pathologie causée par cette bactérie est la méningite, une étude rétrospective a mis en 

évidence que lorsque causée par S. aureus, la méningite a des conséquences cliniques 

dévastatrices et des taux de mortalité élevés (36%) à cause des options thérapeutiques limitées 

(Aguilar et al., 2010).  

Parmi les autres pathologies les plus graves, se trouvent l'ostéomyélite (une infection localisée de 

l'os) et l’endocardite (une infection des valves cardiaques). Il a été démontré que lors d’une 

ostéomyélite, S. aureus a présenté 60,5% des cas positifs en culture (Weiss et al., 2020). De plus, 

une autre étude a confirmé la forte prévalence de l'ostéomyélite staphylococcique avec 85,1% des 

cas (Silago et al., 2020). Selon Urish et Cassat (2020), le traitement de l'ostéomyélite est en grande 

partie inchangé au cours des dernières décennies et se concentre sur une antibiothérapie 

personnalisée avec correction des comorbidités médicales. Ainsi, la majorité des cas de 

l'ostéomyélite ont été associés à de grandes collections purulentes profondes nécessitant un 

débridement chirurgical (Kok et al., 2018), ce qui complique de plus en plus la prise en charge 

des patients.  

En revanche, S. aureus est l’agent causal principal de l’endocardite infectieuse associée à des taux 

de mortalité et des événements emboliques élevés (Selton-Suty et al., 2012). Il a été noté que cette 

infection est mortelle dans 20% à 65% des cas, et les patients survivants souffrent des séquelles 

permanentes à cause de l’invasion locale des structures cardiaques (Murray, 2005).  

En plus des atteintes organiques, le caractère ubiquitaire de S. aureus augmente le risque de son 

passage dans le sang à partir de différents foyers primaires en causant une septicémie d’origines 

distinctes à savoir cutanées, urinaires, dentaires et autres. En effet, la septicémie à SARM a été 

rapportée pour la première fois comme l’étiologie sous- jacente d’une nécrose œsophagienne 

aiguë (Bawazir et Mustafa, 2020).  

Dans l’ensemble de ces pathologies, une infection pourrait être la complication de l’autre qui est 

un comportement pathologique fréquemment observé chez S. aureus. Dans ce sens, Al-bayati et 

al. (2020) ont rapporté que les infections de la peau et des tissus mous par S. aureus causent une 

complication inhabituelle de bactériémie persistante qui entraine elle-même une endocardite 

compliquée en plus d’une affinité de la souche en cause pour l'ostéomyélite vertébrale. Plusieurs 

études ont documenté le risque de l’endocardite comme étant une complication de la bactériémie 

et ils ont confirmé qu’il s’agit d’une complication très sévère (Bouchiat et al., 2015 ; Andersen et 

al., 2020). De plus, Grillo et al. (2020) ont montré que la bactériémie elle-même peut provenir des 
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infections urinaires à cause de sondage et de cathétérisme, ce qui entraine une mortalité importante 

en tenant compte que dans un grand nombre de cas, les souches de SARM ont été les plus 

identifiées. Par conséquent, il est nécessaire de s'assurer de l'éradication complète des infections 

à S. aureus et surtout celles cutanées. 

En effet, la capacité de l’ensemble de ces infections à engager ou non un pronostic vital dépend 

de plusieurs facteurs, en particulier la nature virulente de la souche en question, la réponse 

immunitaire de l’hôte et l’intensité de résistance au protocol utilisé des antibiotiques. Une 

multitude des études a confirmé que le taux des infections dans le monde entier augmente 

progressivement avec l’augmentation de la résistance aux médicaments et que le traitement anti-

infectieux clinique des souches résistantes est devenu plus difficile, surtout devant une réponse 

immunitaire modulée par la bactérie (Guo et al., 2020 ; Scudiero et al., 2020). 

II.3. Antibiothérapie et résistance de Staphylococcus aureus 

Depuis longtemps, le traitement des infections à S. aureus s’est basé sur différentes familles 

d’antibiotiques, parmi lesquelles trois sont qualifiées de majeures à savoir les bêtalactamines, les 

aminosides, et les macrolides (Taylor, 2013). Cependant, S. aureus est doté d’une grande capacité 

d’adaptation à son environnement, il possède une habilité remarquable à acquérir une résistance 

aux différents antibiotiques avec d’abord l’apparition de la résistance à la pénicilline qui a été 

tellement prévalente que l'antibiotique n'est plus efficace pour le traitement des infections, plus 

de 90% des souches sont résistantes (Lowy, 2003). Cette résistance s'est produite parce que, sous 

une utilisation massive et sélective de l’antibiotique, certaines souches de S. aureus expriment des 

pénicillinases capables d’hydrolyser le site actif bêta-lactame du médicament (Khoshnood et al., 

2019). C’est pour cette raison que les scientifiques ont développé une nouvelle pénicilline semi-

synthétique capable de résister à l'hydrolyse des bêta-lactamases staphylococciques, c’est la 

méthicilline (Pottinger, 2013). Cependant, S. aureus a rapidement développé plusieurs souches 

résistantes (SARM) caractérisées par une protéine de liaison à la pénicilline modifiée (PBP2a/c) 

et qui perd son affinité pour la plupart des antibiotiques appartenant à famille des bêtalactamines 

(Gajdács, 2019). Cette résistance à large spectre est due essentiellement aux gènes mecA et mecC, 

situés sur la cassette chromosomique staphylococcique mec (SCCmec) (Paterson et al., 2014).  

Bien que SARM constitue le pathogène majeur identifié lors des pathologies nosocomiales, il est 

le germe le plus isolé également durant des infections communautaires. Cette propagation a 

poussé Moran et al. (2006) à suggérer que parmi toutes les infections à staphylocoques, une 

proportion majeure est causée par le SARM. Cette suggestion a été très largement confirmée dans 

la plupart des infections cutanées, internes et viscérales précédemment décrites. 
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 A titre d’exemple, dans une étude menée chez un personnel militaire contractant des infections 

de la peau et des tissus mous, 70% des souches étaient résistantes à la méthicilline (Landrum et 

al., 2012).  

Par conséquent, des recommandations de traitement alternatif anti-SARM ont été élaborées à 

savoir la vancomycine qui est devenue le pilier de l’antibiothérapie pour de nombreux types 

d’infections à SARM (Diaz et al., 2017). Son activité est due à sa liaison aux précurseurs de la 

paroi cellulaire, et non pas au PBP2 (Pottinger, 2013). Cependant, un phénomène d'augmentation 

graduelle des CMIs (concentrations minimales inhibitrices) a été signalé chez un nombre croissant 

d'isolats de S. aureus menant à l’émergence des souches VISA (Vancomycin intermediate-

resistant S. aureus), VRSA (Vancomycin-resistant S. aureus) et hetero-VRSA (Ahmad et al., 2018 

; Amberpet et al., 2019). 

À cause de cette émergence rapide de résistance de S. aureus et la propagation des infections 

invasives à SARM, d’autres antibiotiques ont été utilisés. Dans une revue récente, Guo et al. 

(2020) ont documenté l’antibiothérapie anti-SARM et ont rapporté que la daptomycine est 

efficace dans le traitement des infections cutanées et des bactériémies causées par SARM, mais 

l’utilisation de cet antibiotique est limitée en cas de pneumonie, car son mécanisme d’action 

repose sur la destruction du potentiel électrique de la membrane plasmique sans inhiber l’acide 

lipotéichoïque, et donc en système respiratoire, son activité est bloquée par le surfactant alvéolaire 

(Taylor et Palmer, 2016). De plus, Roch et al. (2017) ont décrit un cas clinique atteint d’une 

infection à SARM dont la souche isolée a été résistante à la daptomycine. En effet, les SARM 

n’ont pas développé une résistance seulement à la daptomycine mais aussi aux tétracycline et 

ciprofloxacine (Lai et al., 2017).  

Récemment, Yamashita et al. (2019) ont mené une étude comparative entre la daptomycine, la 

vancomycine et l’azithromycine en utilisant un model murin de pneumonie à SARM. Ils ont 

démontré que le traitement par l’azithromycine après 24h d’infection a été efficace en montrant 

une survie significativement plus longue et une charge bactérienne faible au niveau des poumons. 

De ce fait, ils ont suggéré que cet antibiotique peut constituer un agent prophylactique potentiel 

d’une pneumonie à SARM. 

Malgré les efforts intensifiés pour la recherche d’un traitement efficace, le SARM est toujours un 

facteur important de mortalité et morbidité partout dans le monde. De plus, l’émergence 

concomitante de résistance est à prévoir. Selon Vestergaard et al. (2019), la multirésistance des 

SARM a considérablement augmenté les difficultés de la recherche scientifique.  
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II.4. Facteurs de virulence 

L'aptitude pathogène du S. aureus dépend de nombreux facteurs de virulence en plus des défenses 

immunitaires de l’hôte (Figure I.6). Ces facteurs comprennent principalement les exoprotéines 

telles que les toxines sécrétées (exotoxines) qui perturbent les cellules hôtes et interfèrent avec les 

réponses immunitaires, et les protéines de surface qui jouent divers rôles dans la pathogenèse 

comme par exemple l’adhésion, mais qui ne causent pas de toxicité directe chez les tissus de l'hôte 

(Vincenot et al., 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

- Facteurs liés à S. aureus 

La physiopathologie des infections à S. aureus commence par la colonisation des surfaces en 

produisant différentes sortes de molécules d’adhésion, les adhésines. Parmi les molécules les plus 

importantes se trouve la protéine A qui est un facteur primordial à l’établissement des infections 

(Palmqvist et al., 2002). Selon l’état de la cellule hôte, la protéine A peut agir soit par déguisement 

de S. aureus du système immunitaire de l’hôte en lui permettant de résister à la phagocytose, soit 

par désactivation complète de la réponse immunitaire humorale, ou par induction des cytokines 

et chimiokines inflammatoires (Falugi et al., 2013 ; Gonzalez et al., 2019). En plus de la protéine 

A, certaines souches peuvent former une microcapsule véritable ou élaborer une substance 

polysaccharidique visqueuse dénommée slime (Baselga et al., 1993). Après l’attachement aux 

tissus de la cellule hôte, S. aureus secrète plusieurs enzymes impliquées dans différents 

Figure I.6. Les principaux facteurs de virulence associés à une 

infection à S. aureus, d’après (Hiron, 2007) 
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mécanismes tels que la dégradation des tissus de l’hôte, ce qui favorise l’extension du foyer 

infectieux. Les principaux enzymes extracellulaires incluent parmi d’autres, les protéases, les 

catalases, les désoxyribonucléases, les lipases, les phosphatases, les hyaluronidases et les 

coagulases… Récemment, à titre d’exemple, Lehman et al. (2019) ont montré que durant la 

prolifération des abcès cutanés, les protéases staphylococciques ont joué un rôle important dans 

la digestion des peptides et des acides aminés nécessaires pour le métabolisme nutritif de S. 

aureus. De plus, la surexpression de ces protéases a été le facteur responsable de la pathogenèse 

élevée du Fak (Fatty acid kinase) lors d’une infection cutanée à S. aureus (Ridder et al., 2020). 

En outre, Treffon et al. (2020) ont conclu d’après leur étude, que les deux superoxydes dismutases 

(SodA et SodM), typiques de S. aureus, favorisent de manière compensatoire la survie de cette 

bactérie durant la destruction des leucocytes ce qui montre que l’interaction entre ces deux 

enzymes est à l’origine de la virulence et la persistance de S. aureus dans les voies respiratoires 

et lors des mucoviscidoses, en plus de déclenchement des réactions inflammatoires et la lutte 

contre le stress oxydant. D’autres enzymes permettent à S. aureus de lutter contre les réactions 

oxydatives, c’est notamment le cas de la catalase qui convertit le peroxyde d’hydrogène en eau et 

en dioxygène (Mandell, 1975).  

Parallèlement, S. aureus produit en moyenne quarante exotoxines qui représentent environ 10% 

du sécrétome total, beaucoup d’entre elles ont des fonctions similaires en raison d’une similitude 

structurelle remarquable (Tam et Torres, 2018). Selon leurs fonctions, plusieurs études ont montré 

que les exotoxines se répartissent en trois grands groupes à savoir les cytotoxines qui agissent sur 

les membranes des cellules hôtes entrainant une lyse cellulaire et une inflammation, les enzymes 

toxiques qui endommagent les cellules de l’hôte, et les superantigènes qui interviennent dans la 

production massive de cytokines induisant une prolifération des cellules T et B (Vincenot et al., 

2008 ; Tam et Torres, 2018 ; Bennett et Thomsen, 2020). Les principales toxines incluent les 

hémolysines, les leucocidines, les exfoliatines, les entérotoxines et la toxine du choc toxique 

(Elisabeth, 2014).  

La toxine dite leucocidine de Panton-Valentine (LPV) ou « Panton-Valentine Leukocidin » est 

mondialement connue pour son rôle potentiel dans la virulence et pour son implication dans les 

infections invasives. C’est pour cette raison que même si seul 5% des souches de S. aureus 

produisent la LPV, c’est une toxine largement étudiée. En effet, la LPV ne provoque des 

changements cytotoxiques que dans les monocytes humains et les lapins, car l’activité cytotoxique 

envers ces cellules est hautement spécifique et cible les récepteurs couplés aux protéines G 

humaines et celles des lapins (Spaan et al., 2015), c’est pourquoi ces modèles constituent une 
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bonne approche pour mieux comprendre la complexité et la pathologie médiée par la LPV. Dans 

ce contexte, plusieurs études ont mis au point des modèles animaux sur les lapins et ont montré 

que les individus infectés par des souches sauvage LPV+ ont développé des infections plus sévères 

et des taux de mortalité plus élevés par rapport aux individus infectés par des souches LPV- (Diep 

et al., 2010 ; Lipinska et al., 2011). En revanche, pour évaluer la production de la LPV lors des 

infections humaines, Nakaminami et al. (2020) ont mené une étude récente dans laquelle ils ont 

révélé que les souches productrices de LPV sont largement disséminées dans les infections 

cutanées et que la gravité de ces infections chez les patients infectés par la LPV+ est plus élevée 

que celle des patients infectés par LPV-. Cette progression sévère des infections causées par des 

souches productrices LPV a été confirmée dans la littérature (Petraitiene et al., 2020). 

Actuellement, Duployez et al. (2020) ont rapporté un cas mortel d’un jeune adulte atteint de la 

Covid-19 dont la complication de l’infection virale a été due à une pneumonie nécrosante induite 

par S. aureus secrétant la LPV.  

La pathogénie de S. aureus fait intervenir alors une multitude de facteurs de virulence qui ne se 

produisent pas au même temps mais leur production est finement coordonnée, ce qui explique le 

fort pouvoir pathogène de S. aureus et la variation de son tableau clinique. Selon Jenul et Horswill 

(2019), la régulation de ces facteurs par S. aureus est soumise à un réseau complexe qui intègre 

l'hôte et les signaux dérivés de l'environnement. L’un des systèmes de régulation le plus étudié 

est le gène agr qui est un « quorum sensing system » et qui permet à S. aureus de découvrir la 

densité de sa propre population et de traduire cette information en un modèle d'expression génique 

spécifique afin de contrôler l’expression de ses gènes (Butrico et Cassat, 2020). 

- Interactions hôte- S. aureus 

Lors d’une infection à S. aureus, la reconnaissance de l’agent pathogène se fait par les cellules du 

tissu infecté. De nombreuses cellules peuvent remplir ce rôle, les macrophages, les monocytes et 

les neutrophiles constituent des acteurs majeurs dans le control des infections staphylococciques 

(Accarias, 2014). En effet, la composition de la paroi de S. aureus de sa part aussi intervient dans 

la reconnaissance et le déclenchement de la défense immunitaire de l’hôte (Rockel et al., 2011). 

Parmi ces composants, les lipoprotéines, l’acide lipotéichoïque (LTA) et le peptidoglycane (PGN) 

sont les prédominants (Wang et al., 2000 ; Kielian et al., 2002). Plusieurs études ont documenté 

l’interaction existante entre les composants de la paroi de S. aureus et la réponse immunitaire de 

l’hôte. La synergie entre le LTA et Le PGN mène à la production d’une cascade de cytokines et 

chimiokines permettant le recrutement des cellules inflammatoires chez l’hôte (Leemans et al., 

2003 ; Wu et al., 2020). La protéine A avec le LTA peuvent également stimuler la libération de 
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ces médiateurs inflammatoires (Gómez et al., 2004 ; Patou et al., 2008). Néanmoins, S. aureus est 

capable de limiter la phagocytose et d’atténuer les réponses pro-inflammatoires de l’hôte, ce qui 

favorise sa persistance dans le micro-environnement, en modulant surtout les macrophages, voire 

induire la nécroptose chez ces cellules par les facteurs de virulence précédemment décrits (Josse 

et al., 2017 ; Grousd et al., 2019). Par conséquent, la bactérie se trouve capable de survivre et de 

se disséminer dans les phagocytes (Horn et al., 2017).  

Ces interactions lorsqu’elles sont régulées et les cytokines secrétées sont ajustées de point de vu 

équilibre entre celles pro et anti-inflammatoires, les cellules de l’hôte réussissent à phagocyter et 

détruire la bactérie. Cependant, à l’instar des leishmanies, S. aureus comme tout autre agent 

infectieux peut également déclencher une réponse immunitaire exagérée, lors d’une infection, si 

par exemple deux cytokines sont sécrétées en quantité trop élevée, elles peuvent participer à une 

issue fatale (vom Berg et al., 2013). En effet, il a été démontré que la LPV semble avoir un impact 

majeur dans l’amplification des réponses immunitaires de l’hôte, Huang et al. (2020) ont montré 

dans un modèle de pneumonie que S. aureus producteur de LPV a été responsable de la gravité 

de la maladie en augmentant l’expression des cytokines pro-inflammatoires. En plus de la 

production accrue de cytokines, la LPV a été capable de moduler la réponse immunitaire de l’hôte 

en diminuant l’expression de TFNα (Yoong et Pier, 2012).  

En plus des réactions immunitaires, la voie métabolique joue un rôle important dans les 

interactions entre S. aureus et l’hôte. Lopez et al. (2017) ont constaté que grâce au complexe 

enzymatique Fak, S. aureus est capable de détecter des acides gras cis-insaturés spécifiques qui 

sont très abondants dans le tissu de l’hôte et que S. aureus est incapable de produire. Dans le 

même sens, Potter et al. (2020) ont effectué une analyse complète des besoins métaboliques de S. 

aureus lors d’une ostéomyélite, et ils ont montré que la biosynthèse de l’aspartate représente un 

nœud métabolique clé pour la survie des staphylocoques pendant l'infection, cette biosynthèse a 

été largement favorisée par le milieu nutritif de l’hôte. De plus, Delekta et al. (2018) ont prouvé 

que pendant l’infection, les particules de lipoprotéines humaines constituent une source viable 

d'acides gras exogènes pour S. aureus. Une autre étude menée par Lehman et al. (2019) a montré 

que lors des abcès, le collagène abondant sur le site de l'infection chez l’hôte peut servir de 

réservoir de nutriments pour la prolifération de S. aureus.  
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III. Plantes à effet anti-Leishmania ou anti-S. aureus 

L'émergence rapide de la résistance de Leishmania et S. aureus aux médicaments actuels nécessite 

le développement de nouveaux agents antimicrobiens présentant un effet notable et une toxicité 

réduite. Ces agents sont recherchés au niveau de divers produits naturels dont le criblage des 

métabolites secondaires qui peuvent constituer une source précieuse de molécules thérapeutiques. 

Parmi ces produits figurent les plantes aromatiques et médicinales dont la pratique de 

l'ethnomédecine représente la source majeure de la découverte des composés bioactifs. 

L'utilisation des plantes pour la guérison par les cultures indigènes fait partie des études 

ethnobotaniques qui semblent être l’approche la plus envisagée en raison du grand nombre de 

nouveaux composés isolés et caractérisés à partir des plantes largement utilisées par les 

populations locales (Iwi et Wootton, 2002). Les composés actifs peuvent être découverts avec 

succès à partir de ces plantes ethnobotaniques en utilisant des tests de criblages biologiques et 

chimiques modernes. Dans ce sens, Mulzer et Bohlman (2000) ont supposé que les bibliothèques 

générées par le fractionnement standardisé d'extraits d'origine naturelle représentent les outils les 

plus précieux pour les programmes actuels de la découverte des nouveaux agents thérapeutiques.  

L’ensemble de ces données soulignent alors une interdisciplinarité focalisée entre 

l’ethnobotanique, la pharmacologie et la chimie sous forme de fractionnements bioguidés. Il a été 

démontré que d’une part, la chance d’obtenir des molécules bioactives non toxiques à partir des 

plantes largement utilisées dans la médecine traditionnelle est plus grande que celle par un 

criblage aléatoire (Coulerie, 2012). D’autre part, les essais complémentaires de nature chimique 

et biologique sur les plantes citées dans l’ethnobotanique seront nécessaires en vue de caractériser 

les principes actifs et de valider ou non leurs usages traditionnels.  

L’approche bioguidée consiste alors à déterminer, à chaque étape de fractionnement chimique 

d’un extrait de plante, l’activité biologique d’intérêt des différentes fractions obtenues (Elia, 

2019). Par la suite, seules les fractions actives feront l’objet d’autres fractionnements 

chromatographiques plus fins, suivis des tests biologiques pour aboutir à une série de sous 

fractions, et à l’isolement des composés actifs purs dont les structures seront établies par des 

techniques spectroscopiques et spectrométriques (Sarker et Nahar, 2012). Le fractionnement 

bioguidé présente plusieurs avantages comme l’orientation rapide et moins coûteuse vers la 

fraction active contenant le principe responsable de l’activité biologique (Elia, 2019). De plus, 

plusieurs études ont montré l’excellente efficacité des fractionnements bioguidés des extraits de 

plantes dans l’identification des composés doués d’une activité antileishmanienne et 

antistaphylococcique intéressante et spécifique. Les composés les plus prometteurs sélectionnés 
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pour leur activité pharmacologique contre Leishmania et S. aureus ont fait l’objet de l’étude 

bibliographique ci-dessous.  

III.1. Plantes à effet anti-Leishmania 

De nombreux composés à effet leishmanicide ont été recherchés dans les extraits bruts appartenant 

à diverses familles phytochimiques (Tableau I.2). Dans une étude récente, un nouveau 

sesquiterpène glycoside (le quinovoside ester) isolé des fleurs de Calendula officinalis a montré 

une activité prometteuse contre les amastigotes de L. donovani avec une CI50 de 3,57 µg/ml (Zaki 

et al., 2020). La classe des sesquiterpènes a été largement rapportée comme une source très riche 

en composés dotés des activités antiparasitaires. A titre d’exemple, les sesquiterpènes lactones 

obtenues de la famille des Asteraceae ont montré un pouvoir inhibiteur élevé des amastigotes de 

L. infantum avec des CI50s très faibles (Wulsten et al., 2017). Cette activité a été confirmée dans 

l’étude menée par Sosa et al. (2016) dans laquelle ils ont prouvé le potentiel antileishmanien des 

sesquiterpènes lactones, isolées de la famille des Vernoniceae, sur les promastigotes de L. 

brasiliensis et L. amazonensis.  

D’autres études ont caractérisé des composés actifs à partir des terpènes et terpénoïdes issus de 

différentes espèces voire différentes familles phytochimiques (Juárez-Vázquez et al., 2020). 

L’abondance de ces groupes dans la nature mis en place la possibilité d’évaluer différentes 

propriétés pharmacologiques telle que l’activité antiparasitaire. 

En revanche, l’extrait éthanolique de Piper marginatum de la famille Piperaceae a montré une 

activité prometteuse contre les promastigotes (CI50=3,1 µg/ml) et les amastigotes (CI50=1,2 

µg/ml) de L. amazonensis avec un profil de cytotoxicité très faible et un indice de sélectivité 

élevée vis-à-vis de la ligné des macrophages. Le fractionnement de cet extrait a permis de mettre 

en évidence des fractions de polarité différente plus actives contre les promastigotes, et dont la 

composition chimique a révélé la présence des composés phénoliques et des terpénoïdes. Le 

phénylpropanoïde, 3,4-Methylenedioxypropiophenone, a constitué le composé majoritaire dans 

toutes les fractions (Macêdo et al., 2020). De plus, les études phytochimiques menées sur le genre 

Piper ont largement montré une variété importante de composés doués d’une activité 

leishmanicide très remarquable ( Bernuci et al., 2016 ; Varela et al., 2016).  

De nombreux composés de la famille des flavonoïdes ont été également identifiés. Andrade et al. 

(2019) ont montré que les profils chimiques des extraits bruts actifs de Ziziphus joazeiro étaient 

riches en flavonoïdes, les auteurs ont supposé que la forte activité de ces extraits contre le stade 

promastigote de L. braziliensis et L. infantum est liée à la présence des flavonoïdes.  
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Fadel et al. (2018) ont mené un fractionnement bioguidé de l’extrait brut de Pulicaria inuloides, 

où ils ont identifié le flavonol quercetagetin-3,5,7,3-tetramethyl éther comme étant le composé 

responsable de l’activité contre les promastigotes et les amastigotes de L. amazonensis. 

Tableau I.2. Extraits des plantes actives contre Leishmania spp. 

 

 

 

Extraits de 

plantes 

Famille 

phytochimique 

Nature de 

l’extrait 

Classe chimique 

des composés 

actifs isolés 

Références 

Piper 

marginatum 

Jacq. 

(Feuilles) 

Piperaceae Ethanolique  Composés 

phénoliques et 

terpénoïdes 

(Macêdo et 

al., 2020) 

Arrabidaea 

brachypoda 

(Racines) 

Bignoniaceae Ethanolique  Biflavonoïdes  (Neuensch

wander et 

al., 2020) 

Calendula 

officinalis L 

(Fleurs) 

Asteraceae -  Sesquiterpènes  (Zaki et al., 

2020) 

Ziziphus joazeiro 

Mart. 

(Feuilles et 

écorce) 

Rhamnaceae Aqueux  Terpénoïdes, 

flavonoïdes et 

acides 

phénoliques 

(Andrade et 

al., 2019) 

Croton sylvaticus 

(écorce) 

Euphorbiaceae Ether de pétrole Plusieurs familles (Crentsil et 

al., 2020) 

Cnidoscolus 

tehuacanensis 

(Feuilles) 

Euphorbiaceae Hexane  Triterpènes (Juárez-

Vázquez et 

al., 2020) 

Tarenaya 

spinosa (Jacq.) 

Raf. 

(Feuilles) 

Cleomaceae Aqueux et 

éthanolique 

Terpènes, 

flavonoïdes, 

stéroïdes, et 

composés 

phénoliques 

(Bezerra et 

al., 2019) 

Cinnamomum 

cassia (écorce) 

Lauraceae Dichlorométhane Phénylpropanoïd

es et ses dérivés 

(Afrin et 

al., 2019) 

Miconia 

willdenowii 

(Feuilles) 

Melastomataceae Ethanolique  Benzoquinones (Viegas et 

al., 2019) 

Pulicaria 

inuloides 

(racines) 

Asteraceae Chloroforme  Flavonoïdes  (Fadel et 

al., 2018) 
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III.2. Plantes à effet anti-S. aureus 

Les extraits de plantes constituent une source importante pour l’identification des métabolites 

antibiotiques efficaces contre S. aureus (Tableau I.3). La diversité chimique de ces composés est 

bien remarquable. Chabán et al. (2019) ont mené un fractionnement bioguidé de l’extrait préparé 

à partir de la partie aérienne de Lepechinia meyenii, une espèce de la famille des Lamiaceae, 

sélectionnée lors d’une étude ethnobotanique. L’extrait éthanolique s’est révélé le plus efficace 

avec des CMIs allant de 62,5 à 500 μg/ml sur des souches de S. aureus résistantes et sensibles à 

la méthicilline. Le fractionnement chimique a abouti à l’identification du carnosol, du rosmanol 

et de l’acide carnosique comme principes actifs avec des CMIs allant de 7,8 à 62,5 μg/ml contre 

15 souches de SARM et 11 souches de MSSA. Zheng et al. (2019) ont été intéressés par l’étude 

de différentes parties de l’espèce Garcinia esculenta appartenant à la famille des Clusiaceae et ils 

ont identifié un nouveau xanthone, (±) garciesculenxanthone C à effet bactériostatique contre 

SARM, MSSA et VISA.   

Comme pour l’activité leishmanicide, les sesquiterpènes ont montré également une activité 

significative contre S. aureus. Yuan et Yuk (2018) ont caractérisé le β-caryophyllene comme étant 

le composé majoritaire dans l’extrait actif de Syzygium antisepticum. Ce sesquiterpène a induit 

des dommages à la membrane de S. aureus. Dans la même année, Tittikpina et al. (2018) ont 

caractérisé des composés actifs dans l’extrait de Pterocarpus erinaceus de la famille des Fabaceae. 

Ces composés ont été identifiés comme friedeline, 2,3 dihydroxypropyloctacosanoate, et β-

sitosteryl-β-D-glucopyranoside, et ils ont montré une activité très intéressante contre SARM avec 

une CMI de 4 µg/ml. Plusieurs études ont confirmé la richesse des Fabaceae en espèces dotées 

d’une activité anti-S. aureus (Ashu et al., 2020 ; Guidi et al., 2020).   

Récemment, le fractionnement bioguidé de Boswellia dalzielii a confirmé l’efficacité de ce 

processus dans la purification des composés actifs contre S. aureus. L’extrait brut a présenté une 

activité modérée (CMI=250 µg/ml), les fractions ont présenté une bonne activité avec des CMIs 

allant de 7,8 to 125 µg/ml, tandis que les composés purifiés de ces fractions ont exhibé de fortes 

activités avec une valeur de CMI de 3,125 µg/ml (Tegasne et al., 2020). 

D’autres études ont envisagé des fractionnements bioguidés pour la découverte des composés 

capables d’inhiber la formation des biofilms par S. aureus. Dans ce sens, Manilal et al. (2020) ont 

apporté l’activité antistaphylococcique de Moringa stenopetala sélectionnée parmi trois autres 

espèces. Son extrait éthanolique a montré un effet bactériostatique contre SARM en inhibant sa 

croissance dans la matrice préformée du biofilm. L’analyse chimique de cet extrait a mis en 

évidence 12 composés actifs appartenant à différentes classes chimiques.  



57 / 215

Este documento incorpora firma electrónica, y es copia auténtica de un documento electrónico archivado por la ULL según la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente dirección https://sede.ull.es/validacion/

Identificador del documento: 3453269				Código de verificación: C19CelPo

Firmado por: Ikrame Zeouk Fecha: 21/05/2021 13:04:20
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

Jacob Lorenzo Morales 21/05/2021 13:16:20
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

María de las Maravillas Aguiar Aguilar 03/06/2021 16:29:04
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

Universidad de La Laguna
Oficina de Sede Electrónica

Entrada
Nº registro:  2021/40772

Nº reg. oficina:  OF002/2021/40167
Fecha:  21/05/2021 13:19:22

Partie I : Revue bibliographique  

 31 

En revanche, il a été démontré que la formation de biofilm par S. aureus a été hautement 

influencée par l’extrait de Frangula alnus riche en flavonoïdes et anthraquinones comme la 

catéchine et l’émodine (Đukanović et al., 2020).  

Tableau I.3. Extraits des plantes actives contre S. aureus. 

 

Par conséquent, c’est dans le but de trouver des plantes à effet anti-Leishmania et 

anti-Staphylococcus aureus que notre travail s’insinue.  

Extraits de 

plantes 

Famille 

phytochimique 

Nature de l’extrait Classe 

chimique des 

composés 

actifs isolés 

Références 

Moringa 

stenopetala 

(Feuilles) 

Moringinaceae  Ethanolique  Plusieurs 

familles 

(Manilal et 

al., 2020) 

Frangula alnus 

(écorce) 

Rhamnaceae  Acétate d’éthyle Phénols, 

flavonoïdes et 

anthraquinones 

(Đukanović 

et al., 2020) 

Boswellia dalzielii 

(écorce) 

Burceraceae Méthanolique Terpénoïdes et  

triterpènes  

(Tegasne et 

al., 2020) 

Acacia 

polyacantha 

(Feuilles, écorces 

et racines) 

Fabaceae  Méthanolique  Stérols, 

triterpènes, 

saponines, et 

flavonoïdes  

(Ashu et al., 

2020) 

Poincianella 

pluviosa 

(écorce) 

Fabaceae  Ethanolique  Polyphénols  (Guidi et 

al., 2020) 

Lepechinia 

meyenii (Walp.) 

(Partie aérienne) 

Lamiaceae  Ethanolique  Diterpènes 

phénolique et 

polyphénols 

(Chabán et 

al., 2019) 

Garcinia 

esculenta 

(Feuilles et 

brindilles) 

Clusiaceae Ethanolique  Xanthones, 

biphényles 

(Zheng et 

al., 2019) 

Syzygium 

antisepticum 

(Feuilles) 

Myrtaceae Acétone/méthanol/ 

eau  

Sesquiterpènes  (Yuan et 

Yuk, 2018) 

Pterocarpus 

erinaceus 

(écorce et racines) 

Fabaceae  Méthanol/ 

Dichlorométhane 

Triterpénoïdes, 

et stéroïdes 

(Tittikpina 

et al., 2018) 
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I.  Selection des plantes anti-Leishmania et anti-Staphylococcus aureus 

Le choix des plantes à étudier ainsi que le lieu d’étude constituent une étape cruciale pour toute 

recherche visant le développement de nouveaux agents anti-infectieux à partir des plantes 

aromatiques et médicinales. Ceci exige, sans doute, une sélection rigoureuse exploitant à la fois 

les expériences des pratiquants traditionnels et les moyens statistiques qui valident et décèlent leur 

significativité. De ce fait, notre travail a débuté par une étude ethnobotanique dans la région 

Fès-Meknès où les ulcérations peuvent résulter des infections à Leishmania ou à Staphylococcus 

aureus. 

I.1. Zone d’étude      

Le choix s’est porté sur la région de Fès-Meknès pour des raisons géographiques et 

épidémiologiques. En effet, la région se situe en plein centre Nord du Maroc (Figure II. 1), 

intégrant en partie la plaine de Saïss et côtoyant les chaînes montagneuses du Rif et du Moyen 

Atlas, la région de Fès-Meknès s’étend sur une superficie de 40.075 Km² correspondant à 5,7% 

de la superficie nationale territoire.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La région est composée de 2 préfectures (Fès et Meknès) et 7 provinces (Taounate, Taza, Sefrou, 

El Hajeb, Boulemane, Moulay Yaâcoub et Ifrane) (DGCL, 2015). Selon le rapport du 

Recensement Général de la Population et de l’Habitat de 2014, la région de Fès-Meknès compte 

4 236 892 habitants avec une densité de 107.56 habitants par km2 (HCP, 2019), très élevée par 

rapport à la moyenne nationale (47.6 hab/km2). En raison de sa position stratégique particulière, 

la région se caractérise par trois types climatiques ; (i) un climat continental dans la partie Nord, 

Figure II .1. Provinces et préfectures de la région Fès-Meknès 
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très chaud et très sec en été et froid et humide en hiver, (ii) un climat froid et humide dans la zone 

montagneuse, très froid et très neigeux en hiver et tempéré en été, et (iii) un climat semi-aride 

dans les hautes collines de Boulemane avec des hivers très froids et neigeux (DGCL, 2015). Cette 

diversité bioclimatique ainsi que le caractère montagnard de la région se traduisent par une 

richesse certaine et inestimable en plantes médicinales.  

En se basant sur le point de départ qui est la création du catalogue des plantes médicinales utilisées 

dans le traitement des infections cutanées, et en tenant compte que l’agent infectieux bactérien est 

cosmopolite, une autre caractéristique rend la région de Fès-Meknès un lieu propice pour notre 

étude : C’est le nombre élevé des cas de la leishmaniose dans ses 2 préfectures ainsi que la plupart 

de ses provinces (Hmamouch, 2017). Avant de commencer l’enquête ethnobotanique, il a été donc 

nécessaire de faire une carte de confirmation indiquant la répartition des cas de la leishmaniose 

dans la zone d’étude en exploitant les données annuelles publiées par le ministère national de la 

santé (Figure II.2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure II.2. Répartition des cas de la leishmaniose dans la région Fès-

Meknès durant la période 2005-2015* 

*à exclure les données de l’année 2007 : pas d’accès sur le site web  
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I.2. Organisation de l’enquête  

La carte de répartition des cas de la leishmaniose dans la région de Fès-Meknès, ainsi que l’effectif 

des herboristes par ville, nous a mené à considérer les villes de Fès, Meknès, Taounat, Sefrou et 

à écarter les provinces de Taza, Boulemane, Moulay Yaâcoub, Elhajeb et Ifrane où le nombre des 

herboristes est trop faible. L’enquête s’est déroulée durant la période allant de Janvier à Mai 2017 

auprès des herboristes de chaque ville. Le questionnaire (Annexe 1) préétablit s’est basé sur un 

concept plus vaste des ulcères persistantes cutanées pour essayer d’inclure au maximum possible 

les infections causées par les 2 agents étudiés notamment le genre de Staphylococcus et 

Leishmania. Les questions ont été centrées sur les plantes recommandées en cas d’éruption 

cutanée, les noms vernaculaires, les parties utilisées, le mode de préparation et d'administration. 

De plus, une attention particulière a été portée aussi sur l’utilisation des plantes citées dans 

d’autres infections internes à savoir que les souches microbiennes rapportées dans la présente 

étude peuvent causer également des maladies internes plus graves. À partir des données 

accueillies, nous avons répertorié les plantes recensées pour être identifiées par un botaniste de 

l’institut scientifique de Rabat-Maroc.  

I.3. Critères de sélection des plantes 

Dans le but de faciliter le criblage biologique, nous avons choisi au cours de la première étape de 

nos recherches de présélectionner les plantes à étudier en combinant l’indice de fréquence de 

citation et les connaissances bibliographiques des plantes recensées. 

I.3.1. Indices de fréquence de citation 

Afin de souligner l’importance d’utilisation des plantes citées dans les différentes villes, l’indice 

de fréquence (IF) a été défini selon la formule suivante (Madikizela et al., 2012 ; Mahwasane et 

al., 2013) :  

IF (%) =
n

N
x100 

Avec       n : Nombre d'herboristes qui ont prescrit une plante particulière. 

               N : Nombre total d'herboristes interrogés. 
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I.3.2. Apports de la littérature 

Une étude bibliographique approfondie a été réalisée sur les plantes les plus citées afin d’éliminer 

celles largement étudiées dans la découverte des composés bioactifs antistaphylococciques et 

antileishmaniennes et dont les composés actifs sont largement caractérisés.  

II. Extraits des plantes 

Les plantes sélectionnées ont été récoltées entre Juillet et Mars 2017-2018 dans les montagnes du 

moyen Atlas. Pour conserver les plantes, celles-ci ont été séchées pendant plusieurs jours (séchage 

complet) à température ambiante et à l’air libre dans une salle obscure non humide. Ensuite, les 

organes recommandés ont été broyés avec un simple broyeur électrique et 25 g de la matière 

végétale en poudre a été extraite par macération à froid dans l'éthanol (1:10 p/v) pendant 6h à 

température ambiante, et sous agitation continue à 500 tr/min. Par la suite, le mélange résultant a 

été filtré par papier filtre de type Whatman N°1, et les filtrats ont été concentrés sous vide au rota 

vapeur rotatif à 45°C pour obtenir des extraits bruts.  

Le choix de la technique d’extraction est crucial. En effet, plusieurs paramètres peuvent influencer 

l’efficacité d’extraire les principes actifs à partir des produits naturels. Parmi ces facteurs, il y a 

la méthode d’extraction, la durée, la température, la nature du solvant…etc. La technique de 

macération utilisée au cours de ce travail consiste à faire tremper une matrice solide dans un 

liquide froid pour en extraire les composés solubles dans l’éthanol. Ce dernier reste sous l’état 

liquide pendant toute l’extraction et les composés diffusent de façon passive de la phase solide 

vers la phase liquide. C’est une technique simple, moins coûteuse et évite l’altération des 

composés chimiques organiques qui peuvent se dégrader à température élevée. De plus, la durée 

du protocole est courte et efficace. Yeo et al. (2014) ont optimisé la période de macération pour 

avoir la meilleure activité biologique et ils ont démontré qu’une macération pendant 6h donne une 

activité antimicrobienne plus importante que celle de 12h, 24h et 48h. Concernant la nature de 

solvant, nous avons choisi l'éthanol dans le but d'obtenir un large éventail de composés, 

notamment ceux polaires et non polaires, pour effectuer ensuite un fractionnement 

chromatographique avec des solvants permettant une division plus efficace en fractions de polarité 

différente. 
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III. Criblage biologique 

Les extraits éthanoliques ont été soumis à des tests biologiques afin de sélectionner ceux 

présentant un potentiel bioactif important.  

III.1. Activité antistaphylococcique  

III.1.1. Souches bactériennes 

Il existe une multitude de souches de Staphylococcus aureus, chaque souche possède des 

caractéristiques spécifiques. Il s’avère donc nécessaire de rattacher chaque souche choisie à des 

effets bien définis. Les souches sélectionnées pour la présente étude se caractérisent par des 

propriétés variantes en tenant compte de la communauté d’obtention, le profil antibiogramme et 

le caractère porteur ou non du gène LPV qui est une toxine responsable de nécrose cellulaire 

donnant en cas d’une infection cutanée presque le même aspect qu’une infestation de la 

leishmaniose cutanée. De ce fait, quatre souches ont été choisies : trois d’origine hospitalière 

nommées :  Staphylococcus aureus (Sa), Staphylococcus aureus (SARM348), Staphylococcus 

aureus LPV (SaLPV+) et une souche de référence résistante à la méthicilline (SARM 

(ATCC29213)).  Toutes les souches dont le profil antibiogramme a été vérifié (Annexes 2 et 3) 

sont résistantes à la méthicilline sauf la souche toxinogène (SaLPV+) qui est sensible. 

III.1.2. Test biologique  

L’efficacité des antimicrobiens naturels est liés aux techniques de la mise en œuvre de l’activité 

in vitro et qui doivent être suffisamment sensibles pour détecter de petites quantités de produits 

chimiques biologiquement actifs dans un extrait complexe en composés (Das et al., 2010). Par 

conséquent, l’utilisation des tests standardisés sont essentiels pour le criblage des extraits bruts. 

Dans le présent travail, l’évaluation de l’activité antibactérienne a été réalisée en combinant des 

méthodes de diffusion et de dilution. Après avoir évalué la sensibilité des souches vis-à-vis de 

DMSO, les quinze extraits éthanoliques ont été préalablement dissous à la concentration de 50 

mg/ml dans le DMSO à 2% (v/v), pour être criblés contre les quatre souches de S. aureus 

précédemment décrites.  

En effet, toute évaluation de l’activité antibactérienne commence par la revivification des 

bactéries, celle-ci a été réalisée en repiquant la surface de gélose LB (Luria-Bertani ; composé de 

10 g/l de peptone, 5 g/l d’extrait de levures, 10 g/l de NaCl et de 20g d’agar) préalablement coulée 

dans des boîtes de Pétri et incubée à 37°C pendant 18 à 24h. L’inoculum bactérien de chaque 

souche a été obtenu à partir de colonies fraîches en phase de croissance exponentielle par 
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suspension directe des colonies dans une solution saline stérile (NaCl 0,9%) et ajustement à une 

échelle de 0,5 McFarland (108 UFC/ml).  

Pour les tests qualitatifs de sensibilité aux extraits de plantes, la méthode de diffusion par puits 

sur gélose est la méthode la plus recommandée en comparaison avec celle sur disque qui ne peut 

être utilisée que pour des substances pures, car lorsqu'elle est appliquée à des mélanges qui 

contiennent des constituants présentant des vitesses de diffusion différentes, les résultats peuvent 

être peu fiables (Silva et al., 2005). Par conséquent, le criblage préliminaire de différents extraits 

dans la présente étude a été réalisé par la méthode de diffusion par puits telle que décrite par 

Balouiri et al. (2016). Pour ce faire, la surface de gélose a été inoculée par inondation de 

l’inoculum bactérien et a été laissée sécher 30 min à température ambiante afin d’assurer la 

diffusion de la souche. Un trou circulaire vertical d'un diamètre de 6 mm a été creusé de manière 

aseptique, puis un volume de 80 à 100 µl de chaque extrait a été introduit dans chaque puits et les 

boîtes ont été incubées pendant 24h à 37°C (Figure II.3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Néanmoins, cette technique ne peut pas quantifier la bioactivité, c’est pourquoi les extraits ayant 

présenté une zone d’inhibition importante ont été sélectionnés pour la détermination de la 

concentration minimale inhibitrice (CMI) qui correspond à la plus faible concentration en extrait 

pour laquelle aucune croissance visible à l’œil nu n’est observée (CLSI, 2015). Elle a été 

déterminée par la méthode de macrodilution en milieu solide décrite par Balouiri et al. (2016) 

avec certaines modifications. Cette méthode consiste à incorporer l’extrait à des concentrations 

variables dans le milieu gélosé avant sa solidification (50°C). Ainsi, une gamme de concentration 

de l’extrait brut a été préparée dans le DMSO dilué, ensuite 1 ml de chaque dilution a été incorporé 

Figure II.3. Protocol de diffusion sur puits utilisé dans le criblage qualitatif 

des extraits bruts 
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dans 9 ml de milieu de culture LB stérile et molle pour avoir une série finale de 16 à 0,5 mg/ml 

par un facteur de 2. Aussitôt, le mélange a été bien agité et réparti dans des boites de Pétri. Après 

la solidification du milieu, l’ensemencement a été effectué par des spots de 5 µl à l’aide d’une 

micropipette à partir de la suspension correspondante à une concentration de 105 UFC/ml. Les 

boites ont été incubées pendant 24h à 37°C. Un témoin de croissance a été réalisé sans extrait 

(Figure II.4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Certes, plusieurs techniques sont systématiquement disponibles pour la détermination de la CMI, 

mais le choix de la méthode la plus efficace dépend de l’objectif de l’étude et la nature de 

l’échantillon biologique et végétal étudié. Nous avons choisi la macrodilution en milieu solide car 

les extraits testés sont de couleurs différentes et ils peuvent masquer la détection de la croissance 

bactérienne dans le milieu liquide ainsi qu’une interférence avec les réactifs colorimétriques 

utilisés est possible. De plus, Silva et al. (2005) lors d’une étude comparative des techniques 

d’évaluation des activités antimicrobiennes ont confirmé que la technique de dilution sur gélose 

est la plus performante. Toutefois, la quantité de l’échantillon à tester peut exiger le choix de la 

technique de microdilution en milieu liquide lorsqu’il s’agit des fractions et des composés purs 

dont le rendement est faible en comparaison avec l’extrait brut.   

En effet, dans la présente étude les tests de criblage des différents extraits par macrodilution ont 

permis de sélectionner la plante la plus efficace contre les quatre souches de staphylocoques pour 

faire objet des séparations chromatographiques ultérieures afin de caractériser les composés actifs. 

En vue de leurs faibles rendements, les valeurs de CMI de l’ensemble des fractions, sous fractions 

Figure II.4. Protocol de macrodilution en milieu solide utilisé pour le criblage 

quantitatif des extraits bruts 
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et composés purs obtenus lors du processus de fractionnement ont été déterminées par la méthode 

de microdilution en milieu liquide modifiée conformément aux recommandations publiées par 

« Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) » pour l'évaluation efficace de l’activité 

antimicrobienne des produits naturels (CLSI, 2009). Cette méthode permet non seulement la 

détermination de la CMI mais aussi la CMB. Tout d’abord, les échantillons obtenus du 

fractionnement et à des concentrations de 10 mg/ml ont été dissous dans du DMSO à 2% du 

volume final. Dans des microplaques de 96 puits, une gamme de dilution ½ des fractions, sous 

fractions (0,78125-500 µg/ml), et de composés purs (0,48827-250 µg/ml) a été réalisée. Ensuite, 

les microplaques ont été inoculées avec 50 µl de la suspension bactérienne ajustée à une densité 

de 106 UFC/ml. Un control positif a été réalisé en mettant 50 μl de suspension bactérienne dans 

50 μl du milieu de culture, alors que le contrôle négatif contenait 100 µL de milieu LB. Les 

microplaques ont été incubées à 37°C pendant 24h. Les valeurs de CMI ont été déterminées après 

l'addition de 10 µl de résazurine à 0,015% (p/v) à chaque puits et la microplaque a été réincubée 

à 37°C pendant 2h (Figure II.5).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A partir des puits qui n’ont pas démontré une croissance bactérienne, des spots de 10 µl ont été 

déposés sur des boites contenant la gélose LB pour être incubées à 37°C pendant 24h, puis les 

concentrations minimales bactéricides (CMBs), définies comme la plus faible concentration à 

effet biocide de l’agent testé, ont été déterminées.  

Figure II.5. Protocol de la microdilution sur microplaque de 96 puits utilisé 

pour la détermination de la CMI et la CMB des fractions et des composés purs 
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III.2. Activité antileishmanienne 

III.2.1. Matériel biologique  

L’évaluation de l’activité anti-leishmanies in vitro dans un premier temps a été réalisée sur deux 

souches appartenant à deux espèces de Leishmania maintenues en culture au laboratoire d’accueil 

en Espagne à savoir L. amazonensis (MHOM/BR/77/LTB0016) responsable de la leishmaniose 

cutanée et mucocutanée et L. donovani (MHOM/IN/90/GE1F8R) responsable de la forme 

viscérale (kala-azar) et de la leishmaniose cutanée post kala-azar. En fait, les résultats pourront 

être utilisés pour d’autres espèces (voir perspectives). Le choix du modèle parasitaire pour le test 

leishmanicide est judicieux. En effet, les leishmanies évoluent en deux formes, le test in vitro peut 

être effectué avec des promastigotes ou des amastigotes intracellulaires (Kloehn et al., 2015). 

Certes, les promastigotes sont plus faciles à maintenir en culture que les amastigotes (Fumarola 

et al., 2004 ; Vermeersch et al., 2009), cependant la forme promastigote n’existe que chez l’insecte 

vecteur, ainsi la réponse de susceptibilité des parasites vis-à-vis des composés testés à chaque 

stade pourrait être différente. De ce fait et pour valider l’activité antileishmanienne in vitro, les 

tests ont été réalisés sur les deux formes promastigote et amastigote dans le cas de L. amazonensis 

alors que pour L. donovani seule les promastigotes ont été testés vu que la forme amastigote s’est 

avérée difficile à obtenir en culture. 

III.2.2.Test biologique 

L’évaluation de l’activité antileishmanienne des produits naturels ou composés chimiques peut se 

faire par différentes approches et qui comprennent les dosages colorimétriques, la microscopie 

quantitative, les nucléotides radioactifs, et les dosages basés sur les gènes rapporteurs (Fumarola 

et al., 2004). Or, les essais colorimétriques par indicateurs d’oxydoréduction sont les plus utilisés 

en vue de leur efficacité, simplicité et facilité à mettre en œuvre (Phumee et al., 2020).  

En se basant sur l’ensemble de ces données, dans une première étape, les extraits éthanoliques ont 

été criblés contre la forme promastigote, puis les composés purifiés ont été testés sur les 

amastigotes intra-macrophagiques en utilisant la méthode colorimétrique par le réactif 

AlamarBlue.  
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III.2.2.1. Activité anti-promastigote 

Les leishmanies sous leur forme promastigote ont été cultivés à 26°C dans le milieu RPMI 

(Rosewell Park Memorial Institute) contenant 0,5% de phénol et 10% de sérum de veau fœtal 

(RPMI 1640 modified medium (Gibco, Grand Island, US)). L’activité antiparasitaire contre L. 

amazonensis et L. donovani a été réalisée en utilisant la méthode décrite par Cabrera-Serra et al. 

(2007). Tout d’abord, les extraits éthanoliques ont été dissous dans du DMSO à 1% de la 

concentration finale. Dans une microplaque de 96 puits, une série de dilution d’ordre ½ a été 

effectuée dans le milieu RPMI 1640. Ensuite, les promastigotes de chaque souche cible en phase 

logarithmique ont été dénombrés à l’aide d’un cytomètre (Tali™ Image-Based Cytometer) et 100 

µl de chaque culture ont été distribués à une concentration de 106 parasite/ml dans la microplaque 

précédemment préparée pour donner un volume final de 200 µl par puits. La miltéfosine a été 

utilisée comme témoin positif, l’extrait dans le milieu de culture comme témoin négatif tandis que 

la souche dans le milieu de culture comme témoin de croissance. Finalement, un volume de 20 μl 

du réactif AlamarBlue (Invitrogen, USA) a été ajouté à chaque puits et les microplaques ont été 

incubées sous agitation à 26°C. Après 72h d’incubation, l’absorbance de chaque microplaque a 

été mesurée à 570 nm et 630 nm à l’aide d’un lecteur de microplaques (PerkinElmer, MA, USA). 

Les valeurs des CI50s (concentration de l’échantillon qui inhibe 50% de la croissance du parasite) 

ont été déterminées graphiquement par des régressions linéaires en utilisant un logiciel statistique 

(Sigma Plot 12.0) (Figure II.6).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure II.6. Protocol du criblage leishmanicide des extraits bruts, fractions, 

sous fractions et composés purs contre la forme promastigote de Leishmania 

spp. 
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Après sélection de l’extrait le plus actif et son fractionnement, l’activité antileishmanienne des 

fractions, sous fractions et composés purs a été performée en suivant le même protocole décrit ci-

dessus. 

III.2.2.2. Activité anti-amastigote 

Les composés purifiés qui ont démontré une activité importante sur les promastigotes ont été testés 

par la suite contre le stade intra-macrophagique de L. amazonensis selon les étapes suivantes 

(López-Arencibia et al., 2017) :  

- Préparation de la forme infestante des promastigotes 

La forme métacyclique des leishmanies est la forme infestante. De ce fait, elle a été utilisée pour 

la préparation des amastigotes. Pour permettre l’évolution des promastigotes en forme 

métacyclique, les promastigotes de L. amazonensis ont été cultivés à 26°C dans le milieu 

Schneider (Schneider's Insect Medium). Ensuite, la culture a été maintenue 7 jours.   

- Préparation des macrophages  

Dans une microplaque de 96 puits, les macrophages de la lignée cellulaire J774A.1 ont été cultivés 

à une densité de 2×105 cellules/ml dans le milieu RPMI 1640 additionné de 10% de sérum bovin 

fœtal et incubés pendant 24h à 37°C dans une atmosphère à 5% de CO2 pour permettre la 

différenciation cellulaire.  

- Infestation des macrophages par les promastigotes métacycliques 

Après 24h d’incubation de la microplaque des macrophages, chaque puits a été rincé doucement 

deux fois avec 100 µl de RPMI supplémenté avec 10% de SVF puis les macrophages ont été 

infestés en ajoutant 100 µl de la suspension des promastigotes de L. amazonensis dans leur phase 

stationnaire de la culture de 7 jours avec un rapport de 1:10 (macrophage/parasite) à une 

concentration de 2×106 cellules/ml. Les cultures ont été réincubées à 37°C, 5% CO2 pendant 24h 

permettant aux parasites d’infester les cellules différenciées. Après cette incubation, les puits ont 

été lavés soigneusement pendant au moins 3 fois avec le milieu de culture afin d’éliminer les 

promastigotes non phagocytés, puis 100 μl de milieu de culture (RPMI 1640 avec 10% de SVF) 

ont été ajoutés à chaque puits. 

- Test anti-amastigote  

Dans une autre microplaque de 96 puits, une gamme de dilution des composés d’essai a été réalisé 

dans le même milieu de culture. Ensuite, 100 µl de chaque dilution ont été rajoutés à chaque puits 

pour être incubés à 37°C, 5% de CO2. Après 24h d’incubation, le milieu a été soigneusement 

enlevé pour être remplacé par 30 µl de SDS à 0,05% et la microplaque a été agitée pendant 30 
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secondes afin de lyser les cellules. Ensuite, 170 µl de milieu Schneider ont été ajoutés à chaque 

puits donnant un volume final de 200 µl. Enfin, 20 µL d'AlamarBlue ont été ajoutés à la 

microplaque pour être incubée à 26°C pendant 72h pour donner suffisamment de temps à la 

transformation des promastigotes en amastigotes. Après 72h d'incubation, l’analyse des plaques 

et la détermination des CI50s ont été performées de la même manière que le test des promastigotes.  

Pour l’ensemble des tests biologiques réalisés dans la présente étude, la résazurine est la molécule 

de base des réactifs utilisés, c’est une substance bleue et faiblement fluorescente. En présence des 

cellules vivantes, son principe de fonctionnement repose sur la réaction d’oxydo-réduction où la 

résazurine est réduite de manière irréversible en résorufine de couleur rose et très fluorescente 

(Figure II.7). Plusieurs études ont montré la sensibilité des Staphylococcus aureus et Leishmania 

spp. aux agents antimicrobiens in vitro en utilisant le test à base de résazurine ou AlamarBlue, qui 

est un test cellulaire non toxique et faisable avec de longues périodes d'incubation (Bouhdid et al., 

2009 ; Andrade et al., 2019 ; López-Arencibia et al., 2020).  

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure II.7. Réduction de résazurine en résorufine en présence des cellules 

vivantes 
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IV. Fractionnement chimique et identification des composés purs 

Au cours de cette partie, nous nous sommes attachés à caractériser les composés responsables de 

la bioactivité. Les extraits de plantes les plus actifs ont été sélectionnés pour de plus amples essais 

visant l’identification de leurs principes actifs. Plusieurs méthodes peuvent être employées pour 

la recherche et l’identification des principes actifs en se basant sur l’approche bioguidée. De ce 

fait, différentes méthodes chromatographiques et spectroscopiques ont été appliquées selon les 

cas, dans un fractionnement antibactérien ou dans un fractionnement antiparasitaire.   

IV.1. Fractionnement bioguidé antibactérien 

Tout d’abord, une étude préliminaire a été réalisée afin d’optimiser le système éluant qui donne 

la meilleure séparation de l’extrait actif sélectionné. Pour ce faire, la technique de la 

chromatographie sur couche mince (CCM) analytique a été performée en utilisant des plaques 

d’aluminium recouvertes de gel de silice 60 (F254, Merck). Après dépôt de l’extrait et élution dans 

les différents mélanges de solvants, les chromatogrammes ont été observés sous lumière UV à 

254 et 365 nm pour rechercher les conditions donnant une séparation optimale. Après sélection 

de la phase mobile adéquate qui est l’acétate d'éthyle-méthanol-eau distillée (8 :1 :1), des 

techniques associées à des tests biologiques ont été effectuées. En plus de son utilisation dans 

l’optimisation de la phase mobile, la CCM analytique a été utilisée également lors des étapes de 

la séparation et de la purification des différents composés, suivi toujours d’une révélation réalisée 

par une solution d’oléum et un chauffage pendant quelques minutes sous la hotte de révélation 

afin de visualiser les taches. 

IV.1.1. Bioautographie d’immersion 

La bioautographie est une technique semi-quantitative simple, rapide et non coûteuse qui permet 

de détecter les spots des composés antimicrobiens au sein d’un extrait brut (Abedini, 2013), son 

principe se base sur la migration des composés de la plaque CCM vers le milieu de culture 

contenant les microorganismes testés (Amandine, 2015). Il existe trois types de la bioautographie 

; directe, de contact et d’immersion (Choma et Grzelak, 2011). La technique d’immersion dite 

« Agar overlay » a été utilisée dans notre étude, elle est considérée comme un hybride des deux 

autres bioautographies. Pour ce faire, l’extrait brut a été solubilisé dans l’éthanol à une 

concentration de 1 mg/ml. Puis 50 µl ont été déposés sur CCM (12x5 cm). Après migration dans 

le système éluant choisi, les chromatogrammes ont été soigneusement séchés à température 

ambiante et sous la hotte afin d’éliminer toute trace de solvant, puis ils ont été déposés dans des 

boites de Pétri stériles. Ensuite, la suspension bactérienne de chaque souche testée a été préparée 
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dans le milieu LB à une densité finale de 107 UFC/ml, 15 ml de ces préparations ont été coulés 

délicatement sous forme d’une couche fine sur chaque chromatogramme. Après solidification du 

milieu, les boites ont été incubées à 37°C pendant 24h. Après l’incubation, les bioautogrammes 

ont été visualisés afin de localiser les zones claires d’inhibition indice de l’activité antibactérienne 

sur les quatre souches de S. aureus. En plus de sa simplicité et sa reproductibilité, cette technique 

a donné des résultats plus satisfaisants que ceux obtenus par bioautographie directe dans la mise 

en évidence des principes actifs contre Candida albicans et Bacillus subtilis (Rahalison et al., 

1991).  

IV.1.2. Séparation et purification des fractions actives  

Afin d’isoler les composés actifs détectés par bioautographie contre les quatre souches cibles de 

S. aureus, l'extrait a été fractionné par chromatographie sur colonne de gel de silice. Pour cela, 8 

g de l'extrait brut ont été solubilisés dans l’éthanol absolu et mixés avec du gel de silice 60 

(FlukaChemika, Switzerland), puis le mélange a été mis au rotavapeur afin d’éliminer le solvant. 

Par la suite, l’extrait a été déplacé dans la colonne chromatographique éluée avec différents 

gradients des solvants sélectionnés auparavant (Acétate d'éthyle-méthanol-eau distillée (80 :10 

:10, 1L)). Les fractions ont été collectées, combinées selon leurs profils CCM et testées contre les 

souches de S. aureus. Les sous-fractions les plus actives ont fait l’objet d’une deuxième 

chromatographie sur colonne de silice éluée avec un mélange de dichlorométhane/Acétone 

(CH2Cl2/ Me2CO) de polarité croissante. Le processus de ce fractionnement bioguidé est illustré 

dans la Figure II.8. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure II.8. Processus du fractionnement bioguidé utilisé contre S. aureus 
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IV.1.3. Caractérisation des structures des composés antistaphylocoques 

Les différentes étapes de séparation et de purification chromatographiques ont conduit à 

l’isolement des composés naturels purs. Des échantillons à partir de ces composés ont été 

solubilisés dans les solvants deutérés appropriés dans des tubes analytiques de 5 mm de diamètre 

pour être analysés par résonnance magnétique nucléaire (RMN) du proton (RMN-1H) et du 

carbone (RMN-13C). En fait, le spectre RMN-1H renseigne sur le nombre et le type du proton 

présent dans l’échantillon, alors que le spectre RMN-13C donne des informations sur le nombre et 

le type du carbone. La RMN est une technique biophysique de référence, elle est pratique, 

reproductible et permet d’obtenir des informations structurales des biomolécules et de leurs 

complexes à partir directement d’une solution sur des échelles de temps courtes. Cependant, la 

taille, l’hétérogénéité et les quantités de l’échantillon imposées par les analyses de la RMN 

peuvent constituer un écueil à son application (Stojko, 2016). De ce fait, la RMN doit être 

complétée par d’autres techniques afin de confirmer les structures recherchées.  

En effet, la spectrométrie de masse (SM) est une technique largement recommandée dans la 

caractérisation des produits de composition et de taille variable. Son principe repose sur la 

séparation des molécules en fonction de leur rapport masse/charge (m/z) et la détermination de 

leurs structures chimiques sous forme de fragments bien déterminés (Palma et al., 2011). Son 

couplage à une source d’ionisation permet de préserver l’intégrité de l’échantillon jusqu’en phase 

gazeuse (Stojko, 2016).  

Par conséquent, dans notre étude, les analyses de RMN ont été complétées par la SM. En effet, 

les spectres de RMN ont été enregistrés avec un spectromètre de type Brüker Avance 600 

(fréquence de 600.13 MHz (1H) et 150.25 MHz (13C)), puis analysés par un logiciel de traitement 

des données Topspin 2.1. De plus, les analyses par spectrométrie de masse et qui sont MS à 

ionisation électrique (EIMS) et MS à impact électronique à haute résolution (HREIMS) ont été 

réalisées à l’aide d’un "Micromass Autospec Spectrometer".  

De nombreuses études phytochimiques ont montré que ce système de RMN en plus d’EIMS et 

HREIMS a donné des résultats pertinents dans la caractérisation et la confirmation des structures 

chimiques de différents composés isolés à partir des extraits de plantes (Flores et al., 2009 ; Flores 

et al., 2019). De plus, Yosefdad et al. (2020) ont démontré l’efficacité de la RMN-1H, la RMN-

13C et l’EIMS dans la caractérisation et la synthèse chimique des composés organiques.  
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IV.2. Fractionnement bioguidé antiparasitaire 

En amont de ce fractionnement, le système éluant a été optimisé par CCM analytique comme 

décrit précédemment. Ensuite, 5 g de l’extrait éthanolique actif ont été soumis à une 

chromatographie sur colonne de gel de silice 60 (Macherey-Nagel, 63-200 μm) éluée avec des 

mélanges de l’hexane et l’acétate d’éthyle (hexane-EtOAc) (100:0 à 0:100, 0,5 L chacun) de 

polarité croissante. Les fractions obtenues dont les profils chromatographiques voisins ont été 

rassemblées. Ensuite, un test d’activité antileishmanienne a été réalisé sur ces fractions afin de 

cibler les plus actives pour un fractionnement plus poussé. En effet, la nature de l’échantillon à 

séparer, le profil CCM, la quantité ainsi que la complexité de séparation constituent des facteurs 

décisifs du choix de la technique chromatographique adéquate pour un fractionnement de 

deuxième intention à savoir : 

IV.2.1. Chromatographie d’exclusion sur gel de Sephadex® LH-20 

Après fractionnement principal de l’extrait actif et récupération des fractions, la chromatographie 

d’exclusion sur gel a été réalisée dans le but de séparer les composés de masses distinctes à partir 

des fractions actives. Techniquement, chaque colonne a été remplie par la phase stationnaire 

constituée d’un polymère poreux qui est le gel de Sephadex® LH-20 (Pharmacia Biotech), puis 

imprégné par la phase mobile mise au point sur CCM jusqu’à stabilisation immédiate de la 

colonne. Par la suite, la fraction que l’on souhaite séparer a été solubilisée dans la phase mobile, 

filtrée si nécessaire et injectée soigneusement en tête de la colonne puis l’élution par le système 

approprié a été démarrée.  

Le principe de cette chromatographie repose sur la séparation des molécules en fonction de leur 

taille et donc de leur masse moléculaire. En utilisant un gel donné à un domaine de fractionnement 

spécifique, les molécules plus grosses que la limite supérieure de fractionnement, la limite 

d'exclusion, éluent en premier. Dans notre cas, le gel Sephadex® LH-20 a été utilisé car il est 

stable en présence des solvants organiques constituant la phase mobile. La chromatographie 

d’exclusion sur gel de Sephadex® LH-20 est une technique précieuse. Parmi ses avantages, elle 

pourrait être utilisée pour des mélanges biologiques souvent sensibles à la dénaturation et à la 

dégradation (Barth et al., 1981). De plus, de nombreuses études ont démontré l’efficacité de la 

colonne de Sephadex LH-20 dans l’extraction des composés bioactifs à partir des plantes (Toro-

Uribe et al., 2020 ; Mottaghipicheh et Iriti, 2020) et particulièrement les composés phénoliques 

(Amarowicz et al., 2003). Néanmoins, c’est l’une des techniques de chromatographie les plus 

difficiles à maitriser techniquement. Son montage nécessite une stabilisation de la colonne ainsi 



75 / 215

Este documento incorpora firma electrónica, y es copia auténtica de un documento electrónico archivado por la ULL según la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente dirección https://sede.ull.es/validacion/

Identificador del documento: 3453269				Código de verificación: C19CelPo

Firmado por: Ikrame Zeouk Fecha: 21/05/2021 13:04:20
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

Jacob Lorenzo Morales 21/05/2021 13:16:20
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

María de las Maravillas Aguiar Aguilar 03/06/2021 16:29:04
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

Universidad de La Laguna
Oficina de Sede Electrónica

Entrada
Nº registro:  2021/40772

Nº reg. oficina:  OF002/2021/40167
Fecha:  21/05/2021 13:19:22

Partie II : Matériel et Méthodes  

 48 

qu’une précaution afin d’éviter toutes fissures possibles ou hétérogénéité car une fois la colonne 

est laissée à sec, une détérioration est fortement possible.  

IV.2.2. Chromatographie sur colonne (CC) humide 

Après la chromatographie sur colonne de Sephadex, les sous fractions obtenues des fractions 

actives ont été purifiées en utilisant une succession des colonnes humides sur gel de silice 

Macherey-Nagel 60 (15-40 et 63-200 mm) réalisées dans des colonnes en verre et éluées par les 

phases mobiles adéquates. Les dimensions de la colonne ont été choisies en fonction de la quantité 

de l’échantillon à purifier. En effet, le principe de la CC par voie humide est le même que celui 

par voie sèche précédemment décrite. Pour ce faire, la colonne a été remplie par le système éluant, 

puis l’échantillon à purifier a été solubilisé dans ce même système pour être injecté soigneusement 

sur les parois de la colonne avant de lancer l’élution.  

IV.2.3. Chromatographie centrifuge sur couche mince : Chromatotron 

Les étapes de purification ont inclus également la chromatographie centrifuge dite radiale. Il s’agit 

d’une technique chromatographique préparative qui permet la purification des mélanges 

chimiques, dont le dispositif utilisé est un Chromatotron (Figure II.9).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Le principe de fonctionnement du Chromatotron consiste à séparer un mélange par un 

chromatographe radial à couche mince (Harrison Research Inc. model 7924 T) qui utilise la force 

centrifuge générée lors d’une rotation de la couche mince autour de son axe. Techniquement, des 

disques de gel de silice (60 PF254) dont l'épaisseur varie de 1 à 4 mm selon la quantité de 

l’échantillon à purifier ont été introduit dans le Chromatotron, après mise en rotation du disque 

Figure II.9. Protocol de la chromatographie radiale à couche mince en 

utilisant un « Chromatotron » 
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de silice avec un débit de 2 à 4 ml/min, la sous fraction à purifier a été solubilisée dans le solvant 

adéquat puis injectée rapidement dans la zone centrale du disque. Par la suite, le système éluant 

convenable a été injecté de façon continue par une ampoule. Cette élution forme des bandes 

circulaires des composés séparés et grâce à la force centrifuge, ces composés vont migrer vers 

l'extérieur du disque pour être collectés dans plusieurs tubes à essais. L'ensemble de ce dispositif 

doit être maintenu couvert afin d'éviter l'évaporation du solvant, tout en développant un 

chromatogramme. Ce système présente plusieurs avantages, les séparations se réalisent 

rapidement dans habituellement 20 min tout en observant directement les composés absorbant 

les UV (Ultra-violet) ou colorés pendant la séparation à l’aide d’un couvercle transparent aux 

UV. En revanche, les disques de différentes épaisseurs donnent une capacité d’utilisation élevée 

en plus de la possibilité de recyclage pour réutilisation. 

IV.2.4. Chromatographie sur couche mince (CCM) préparative  

Parmi les autres étapes de purification, la CCM préparative a été réalisée sur une plaque (20 x 20 

cm) recouverte de gel de silice (60 F254, Macherey-Nagel) (Figure II.10, A). Pour ce faire, 

l’échantillon à séparer a été déposé manuellement sous forme d’une bande concentrée. Après 

séchage, la plaque a été développée dans la phase mobile appropriée. Ensuite, toutes les bandes 

ont été grattées à l’aide d’une spatule et chaque bande a été placé dans un entonnoir filtrant sous 

vide élué par l’acétate d’éthyle afin de séparer la silice du composé cherché (Figure II.10, B), puis 

le solvant a été évaporé à sec. L’avantage de cette technique réside dans sa simplicité, sa rapidité 

et sa capacité à purifier des échantillons de petites quantités. 

 

 

 

 

 

 

 Figure II.10. Protocol utilisé pour la CCM préparative : A, Couche 

mince de silice contenant le composé à purifier ; B, Entonnoir 

filtrant 
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Les différentes techniques utilisées dans cette partie de fractionnement ont été utilisées 

successivement avec une adaptation du support ou du système éluant afin d’atteindre un niveau 

de séparation optimal. En revanche, la combinaison de ces différentes méthodes produit des 

composés plus purs, ce qui facilite par la suite l’élucidation de leurs structures. Par conséquent, 

nous pouvons faire un récapitulatif de ce fractionnement comme suit : 

Après séparation de l’extrait brut, la recherche bioguidée a été focalisée sur les fractions actives 

qui ont été soumises à une chromatographie sur colonne de sephadex LH-20 en utilisant un 

système éluant composé de MeOH-CHCl3 (1:1, 2 L). Les sous fractions ont été ensuite combinées 

selon leurs profils CCM. Par la suite, les sous-fractions ayant montré une activité prometteuse 

contre les souches leishmaniennes testées ont été soumises à plusieurs étapes chromatographiques 

sur gel de silice, des chromatographies centrifuges et des CCM préparatives en utilisant différents 

mélanges d'hexane-EtOAc, d'hexane-Et2O, de CH2Cl2-EtOAc et de CH2Cl2-acétone comme 

système éluant choisi selon le cas et le profil CCM. Le processus de ce fractionnement bioguidé 

est illustré dans la figure II.11. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure II.11. Processus du fractionnement bioguidé utilisé contre Leishmania spp. 
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IV.2.5. Identification des structures des composés antileishmaniens  

Le fractionnement bioguidé de l’extrait actif contre les souches de Leishmania spp. nous a permis 

d’isoler des composés purs dont l’identification structurale a été effectuée par RMN-1H, et à 

chaque fois que nécessaire, par RMN-13C. Pour ce faire, les échantillons ont été dissous dans des 

solvants deutérés adéquats dans des tubes analytiques de 5 mm de diamètre. Par la suite, selon la 

quantité du composé à analyser et la résolution souhaitée, les spectres 1D ont été enregistrés soit 

avec un spectromètre de type Brüker Avance 500 (fréquence de 500.13 MHz (1H) et 125.25 MHz 

(13C)) ou avec Brüker Avance 600 (fréquence de 600.13 MHz (1H) et 150.25 MHz (13C)). Les 

structures obtenues ont été analysées par le logiciel de traitement des données Topspin 2.1, et 

appuyées par des expérimentations de corrélation de RMN bidimensionnelles (RMN-2D) 

notamment HMBC, HSQC et ROESY (réalisées sur le même spectromètre Brüker Avance). Ces 

techniques permettent la visualisation et l’analyse des corrélations existantes entre les différents 

signaux donnés pour la structure d’une molécule. Selon Liu et Tomi (2008), l’expérience HMBC 

s’avère d’une grande utilité pour indiquer la corrélation entre un atome de carbone et un proton 

situé à plusieurs liaisons de distance, alors que l’expérience HSQC montre exactement quel proton 

est directement lié à quel carbone. Quant à ROESY, c’est une expérience qui mit en évidence les 

interactions dipolaires de deux atomes hydrogènes. Grâce au couplage RMN mono- et 

bidimensionnels, de nombreuses études ont pu déterminé avec certitude la structure chimique des 

composés isolés à partir des extraits de plantes médicinales (Hermoso et al., 2003 ; Reyes et al., 

2006 ; Sun et al., 2020).  

V. Détermination du mécanisme d’action des composés leishmanicides 

Différentes techniques permettent d’observer et de quantifier des phénomènes spécifiques de 

l’apoptose. En effet, l’apoptose se caractérise par des modifications morphologiques et 

biochimiques. Elle débute par la condensation du cytoplasme avec une diminution importante du 

volume cellulaire menant à un changement de la taille et de la forme des cellules. Les 

mitochondries des cellules apoptotiques présentent de nombreuses modifications dont celle 

principale est la diminution du potentiel de la membrane mitochondriale (Wang et Youle, 2009). 

Un autre évènement couplé à l’apoptose est celui de la condensation de la chromatine nucléaire, 

puis le clivage internucléosomique de l’ADN génomique. Cependant, malgré tous ces 

changements, l’intégrité structurelle des organelles reste intacte, au moins pendant les phases 

initiales ce qui joint l’altération de la perméabilité membranaire à la liste des évènements typiques 

de l’apoptose (Zhang et al., 2018). 
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Dans notre étude, la détection des évènements typiques de l’apoptose a été réalisée par différents 

marqueurs allant de la perméabilité membranaire du parasite jusqu’à son matériel génétique. Pour 

ce faire, dans un premier temps, une étape commune a été réalisée dans laquelle les promastigotes 

ont été traités par les CI90 des différents composés actifs. Après 24h d’incubation, les cellules 

traitées ont été récupérées à partir des puits et centrifugées à 1500 tpm pendant 10 min. Ensuite, 

le culot a été solubilisé soigneusement dans 50 µl du tampon avant d’être incubé avec le réactif 

approprié pour chaque test du marquage (kit) décrit ci-dessous. Au fur et à mesure, un contrôle 

négatif (cellules non traitées) a été préparé dans les mêmes conditions. Après les différentes 

incubations avec les réactifs spécifiques à chaque mécanisme, les suspensions cellulaires traitées 

ont été transférées à une plaque de 96 puits, puis les cellules ont été analysées par un microscope 

confocale au laser (40x et 100x) (EVOS FL Cell Imaging System AMF4300, Life Technologies, 

Madrid, Spain). 

V.1. Détection de l’altération de la perméabilité membranaire 

Pour détecter la perméabilité de la membrane plasmique des parasites, le kit SYTOX Green a été 

utilisé. Le principe de cette méthode se base sur l’intégrité membranaire des cellules. Le SYTOX 

Green est une molécule de très forte affinité pour les acides nucléiques, son intensité de 

fluorescence est multipliée par 500 fois lorsqu’elle se lie à l’ADN. C’est une molécule 

imperméable aux cellules dont les membranes sont intactes. Par conséquent, les cellules mortes 

ou non saines peuvent être facilement distinguées des cellules vivantes par l'augmentation du 

signal fluorescent. Pour ce faire, les parasites traités ont été incubés avec SYTOX Green à une 

concentration finale de 1 µM pendant 15 min dans l'obscurité (López-Arencibia et al., 2019).  

V.2. Analyse du potentiel de la membrane mitochondriale 

Le kit JC-1 (JC-1 Mitochondrial Membrane, Potential Assay Kit, Cayman Chemical) est l’une des 

méthodes les plus utilisées pour l’analyse du potentiel de la membrane mitochondriale. Il s’agit 

d’un fluorochrome sous forme d’un cation lipophile sensible au voltage s’accumulant 

sélectivement dans les mitochondries. Normalement les cellules saines ont un potentiel 

mitochondrial élevé, le JC-1 du fait de sa charge positive, il s’accumule et forme des complexes 

dites J-agrégats caractérisés par une fluorescence rouge intense. Cependant, dans le cas des 

cellules apoptotiques à faible potentiel, le JC-1 reste dans le cytosol sous forme de monomère 

montrant une fluorescence verte. La fluorescence obtenue est proportionnelle au potentiel de la 

membrane mitochondriale. Autrement dit, plus ce dernier est élevé, plus le JC-1 s’accumule dans 
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la mitochondrie. Pour ce faire, les promastigotes traités comme décrit ci-dessus ont été incubés 

avec la sonde JC-1 (1 :10 v/v) à 26°C pendant 30 min (Cartuche et al., 2019). 

V.3. Dosage de la production d’ATP 

Le dysfonctionnement de la mitochondrie se confirme également par le dosage d’ATP produite 

par les promastigotes traités par les composés bioactifs. Cette quantification a été performée en 

utilisant la méthode luminescente par le kit Cell Titer-Glo® (Luminescent Cell Viability Assay 

(Promega)). Le principe de cette méthode se base principalement sur l’émission de la lumière lors 

de l’oxygénation du d-Luciférine en Oxyluciférine. Ceci implique la présence de la luciférine, la 

luciférase et de l'oxygène, mais aussi de l'ATP et de l’ion Mg++. Pour ce faire, les parasites traités 

ont été transférés dans une plaque 96 puits. Par la suite, 100 μl du réactif ont été ajoutés à chaque 

puits, la plaque a été agitée pendant 2 min et incubée à l’obscurité et à température ambiante 

pendant 10 min afin de stabiliser le signal luminescent. Le contrôle négatif a été préparé dans les 

mêmes conditions sans traitement (Cartuche et al., 2019). Après incubation, l’intensité de la 

luminescence a été mesurée par le lecteur de microplaque Enspire (PerkinElmer, Massachusetts, 

USA). Les résultats ont été exprimés en pourcentage par rapport au contrôle négatif (100% de 

production d’ATP) et positif (la miltéfosine). 

V.4. Evaluation de la condensation de la chromatine nucléaire   

Le kit de détection d'apoptose à double coloration (Hoechst 33342 / PI) (Life Technologies) a été 

utilisé afin d’analyser l’état de la chromatine au sein des cellules. C’est un kit qui contient deux 

colorants qui diffèrent par leurs caractéristiques spectrales et leur capacité à pénétrer dans la 

cellule. Hoechst 33342 est un colorant à fluorescence bleue, alors que l’iodure de propidium (PI) 

est un colorant à fluorescence rouge. Les propriétés de ce test permettent de distinguer les cellules 

normales, apoptotiques et mortes. Après excitation, Hoechst 33342 colore la chromatine 

condensée dans les cellules apoptotiques plus brillamment que la chromatine dans les cellules 

normales, tandis que, l'iodure de propidium qui est un agent intercalant de l’ADN, n’est perméable 

qu’aux cellules mortes en les colorant en rouge. De ce fait, le protocol utilisé consiste à incuber 

les promastigotes traités avec Hoechst 33342 à 5 μg / ml et PI à 1 μg / ml pendant 15 min à 26°C 

(Sifaoui et al., 2018).  

V.5. Marquage des espèces réactives de l’oxygène 

Afin de compléter le chemin des évènements spécifiques de l’apoptose induite par les composés 

actifs, le marquage des espèces réactives de l’oxygène (ROS) s’avère nécessaire, car sous stress, 

le parasite régénère les ROS comme réponse à un agent antimicrobien. Le kit CellROX (Thermo 
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Fisher Scientific), une sonde fluorogène, a été utilisé pour mesurer le stress oxydatif dans les 

cellules traitées. Il s’agit d’un colorant perméable aux cellules, et non fluorescent à l'état réduit. 

Cependant, lors de l'oxydation par des espèces réactives de l'oxygène (ROS), il présente une 

fluorescence brillante intense. La mise en évidence des ROS implique l'incubation des parasites 

traités avec 5 µM du réactif CellROX pendant 30 min à 26°C (Sifaoui et al., 2019). 

L’ensemble de ces tests a été performé selon les recommandations du fabriquant (Figure II.12). 

L’utilisation des kits pour la détection de l’apoptose présente de nombreux avantages. Elle est 

rapide, pratique et fiable. Plusieurs études ont détecté l’apoptose induite par différents agents 

antimicrobiens chez les amibes et les parasites en suivant le même protocol (López-Arencibia et 

al., 2019 ; Cartuche et al., 2020 ; Sifaoui et al., 2020 ; Rizo-Liendo et al., 2020). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure II.12. Protocol suivi pour l’élucidation du mécanisme d’action des composés purs sur 

la forme promastigote de L. donovani et L. amazonensis 



82 / 215

Este documento incorpora firma electrónica, y es copia auténtica de un documento electrónico archivado por la ULL según la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente dirección https://sede.ull.es/validacion/

Identificador del documento: 3453269				Código de verificación: C19CelPo

Firmado por: Ikrame Zeouk Fecha: 21/05/2021 13:04:20
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

Jacob Lorenzo Morales 21/05/2021 13:16:20
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

María de las Maravillas Aguiar Aguilar 03/06/2021 16:29:04
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

Universidad de La Laguna
Oficina de Sede Electrónica

Entrada
Nº registro:  2021/40772

Nº reg. oficina:  OF002/2021/40167
Fecha:  21/05/2021 13:19:22

Partie II : Matériel et Méthodes  

 55 

VI. Test de cytotoxicité des composés actifs sur les macrophages  

La cytotoxicité est l'un des indicateurs les plus importants dans les études biologiques et 

spécialement dans la découverte de nouveaux agents antimicrobiens. Les tests de cytotoxicité 

permettent d'observer la croissance cellulaire, la viabilité et les effets morphologiques des 

molécules in vitro. En revanche, un large spectre de tests de cytotoxicité est actuellement utilisé 

dans les domaines de toxicologie et de pharmacologie, et donc le choix de la méthode appropriée 

est crucial pour obtenir des résultats précis et fiables. Dans la présente étude nous avons choisi le 

dosage fluorométrique par le réactif AlamarBlue. Il a été rapporté que les dosages fluorométriques 

offrent de nombreux avantages par rapport aux tests traditionnels. Ils sont faciles à réaliser, 

sensibles et applicables pour les lignées cellulaires en suspension ou adhérentes (Aslantürk, 2018) 

comme le cas des macrophages. De ce fait, la cytotoxicité des composés purs isolés à partir des 

deux plantes (objet de cette thèse) a été évaluée sur la lignée cellulaire J774 des macrophages 

murins selon le protocol suivi par Sifaoui et al. (2017). Pour ce faire, les macrophages ont été 

ensemencés dans une microplaque de 96 puits pendant 2h et ont été mis dans l’incubateur pendant 

2h (37°C, 5% CO2) pour permettre l’adhésion des cellules. La concentration des cellules dans les 

puits a été de 2×105 dans le milieu de culture RPMI enrichi de 10% de SVF. Entretemps, des 

dilutions en série (100-1,5625 µg/ml) de chaque composé ont été préparées dans un « Deepwell ». 

Par la suite, chaque ligne de dilution a été transférée à la microplaque contenant la culture des 

macrophages pour donner un volume final de 100 µL. Enfin, la microplaque a été réincubée 

pendant 24h à 37°C (5% CO2). Le pourcentage de viabilité cellulaire a été évalué par ajout du 

réactif AlamarBlue (10%). Les courbes dose-réponse ont été tracées et les valeurs des CC50 ont 

été calculées.
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Partie III 
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CHAPITRE 1. Séléction des plantes  

anti-Leishmania et anti-Staphylococcus aureus 

 

I. Introduction  

Partout dans le monde, la découverte des médicaments et le traitement de plusieurs maladies ont 

commencé avec l'utilisation des plantes et leurs dérivés (Salim et al., 2008). Le Maroc offre une 

gamme variée de bioclimats méditerranéens permettant une grande richesse en biodiversité florale 

avec plus de 4200 espèces de plantes (El Meskaoui A. et al, 2008). Les espèces à intérêt 

aromatique et/ou médicinal sont estimées à 500-600 espèces, dont un grand nombre sont 

endémiques (Neffati et Sghaier, 2014). D’ailleurs, le Maroc est un fournisseur traditionnel du 

marché mondial en plantes aromatiques et médicinales (PAM), avec une centaine de plantes 

exportées (Zrira, 2003). De plus, le pays dispose d'un savoir-faire ancestral marqué par le nombre 

important des herboristes distribués dans différentes villes. Cependant, cette richesse florale reste 

peu exploitée et plus particulièrement au centre du Maroc alors que c’est une zone connue par une 

grande diversité géographique et climatique. De ce fait, les connaissances traditionnelles peuvent 

servir de moteur de recherche puissant pour la mise en évidence de la richesse végétale de cette 

zone ce qui facilitera la découverte de médicaments à partir de produits naturels intentionnels, 

ciblés et sûrs.  

C’est dans cet optique que ce chapitre s’est consacré à répertorier, d’après une étude 

ethnobotanique menée dans la région de Fès-Meknès, les plantes utilisées par la population locale 

dans le traitement des infections cutanées qui sont un symptôme commun entre le type 

d’infections causées par les deux germes de cette étude, Leishmania et S. aureus. 

Dans la première partie, nous exposerons l’inventaire des plantes citées par les herboristes, les 

familles phytochimiques, les noms vernaculaires, les parties utilisées, les modes de préparation et 

d’administration, ainsi que le calcul des indices de fréquence de citation (IF). 

Dans la deuxième partie, une sélection des plantes les plus citées est accomplie en se basant sur 

l’IF calculé pour chaque espèce ainsi que sur l’apport de la littérature. 
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II. Inventaire des plantes utilisées 

Dans le présent travail, l’étude ethnobotanique a été réalisée en utilisant un questionnaire fondé 

sur différentes informations à propos des plantes anti-éruptions cutanées prescrites par les 

herboristes, sachant que l’éruption cutanée peut être dues à des virus, des champignons, des 

allergènes, des parasites comme les espèces du genre Leishmania ou à des bactéries comme 

Staphylococcus aureus ou à des surinfections microbiennes. Pour des raisons géographiques, 

épidémiologiques (foyers de leishmaniose prouvés) ainsi que l’effectif élevé des herboristes dans 

chaque ville de la région de Fès-Meknès, quatre villes ont été prises en considération dans cette 

étude à savoir Fès, Meknès, Taounate, et Sefrou. Afin de documenter les connaissances locales 

dans ces villes, un entretien d’environ 45 min a été mené auprès des herboristes locaux distribués 

dans chaque ville. Un total de 107 herboristes et guérisseurs traditionnels (n=107) a été interrogé. 

Selon la disponibilité et la possibilité d’accès aux informations, les informateurs ont été répartis 

comme suit : 63 informateurs à Fès, 14 à Meknès, 14 à Taounate et 16 à Sefrou. Cette enquête 

nous a permis d’inventorier les plantes réputées efficaces dans le traitement des infections 

cutanées qui ont été exposées aux participants à l’étude ethnobotanique sous forme des images 

montrant des éruptions cutanées causées par Leishmania spp. et S. aureus. 64 espèces végétales 

reparties en 35 familles ont été mentionnées (Tableau III.1). Les résultats de l’enquête concernant 

les familles des plantes recommandées ont montré que la famille des Lamiaceae a été la plus 

représentative (17,19%) avec 11 espèces, suivies des Apiaceae (9,38%) avec 6 espèces, puis des 

Asteraceae (6,25%) avec 4 espèces, alors que plusieurs autres familles ont été représentées mais 

avec au moins une seule espèce (Figure III.1). L’enquête a également révélé que les feuilles ont 

été la partie la plus fréquemment citée pour préparer les remèdes avec 43,3%, suivies des fleurs 

(13,3%), puis des racines (12,2%) (Figure III.2). Ces remèdes ont été préparés dans la plupart du 

temps par des décoctions dans de l'eau comme solvant (52%) (Figure III.3). La majorité de ces 

préparations ont été administrées par voie externe (73%) contre 27% seulement par voie orale 

(Figure III.4).  
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Tableau III.1. Inventaire des plantes utilisées dans le traitement des infections cutanées dans les 

villes de Fès, Meknès, Taounate et Sefrou. 

Espèce Nom 

vernaculaire 

Famille Partie 

utilisée 

Mode de 

preparation 

Voie 

d’admini-

startion 

Ville de 

citation et 

FI (%) 

Allium 

ampeloprasum (= 

Allium porrum) 

El Kerrat Alliaceae Feuilles 

Fleurs 

Décoction Cutanée Fès 

0,93 

Aloe vera Alovera Aloeaceae Feuilles Cataplasme 

Décoction 

Infusion 

Cutanée Taounate 

0,93 

Ammi majus 

 

Trillan/ 

Tlilan 

Apiaceae Feuilles Décoction Cutanée Fès et 

Taounate 

3,74 

Ammi visnaga El 

khellabariya/ 

Bechnikha/ 

Kessiba 

Apiaceae Feuilles 

Racines 

Cataplasme 

Décoction 

Cutanée Fès 0,93 

Artemisia herba 

alba 

Chih Asteraceae Feuilles Cataplasme Cutanée Fès, 

Meknès, 

Taounate 

3,74 

Alkkanna 

tinctoria 

Taymant Boraginaceae Racines Cataplasme Cutanée Meknès 

3,74 

Aquilaria 

malaccensis 

Oud Aghris Thymelaeaceae Racines Cataplasme Cutanée Meknès 

2,80 

Berberis 

hispanica 

Azirki 

Berztam 

Berberidaceae Racines Cataplasme 

Décoction 

Cutanée Fès 

Meknès 

Taounate  

Sefrou  

19,62 

Carlina/Atractylis 

gummifera 

Addad Asteraceae Racines Cataplasme Cutanée Fès 

0,93 

Chamaemelum 

nobile 

Babounj Asteraceae Feuilles Infusion Orale Fès,  

Taounate 

1,87 

Cicer arietinum Hemmes Fabaceae Fruit Cataplasme Cutanée Fès 0,93 
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Crocus sativus Zaafrane Iridaceae Stigmate Décoction Cutanée Fès 0,93 

Citrus aurantium Renj Rutaceae Fruit Décoction Orale 

Cutanée 

Fès 0,93 

Crataegus 

monogyna 

(= Crataegus 

oxyacantha) 

Zaarour Rosaceae Feuilles, 

Fleurs 

Partie 

aérienne 

Fruit 

Décoction 

Infusion 

Cutanée Fès, 

Meknès,  

Sefrou 

14,01 

Curcuma longa Kharqoum Zingiberaceae Racines Décoction Cutanée Fès 0,93 

Cistus salviifolius Tarahla Cistaceae Feuilles Décoction Cutanée Sefrou 

13,08 

Cinnamomum 

spp. 

Dar Sini/ 

Karfa 

Lauraceae  Bois Décoction Orale Sefrou 

5,60 

Daucus carota Khizzo Apiaceae Plante 

entière 

Fruits 

Décoction 

Cataplasme 

Cutanée Fès 0,93 

Dittrichia viscosa 

(= Inula viscosa) 

Magraman/ 

Bayraman 

Asteraceae Feuilles 

Plante 

entière 

Cataplasme Cutanée Fès,  

Meknès, 

Taounate, 

Sefrou 

25,23 

Ephedra altissima DilEloud Ephedraceae Racines Décoction Orale Sefrou 

11,21 

Eruca sativa Jerjir Brassicaceae Fleurs 

Graines 

Décoction Orale Fès 2,80 

Eucalyptus 

globulus 

Eucalyptus Myrtaceae Feuilles Décoction Cutanée Fès 0,93 

Ferula assa- 

foetida 

Elwachk Apiaceae Feuilles 

Fleurs 

Cataplasme 

Décoction 

Cutanée Fès 0,93 

Foeniculum 

vulgare 

Chemmar/ 

besbas 

Apiaceae Feuilles Décoction Cutanée Fès 0,93 

Glycyrrhiza 

glabra 

Erk sous Fabaceae Racines Décoction Cutanée Fès 0,93 

Globularia 

alypum 

Ain larnab/ 

Tasalgha 

Plantaginaceae Feuilles Décoction Cutanée Fès 

Taounate 

3,74 

Hibiscus 

sabdiriffa 

Karkadiya Malvaceae Fleurs Decoction  Orale Sefrou 

0,93 
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Illicium verum Badiyan Illiciaceae Plante 

entière 

Graines 

Infusion 

Cataplasme 

Orale 

Cutanée 

Fès 0,93 

Juniperus 

oxycedrus 

Taqqa Cupressaceae Graines Décoction 

Cataplasme 

Cutanée Fès 

Taounate 

3,74 

Juniperus 

phoenicea 

Laararlfinikiya Cupressaceae Fleurs Décoction Cutanée Sefrou 

1,86 

Juncus rigidus/ 

arabicus 

Oud Semmar Juncaceae Racines Cataplasme Cutanée Taounate 

0,93 

Lavandula 

dentata 

Lakhzama/ 

Khiyata 

Lamiaceae Feuilles 

Fleurs 

Plante 

entière 

Infusion Orale 

Cutanée 

Fès 

Meknès 

Taounate  

Sefrou 

18,69 

Lavandula 

angustifolia 

LaKhzama Lamiaceae Feuilles 

Fleurs 

Plante 

entière 

Infusion Orale 

Cutanée 

Meknès, 

Sefrou 

2,80 

Lepidium sativum Heb errchad Brassicaceae Graines Décoction 

Cataplasme 

Orale 

Cutanée 

Taounate, 

Meknès, 

Sefrou 

2,80 

Lawsonia inermis EL Henna Lythraceae Feuilles Cataplasme Cutanée Fès 0,93 

Laurus nobilis Elghar/ 

Chajratsidna 

Moussa 

Lauraceae Feuilles Décoction Cutanée Fès 0,93 

Linum 

usitatissimum 

Zeriiet El 

kettan 

Linaceae Graines Cataplasme Cutanée Sefrou 

0,93 

Marrubium 

vulgare 

Meriwta/ 

Merriwa 

Lamiaceae Feuilles 

Fleurs 

Plante 

entière 

Décoction Cutanée Meknès 

0,93 

Mentha piperita NaânaâElfolfo

li/Naânaâ El 

Âbdi 

Lamiaceae Feuilles Infusion Orale 

Cutanée 

Fès 0,93 

Melissa officinalis Milissa/ 

Hmmida 

Lamiaceae Feuilles Infusion Cutanée Sefrou 

1,87 

Myrtus communis Rayhan Myrtaceae Feuilles Décoction Orale Sefrou 
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3,74 

Nerium oleander Defla Apocynaceae Feuilles 

Plante 

entière 

Partie 

aérienne 

Cataplasme Cutanée Fès 

3,74 

 

Nigella sativa Sanouj Ranunculaceae Graines Infusion Orale Sefrou 

5,61 

Ocimum canum Errayhan el 

kafouri 

Lamiaceae Feuilles Décoction Orale Fès 0,93 

 

Origanum 

majorana 

Merdedouch/ 

Berkdouch 

Lamiaceae Feuilles 

Plante 

entière 

Décoction Cutanée Fès 

Taounate 

2,80 

Olea europea Zitoun Oleaceae Feuilles 

Fruit 

Décoction 

Cataplasme 

Cutanée Fès 3,74 

Oenothera spp. Akhdariya Onagraceae Feuilles 

Fleurs 

Décoction Cutanée Fès 0,93 

Petroselinum 

crispum 

Maadnous Apiaceae Feuilles Infusion 

Décoction 

Orale Fès 0,93 

Pelargonium 

graveolens 

Laatercha Geraniaceae Feuilles 

Fleurs 

Décoction Cutanée Fès 0,93 

Punica granatum Remman Lythraceae Ecorce Décoction Cutanée Fès 

Meknès 

4,67 

Plantago major Lsanlhamal/ 

Aslouj 

Plantaginaceae Feuilles Décoction Cutanée Fès 0,93 

Rhamnus 

alaternus 

Amlilis Rhamnaceae Feuilles Décoction 

Cataplasme 

Cutanée Fès 

Meknès 

Taounate  

9,35 

Ricinus communis El Kharwaae Euphorbiaceae Feuilles Cataplasme 

Décoction 

Cutanée Taounate 

0,93 

Rosmarinus 

officinalis 

Azir Lamiaceae Feuilles 

Fleurs 

Infusion 

Décoction 

Orale 

Cutanée 

Fès 

Sefrou 

11,21 

Rubia tinctorum Elfowa Rubiaceae Racines Décoction Cutanée FèsMeknès 

Taounate  

9,35 

Salvia officinalis Salmiya Lamiaceae Feuilles Cataplasme Cutanée Fès 0,93 
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Salvadora persica Swak Salvadoraceae Racines Cataplasme Cutanée Meknès 

0,93 

Syzygium 

aromaticum 

Kranfel/ 

Oud nowar 

Myrtaceae Clou Infusion 

Décoction 

Orale 

Cutanée 

Fès 

Sefrou 

1,87 

Tetraclinis 

articulata 

Aarâar Cupressaceae Feuilles Infusion Orale Fès 

Meknès 

3,74 

Thymus 

algeriensis 

Zâatar Lamiaceae Plante 

entière 

Feuilles 

Infusion 

Décoction 

Orale Fès 

Meknès 

Taounate  

Sefrou 

12,15 

Thymus atlanticus Zîitra Lamiaceae Feuilles Décoction 

Cataplasme 

Orale 

Cutanée 

Fès 0,93 

Thymelaea 

tartonraira 

El matnan 

Talazazt 

Thymelaeaceae Feuilles Cataplasme Cutanée Taounate 

2,80 

Urtica dioica Herriga/ 

Herricha 

Urticaceae Feuilles 

Fleurs 

Plante 

entière 

Décoction Cutanée Fès 

Meknès 

Taounate  

3,74 

Zizyphus lotus Nbeg Rhamnaceae Feuilles 

Fruit 

Décoction 

Cataplasme 

Cutanée Fès 0,93 
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Figure III.1. Familles botaniques inventoriées lors de l’étude 

ethnobotanique dans les quatre villes de la région Fès- Meknès 

Figure III.2. Parties utilisées dans la préparation des remèdes 
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Figure III.3. Mode de préparation des remèdes prescrits par les herboristes 

de la région étudiée 

Figure III.4. Voies d’administration des remèdes préparés prescrits par les 

herboristes dans les villes de la région de Fès-Meknès 
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III. Sélection des plantes  

Selon Coulerie (2012), un certain nombre de critères peuvent être pris en considération pour le 

choix des plantes à partir des études ethnobotaniques. Dans notre étude, la sélection des plantes a 

été basée dans un premier temps sur l’indice de fréquence de citation (IF) et l’origine 

géographique, puis une recherche bibliographique a été menée sur les plantes à IF élevé afin de 

ne garder que les espèces les moins étudiées vis-à-vis de nos germes cibles et de combler un 

manque de potentialités biologiques contre Leishmania et S. aureus. 

Les résultats ont montré que les valeurs de l’IF ont varié entre 0,93 et 25,23 (Tableau III.1). Les 

plantes citées au moins quatre fois (IF ≥ 3,74) ont été retenues. Par conséquent, parmi les 64 

plantes, 23 espèces ont été considérées comme les plus fréquemment citées dans les quatre zones 

étudiées. A l’aide d’une analyse bibliographique, nous avons développé plus en détails ces plantes. 

Ceci nous a mené à éliminer les espèces largement étudiées contre les deux germes à savoir 

Thymus algeriensis, Rosmarinus officinalis, Tetraclinis articulata, Nigella sativa, Cinnamomum 

spp., Olea europea et Myrtus communis. De plus, Artemisia herba alba a été écartée du criblage 

anti-Leishmania spp., tandis que Punica granatum a été éliminée du criblage anti-S. aureus.  

Seize plantes ont été alors retenues pour le criblage biologique à savoir Inula viscosa (25,23%), 

Berberis hispanica (19,62%), Lavandula dentata (18,69%), Crataegus oxyacantha (14,01%), 

Cistus salviifolius (13,08%), Ephedra altissima (11,21%), Rhamnus alaternus et Rubia tinctorum 

(9,35%), Punica granatum (4,67%), Juniperus oxycedrus, Urtica dioica, Nerium oleander, 

Globularia alypum, Alkkanna tinctoria, Artemisia herba alba et Ammi majus (3,74%) (Tableau 

III.2). 
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             Tableau III.2. Plantes sélectionnées pour étude. 

Espèce Famille 

botanique 

Partie utilisée  

Alkkanna tinctoria Boraginaceae Racine  

Ammi majus Apiaceae Feuille  

Artemisia herba alba Asteraceae Feuille  

Berberis hispanica Berberidaceae Racine  

Cistus salviifolius Cistaceae Feuille  

Crataegus oxyacantha Rosaceae Partie aérienne  

Ephedra altissima Ephedraceae Racine  

Globularia alypum Plantaginaceae Feuille  

Inula viscosa Asteraceae Feuille  

Juniperus oxycedrus Cupressaceae Graine  

Lavandula dentata Lamiaceae Feuille  

Neriumo leander Apocynaceae Feuille  

Punica granatum Lythraceae Ecorce  

Rhamnus alaternus Rhamnaceae Feuille  

Rubia tinctorum Rubiaceae Racine  

Urtica dioica Urticaceae Partie aérienne  

 

IV. Discussion  

Au Maroc, plusieurs études ethnobotaniques ont été entreprises dans diverses régions afin 

d’exploiter et de valoriser la diversité végétale inconcevable du pays. Dans la région de Rif 

occidental, Rhattas et al. (2016) ont montré que la famille des Lamiaceae est la plus utilisée par 

la population locale, et les espèces les plus utilisées incluent Cistus varius, Marrubium vulgare, 

et Mentha pulegium. Dans le moyen Atlas central, Daoudi et al. (2015) ont recensé 125 plantes 

médicinales réparties dans les différentes villes de la région à savoir Meknès, Elhajeb, Azrou, 

Ifrane, Khénifra, Mrirt et Timehdit. Ces plantes appartiennent à 50 familles et 111 genres. Les 

plantes les plus utilisées sont essentiellement Anacyclus pyrethrum (Akirkarha, 4,41%), 

Aristolochi alonga L. (Bereztam, 3,07 %), Urtica spp. (Hariga, 2,97%), et Corrigiola telephiifolia 

L. (Serguina, 2,87%).  
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Dans la région d’Ain Leuh, Akdime et al. (2015) ont recensé 139 plantes reparties en 53 familles. 

Les premiers rangs sont occupés par les Lamiaceae (11,4%), Rosaceae (8,94%), et Asteraceae 

(8,13%). Dans la région de Mechraâ Bel Ksiri, Benkhnigue et al. (2010) ont répertorié dans un 

catalogue à usage thérapeutique, 149 plantes médicinales appartenant à 127 genres et 52 familles 

dont les plus abondantes sont respectivement les Asteraceae, Lamiaceae, Apiaceae, Poaceae, 

Solanaceae et Fabaceae. Dans la région de Zaër, un catalogue de plantes médicinales a été mis en 

œuvre, il couvre 228 espèces végétales réparties en 223 genres et 79 familles avec une 

prédominance des Asteraceae, Leguminoseae, Apiaceae, Lamiaceae, Poaceae et Solanaceae. 

Parmi les espèces les plus utilisées par la population de cette région, se trouvent Origanum 

compactum L. (l’origan) et Mentha pulegium L. (la menthe pouliot) (Lahsissene et al., 2009). 

Dans la province de Settat, 90 espèces appartenant à 83 genres et à 44 familles ont été répertoriées, 

les familles les plus représentées sont les Lamiaceae (17,58%), suivie des Apiaceae (9,89%) et 

des Asteraceae (6,59%). La plupart de ces plantes sont utilisées dans le traitement des problèmes 

digestifs, respiratoires et hépatiques (Tahri et al., 2014). De plus, dans la ville de Kenitra, Salhi et 

al. (2010) ont inventorié 62 espèces appartenant à 58 genres et 34 familles, dont la plus 

représentative est la famille des Lamiaceae. Récemment, Zougagh et al. (2019) ont mené une 

étude ethnobotanique dans la ville de Casablanca sur les plantes utilisées dans le traitement des 

pathologies orales. Ils ont mis en œuvre une richesse remarquable avec 46 espèces appartenant à 

22 familles, dont la famille des Juglandaceae est la plus représentée et l’espèce Syzygium 

aromaticum (Krounfel) est la plus utilisée. Skalli et al. (2019) ont été intéressés par les plantes 

utilisées dans le traitement du diabète dans la ville de Rabat. Ils ont inventorié 18 familles 

botaniques incluant 30 espèces, parmi lesquelles Trigonella foenum graecum L. (Helba, 15,4%), 

Salvia officinalis L. (Salmia, 13,3%) et Olea europaea L. (Zaytoun, 10,8%) ont été les plus citées. 

Néanmoins, il y a eu un manque d'attention ethnobotanique dans le centre du Maroc et surtout 

celle accordée à l'utilisation des plantes dans le traitement des infections cutanées. C’est dans ce 

cadre que la présente étude a été menée dans le centre Nord du Maroc et a mis en lumière une 

large gamme de plantes utilisées par la population de Fès, Meknès, Taounate et Sefrou pour 

soigner les éruptions cutanées qui peuvent être causées par S. aureus ou Leishmania spp. Nous 

rappelons qu’un total de 64 espèces végétales appartenant à 35 familles a été prescrit par les 

herboristes et les guérisseurs traditionnels. Les familles de Lamiaceae, Apiaceae et Asteraceae ont 

été les plus représentées. En effet, ces familles engendrent d'importantes plantes utilisées dans la 

médecine traditionnelle et moderne, ainsi que dans les industries alimentaires et pharmaceutiques 

(Nieto, 2017 ; Kostić et al., 2020 ; Arana-Argáez et al., 2021). La diversité des espèces appartenant 
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à ces familles botaniques peut expliquer leur utilisation intense par les populations locales et dont 

la dominance pourrait être attribuée à leur abondance dans la flore des zones d'étude. De 

nombreuses études ethnobotaniques ont confirmé la prédominance de ces familles dans le 

traitement de différentes maladies et infections. Dans l’Anti-Atlas occidental du Maroc, une 

enquête ethnobotanique a souligné la prépondérance des Lamiaceae (8 espèces), Asteraceae et 

Apiaceae (5 espèces chacune) dans le traitement traditionnel du diabète (Barkaoui et al., 2017). 

Salhi et al. (2019) ont entrepris une étude ethnopharmacologique des plantes médicinales utilisées 

dans le traitement des brûlures cutanées au Maroc occidental dans laquelle ils ont démontré que 

les Lamiaceae et les Asteraceae sont les familles les plus recommandées par les herboristes. De 

plus, ces deux familles ont été les plus représentatives pour le traitement des maladies du système 

nerveux dans le Rif du Maroc avec 5 espèces chacune (Chaachouay et al., 2020). En revanche, 

Omwenga et al. (2015) ont mené une étude ethnobotanique dans la communauté de Kenya afin 

de documenter l'utilisation de plantes médicinales pour le traitement des infections cutanées en 

plus d’autres pathologies comme les infections des voies urinaires, de cavité buccale, et du 

système gastro-intestinal. De même, ils ont révélé que les Lamiaceae et les Asteraceae ont été les 

plus mentionnées avec 3 espèces chacune (12%). Dans le Sud-Est du Maroc, une enquête 

ethnopharmacologique des plantes utilisées dans le traitement traditionnel de l'hypertension et du 

diabète a confirmé la prédominance des Lamiaceae et des Apiaceae avec une mise en évidence de 

plusieurs espèces en commun avec notre étude, ce qui montre que ces espèces à usage cutané 

peuvent avoir un large spectre d’utilisation (Tahraoui et al., 2007). Cependant, dans l'Ouest du 

Madhya Pradesh en Inde, Wagh et Jain (2018) ont montré que c’est la famille des Euphorbiaceae 

(12 espèces) qui a été la plus abondante dans le traitement des troubles dermatologiques. 

Contrairement à notre étude, cette famille a été représentée par une seule espèce.  

A partir de cette gamme de plantes, les résultats obtenus ont également montré que les feuilles ont 

été la partie la plus utilisée dans la préparation des remèdes. Des études antérieures ont rapporté 

un large éventail de taux d'utilisation des feuilles. Cette utilisation intensive pourrait s'expliquer 

par plusieurs facteurs. En effet, les feuilles constituent un site principal de la photosynthèse et 

jouent un rôle important dans la vie des plantes. Elles peuvent également être utilisées comme 

organe synthétique et de stockage pour les métabolites secondaires (Li et al., 2020). De 

nombreuses études ont montré l’accumulation et la biosynthèse de diverses composés dans les 

feuilles tels que les sesquiterpènes, les flavonoïdes et d’autres (Henz Ryen et al., 2020 ; Noriega 

et al., 2020 ; Yang et al., 2020 ; Lama-Muñoz et al., 2020). Cependant, les facteurs 

développementaux et environnementaux peuvent affecter la teneur en métabolites secondaires des 
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feuilles de plantes médicinales (Li et al., 2016) tels que, par exemple, la saison de récolte, l’âge 

des feuilles et l’exposition ou non au soleil (Vázquez-León et al., 2017 ; Gomes et al., 2019). De 

plus, le mode d’extraction de ces métabolites influence également la teneur, le rendement et 

l’efficacité pour les deux usages, traditionnels et modernes. La prépondérance de la méthode de 

décoction pour préparer les remèdes a été largement rapportée ce qui corrobore notre résultat. 

Cette méthode a été la plus recommandée par les herboristes et ceci semble avoir un certain 

nombre d'avantages comme l'extraction d’une large gamme de substances végétales actives et 

solubles dans de l'eau bouillante tout en facilitant leur absorption par le corps (Bouasla et Bouasla, 

2017).  

Contrairement aux infections internes, en dermatologie la voie d’administration est 

majoritairement externe car le patient peut soit appliquer un cataplasme direct, soit un rinçage des 

éruptions en utilisant les décoctions et les infusions préparées. Autrement dit, l'utilisation interne 

des plantes médicinales est destinée le plus souvent aux troubles digestifs, maux d'estomac, 

diabète, troubles neurologiques, ou douleurs rhumatismales. Dans une étude menée par Al-Qura’n 

(2008), l'utilisation externe des remèdes à Jordan a été liée principalement aux cas des 

inflammations et des irritations de la peau (fissures, ecchymoses, gelures, piqûres de scorpion et 

piqûres d'insectes) et aux infections des muqueuses (irritations et infections de la bouche et des 

gencives, et les hémorroïdes). 

V. Conclusion 

De nombreuses études ethnobotaniques et ethnopharmacologiques ont été menées afin de créer le 

catalogue des plantes médicinales dans une région donnée, ou bien afin de documenter l'utilisation 

traditionnelle de ces plantes dans le traitement d’une large liste des infections telles que, entre 

autres, le diabète, les maladies respiratoires, gastro-intestinales et neurologiques. Cependant, il y 

a eu un manque d'attention ethnobotanique accordée à l'utilisation des plantes pour des troubles 

dermatologiques au Maroc ainsi qu’à l’échelle internationale.  

A partir de l’ensemble des résultats obtenus dans cette partie, les conclusions suivantes peuvent 

être tirées : 

➢ La région de Fès- Meknès est douée d’une richesse florale prometteuse. L’étude 

ethnobotanique dans les villes de Fès, Meknès, Taounate et Sefrou a permis d’inventorier 

64 espèces appartenant à 35 familles botaniques utilisées dans le traitement des infections 

cutanées. 
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➢ Les Lamiaceae, Apiaceae et Asteraceae ont été les familles les plus abondantes dans la 

région de Fès- Meknès. 

➢ Les remèdes traditionnels à application externe ont été préparés dans le plus souvent par 

des décoctions dans de l’eau bouillante en utilisant les feuilles. 

➢ Les études ethnobotaniques doivent se compléter par une sélection rigoureuse en se 

basant sur différents critères tels que l’originalité, l’origine géographique et la fréquence 

de citation. 

➢ Parmi les 64 plantes mentionnées, le calcul de l’indice de fréquence de citation ainsi que 

l’apport de la bibliographie nous a permis de retenir 16 espèces pour faire objet des 

criblages biologiques à savoir Inula viscosa, Berberis hispanica, Lavandula dentata, 

Crataegus oxyacantha, Cistus salviifolius, Ephedra altissima, Rhamnus alaternus, Rubia 

tinctorum, Punica granatum, Juniperus oxycedrus, Urtica dioica, Nerium oleander, 

Globularia alypum, Alkkanna tinctoria, Artemisia herba alba et Ammi majus. 
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CHAPITRE 2. Activité antistaphylococcique 

I. Introduction 

Le présent chapitre vise la recherche des composés bioactifs à effet antistaphylococcique en 

exploitant les résultats de l’étude ethnobotanique dans la région de Fès- Meknès. La première 

partie a été consacrée au criblage de quinze extraits éthanoliques, préparés à partir des plantes 

sélectionnées (résultats chapitre 1) contre les quatre souches cibles de S. aureus. Ces extrais ont 

été préparés à partir des parties prescrites par les herboristes à savoir les racines d'A. tintoria, B. 

hispanica, E. altissima et R. tinctorium; les parties aériennes de C. oxyacantha et U. dioica; les 

feuilles d'A. majus, A. herba alba, G. alypum, C. salviifolius, I. viscosa, L. dentata, N. oleander, 

et R. alaternus ; et les graines de J. oxycedrus. Le criblage a été débuté par des tests qualitatifs, 

suivi des tests quantitatifs. A partir des résultats obtenus, la deuxième partie a été consacrée à la 

sélection de l’extrait le plus actif et la description de la plante retenue pour la poursuite des essais 

feront objet de la troisième partie qui a eu pour objectif le fractionnement bioguidé et 

l’identification des composés isolés. Par la suite, le profil cytotoxique du composé actif a été 

évalué sur une ligné cellulaire des macrophages murins. 

II. Criblage antistaphylococcique 

Dans un premier temps, la mise en évidence de l’activité antibactérienne des extraits a été réalisée 

par la méthode de diffusion par puits sur des souches cliniques et de référence de S. aureus ayant 

des caractéristiques distinctes et des profils antibiogrammes différents. Les diamètres des zones 

d’inhibition, lorsqu’elles existent, ont été mesurés (en mm). Les résultats obtenus ont montré que 

parmi les quinze extraits éthanoliques testés, six extraits ont été actifs contre les souches cibles, 

mais avec des zones d’inhibition différentes. Du point de vue qualitatif, les extraits éthanoliques 

de B. hispanica et R. alaternus ont montré la meilleure activité contre toutes les souches, avec une 

sensibilité plus remarquable de Sa et SARM (ATCC29213) par rapport à SaLPV+ et SARM348 

(Tableau III.3). 
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Tableau III.3. Zones d’inhibition des extraits éthanoliques des quinze plantes contre les 

souches de S. aureus. 

 

Extraits 

éthanoliques 

  Souches de S. aureus 

SaLPV+ SARM348 Sa SARM 

(ATCC29213) 

R. alaternus  14 ± 1,00 15 ± 1,00 25,50 ± 1,5 25,00 ± 1,00 

I. viscosa 12 ± 1,00 12 ± 0,81 13,66 ± 1,88 13,00 ± 0,81 

C. oxyacantha 11± 0,5 14 ± 0,5 12,33 ± 1,88 11,66 ± 1,24 

R. tinctorium 10 ± 0,5 20 ± 0,5 10,33 ± 0,47 12,50 ± 0,50 

A. herba alba  13 ± 1,88 10 ± 0,0 14,50 ± 2,12 13,00 ± 0,70 

B. hispanica 15 ± 0,0 20 ± 1,0 26,00 ± 1,00 24,00 ± 1,00 

E. altissima NA NA NA NA 

L. dentata NA NA NA NA 

C. salviifolius NA NA NA NA 

N. oleander NA NA NA NA 

A. tinctoria NA NA NA NA 

J. oxycedrus NA NA NA NA 

U. dioica NA NA NA NA 

G. alypum NA NA NA NA 

A. majus NA NA NA NA 

Diamètre des zones d’inhibition (mm) incluant le disque 6 mm ; NA : Non actif 

Dans un deuxième temps, les six extraits qui ont montré une zone d’inhibition ont fait l’objet de 

la détermination de la CMI par la méthode de macrodilution en milieu solide en utilisant une large 

gamme de concentration allant de 16 à 0,25 mg/ml. Selon les résultats présentés dans le Tableau 

III.4, les extraits ont montré des activités de degrés variables contre les différentes souches de S. 

aureus. L’extrait de R. alaternus a montré le meilleur effet inhibiteur avec une CMI de 0,5 mg/ml 

contre Sa et SARM (ATCC29213), et de 1,0 mg/ml contre SaLPV+ et SARM348. Les autres 

extraits ont montré des CMIs entre 4 et 16 mg/ml.  
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Tableau III.4. Concentrations minimales inhibitrices des extraits éthanoliques des six plantes 

sélectionnées par le test qualitatif contre les souches de S. aureus. 

La gamme des dilutions allant de 16 à 0,25 mg/ml ; un control positif (spots de 5µl de la suspension 

bactérienne sur la gélose) a montré une croissance normale. 

À partir des résultats de tests qualitatifs et quantitatifs, le meilleur effet antistaphylococcique a été 

obtenu par l’extrait de R. alaternus. De ce fait, cette plante a été retenue pour la poursuite des 

travaux de recherche visant l’isolement et l’identification des composés responsables de cette 

activité. 

III. Description de la plante active sélectionnée  

Selon la classification botanique, l’espèce Rhamnus alaternus est classée comme suit (Figure 

III.5) (Annexe 4) : 

 

 

 

 

 

 

 

 

Extraits 

éthanoliques 

 CMI (mg/ml)   

SaLPV+ SARM348 Sa SARM (ATCC 

29213) 

A. herba alba  >16 16 8 8 

B. hispanica >16 16 16 16 

C. oxyacantha 16 16 16 16 

I. viscosa 8 4 4 4 

R. alaternus  1,0 1,0 0,5 0,5 

R. tinctorium >16 8 16 16 

Règne  Plantae  

Division  Magnoliophyta 

Classe  Magnoliopsida 

Ordre  Rhamnales 

Famille  Rhamnaceae 

Genre  Rhamnus 

Espèce  R. alaternus L. 

Nom 

vernaculaire  

Amliless 

Figure III.5. L’espèce Rhamnus alaternus et sa 

classification botanique 
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R. alaternus est un arbrisseau dioïque pérenne de 1 à 5 mètres de haut, à feuillage persistant, qui 

pousse dans la région méditerranéenne (Ammar et al., 2005). C’est une espèce tolérante et peut 

occuper différentes zones telles que les lisières de forêt, les rochers nus, et les cours d'eau (Longo 

et al., 2005). R. alaternus est reconnue comme l’une des espèces dotées d'une grande diversité 

génétique impliquée dans son adaptation et sa tolérance à différentes conditions 

environnementales (El Aou-Ouad et al., 2015). 

La littérature ethnobotanique a révélé que R. alaternus a été principalement utilisée dans le 

traitement traditionnel des infections internes. Le décocté de sa partie aérienne a été utilisé par la 

population locale en Navarre-Espagne en tant qu'agent antihypertenseur, tandis que l’infusion de 

la même partie a été utilisée pour traiter l'hypercholestérolémie (Akerreta et al., 2007). En 

médecine traditionnelle du Sud-Ouest algérien, la décoction des feuilles de R. alaternus a 

constitué un remède efficace pour le traitement des troubles gastro-intestinaux (Djidel et al., 2010) 

et de l'hépatite (Benarba, 2016). Dans le même sens, Boudjelal et al. (2013) ont confirmé 

l'utilisation de R. alaternus pour soigner les maladies hépatiques. Au centre-ville de Tlemcen-

Algérie, l'infusion des feuilles de R. alaternus a été utilisée pour traiter l'ictère (Elyebdri et al., 

2017), alors que la décoction préparée à partir des branches a été prise par voie orale à jeun dans 

les cas de troubles musculosquelettiques (Cavero et Calvo, 2015). Cependant, il n’y a eu qu’une 

seule enquête ethnobotanique qui a démontré l'utilisation externe de R. alaternus au Nord-Est de 

l'Algérie où Chermat et Gharzouli (2015) ont rapporté l'utilisation des feuilles et des fruits dans 

le traitement des maladies de la peau et de l'amygdalite. Par conséquent, nous pouvons conclure 

que R. alaternus est une espèce largement utilisée dans la médecine traditionnelle pour soigner 

une large liste des maladies surtout dans les pays arabes.  

Selon la littérature pharmacologique, de nombreuses études scientifiques ont confirmé l’efficacité 

traditionnelle de R. alaternus. En effet, c’est une plante médicinale très reconnue par son excellent 

pouvoir antioxydant, en plus d’autres propriétés biologiques telles que les activités anti-

génotoxiques, antimutagènes, anti-hyperlipidémies, et antimicrobiennes (Ammar et al., 2008 ; 

Bhouri et al., 2011 ; Kosalec et al., 2013 ; Tacherfiout et al., 2018) en raison de sa richesse en 

composés bioactifs qui appartiennent à différentes familles phytochimiques tels que les 

anthraquinones, les flavonoïdes et les anthocyanines (Longo et al., 2005 ; Cuoco et al., 2014 ; 

Ammar et al., 2019). Cependant, malgré la popularité de R. alaternus, l’activité antibactérienne 

n’a pas été largement rapportée, un nombre très limité d’investigations a décrit le pouvoir 

antibactérien contre certaines souches sans identifier les composés bioactifs (Ammar et al., 2007 

; Kosalec et al., 2013). 



103 / 215

Este documento incorpora firma electrónica, y es copia auténtica de un documento electrónico archivado por la ULL según la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente dirección https://sede.ull.es/validacion/

Identificador del documento: 3453269				Código de verificación: C19CelPo

Firmado por: Ikrame Zeouk Fecha: 21/05/2021 13:04:20
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

Jacob Lorenzo Morales 21/05/2021 13:16:20
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

María de las Maravillas Aguiar Aguilar 03/06/2021 16:29:04
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

Universidad de La Laguna
Oficina de Sede Electrónica

Entrada
Nº registro:  2021/40772

Nº reg. oficina:  OF002/2021/40167
Fecha:  21/05/2021 13:19:22

Partie III : Résultat et discussion  

CHAPITRE 2 : Activité antistaphylococcique 

 

 
 75 

IV. Fractionnement bioguidé et identification des composés actifs   

Dans le but d’isoler les composés responsables de l’activité honorable de R. alaternus contre S. 

aureus, l’extrait éthanolique a subi un fractionnement bioguidé en alternant des essais chimiques 

et biologiques, suivi de plusieurs étapes de séparation et de purification chromatographiques à 

savoir des colonnes de gel de silice éluées par différents solvants selon la nature de la fraction/sous 

fraction à purifier. Comme résultat, quarante-six fractions ont été collectées, combinées selon 

leurs profils CCM en douze fractions (F1-F12) et testées sur les souches de S. aureus. La 

détermination de la CMI des fractions et sous fractions obtenues a été effectuée par la méthode de 

la microdilution en utilisant la résazurine comme indicateur de viabilité staphylococcique à une 

gamme de concentration allant de 500 à 0,7812 µg/ml.  

Les résultats obtenus lors de la détermination des CMIs sont présentés dans le Tableau III.5. 

Comme il a été prévu à partir des résultats préliminaires de la bioautographie qui a montré des 

zones d’inhibition optimales, les fractions F3 (175,9 mg), F5 (37,6 mg) et F6 (31,5 mg) ont été 

les plus actives en inhibant la croissance des souches de S. aureus avec des CMIs entre 31,5 et 

200 µg/ml. Par ailleurs, SaLPV+, SARM348 et SARM (ATCC29213) ont montré le même spectre 

de sensibilité vis-à-vis des trois fractions, tandis que, Sa a été la plus sensible à F3 avec une CMI 

de 31,5 µg/ml, mais la moins sensible à F6 avec une CMI de 200 µg/ml. 

Tableau III.5. Concentrations minimales inhibitrices des fractions de R. alaternus contre les 

quatre souches de S. aureus. 

Control + : souche et milieu LB ; Control - : souche et DMSO à 2% ; CN : croissance normale. CMB 

des fractions actives > 500 µg/ml. 

Souches SaLPV+ SARM348 Sa SARM 

(ATCC 

29213) 

        R. alaternus                 CMI (µg/ml) 

Extrait brut 1000 1000 500 500 

F1-F2 NA NA NA NA 

F3 125 125 31,5 125 

F4 NA NA NA NA 

F5 50 50 100 50 

F6 50 50 200 50 

F7-F12 >1000 >1000 >1000 >1000 

Control + CN CN CN CN 

Control - CN CN CN CN 
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En se basant sur les résultats des CMIs obtenues, seules les fractions actives (F3, F5 et F6) ont été 

retenues pour la poursuite des purifications à l’aide d’autres colonnes chromatographiques de gel 

de silice conduisant à l’isolement de 2 composés naturels purs. La sous-fraction de F3 a donné le 

composé 1 (2,5 mg), et la purification de F6 a donné le composé 2 (16,6 mg). Cependant, l’analyse 

chimique de la fraction F5 a permis de conclure que cette fraction est constituée des deux 

composés 1 et 2.  

Les analyses RMN (1H et 13C) de ces composés ont conduit à l’identification de l'émodine (1) de 

F3 et le kaempférol (2) de F6 (Figure III.6.). Ces données spectroscopiques issues de l’analyse 

des spectres de RMN (Annexes 5 et 6) corroborent celles précédemment rapportées dans la 

littérature (Mari et al., 2019 ; Demmak et al., 2019). De plus, des analyses de la spectrométrie de 

masse ont été réalisées afin de confirmer les structures obtenues (Annexes 7,8,9 et 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure III.6. Structures des composés purifiés de l’extrait éthanolique des feuilles de  

R. alaternus : Emodine (1), Kaempférol (2) 

Après la confirmation des structures chimiques des deux composés, la détermination des CMIs et 

CMBs a été effectuée par la méthode de la microdilution en utilisant toujours la résazurine comme 

indicateur de viabilité staphylococcique à une gamme de concentration allant de 250-0,4882 

µg/ml. De plus, le profil cytotoxique du composé actif a été évalué en utilisant l’AlamarBlue 

comme indicateur de viabilité des macrophages murins (Tableau III.6). 
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Tableau III.6. Concentrations minimales inhibitrices des composés purs isolés des fractions de 

R. alaternus contre les quatre souches de S. aureus, test de cytotoxicité et indice de selectivité vis 

à vis des macrophages murins. 

 

 

Composés/ 

Souches 

 

 

SaLPV+ SARM348        Sa SARM 

(ATCC29213) 

Macrophages 

murins 

CMI 

(µg/ml) 
IS 

CMI 

(µg/ml) 
IS 

CMI 

(µg/ml) 
IS 

CMI 

(µg/ml) 
IS 

CC50 (µg/ml) 

Emodine 15,63 >6,4 15,63 >6,4 1,95 >51,28 15,63 >6,4 >100 

Kaempféro

l 

>250 - >250  >250 - >250 - - 

Control + CN  CN  CN  CN   

Control - CN  CN  CN  CN   

  Control + : souche et milieu LB ; Control - : souche et DMSO à 2% ; CN : croissance normale.  

  CMB de l’émodine> 250 µg/ml.  

  CMI : Concentration minimale inhibitrice. 

  CC50 : Concentration cytotoxique qui réduit 50% de la viabilité des macrophages murins 

   IS : CC50/CMI. 

 

D’après les résultats obtenus, nous pouvons noter que l’émodine a inhibé fortement la croissance 

des souches testées avec une CMI de 15,63 µg/ml contre SaLPV+, SARM348 et SARM 

(ATCC29213), et une CMI beaucoup plus faible contre Sa (1,93 µg/ml). Cependant, le kaempférol 

n’a pas été actif à la concentration testée (>250 µg/ml). 

La cytotoxicité in vitro de l’émodine comme étant le composé actif a été évaluée en calculant le 

pourcentage des cellules vivantes des macrophages en fonction de différentes concentrations du 

composé à tester. Par la suite, la courbe obtenue permet de calculer les CC50s correspondant à la 

concentration du composé pour laquelle il y a une réduction de 50% de la viabilité cellulaire par 

rapport aux macrophages non traités. La détermination des CC50 permet de calculer l’indice de 

sélectivité. Par ailleurs, le rapport cytotoxicité/activité nous renseigne sur la sélectivité du 

composé testé vis-à-vis de l'activité antistaphylococcique. Les résultats ont montré que l’émodine 

n’a pas été toxique à de fortes concentrations pour la lignée cellulaire J774A.1 des macrophages 

(CC50>100 µg/ml). 
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V. Discussion      

S. aureus est l’un des agents pathogènes responsables d’un large spectre clinique. L’émergence 

des souches multirésistantes et toxinogènes pose un réel problème de santé publique en vue des 

séquelles lourdes de mortalité et de morbidité dues à une recrudescence alarmante, en particulier, 

des souches résistantes à la méthicilline et/ou productrices de la toxine LPV. De ce fait, un intérêt 

tout particulier a été porté à la recherche de nouveaux composés d’origine naturelle. Dans le 

présent travail, des tests de criblage sur différentes souches de S. aureus ont montré que parmi 

quinze extraits éthanoliques préparés à partir de diverses espèces végétales, l’extrait éthanolique 

de R. alaternus a été le plus actif contre les quatre souches cibles de S. aureus. Ces résultats 

peuvent être expliqués, d’une part, par les différences de perméabilité des parois cellulaires aux 

métabolites secondaires, et d’autre part, par les différences en composition chimique des plantes 

conduisant à un mécanisme d’action diffèrent. Autrement dit, l’extrait peut contenir un ou des 

composés spécifiquement plus efficaces contre les différentes souches de S. aureus.  

Malgré l’efficacité antibactérienne de R. alaternus dans la présente étude, un nombre très limité 

de données sont disponibles dans la littérature concernant son activité antimicrobienne, en 

particulier l’activité antistaphylococcique. Il a été rapporté que l’évaluation de l'activité 

antibactérienne de neuf extraits et fractions des feuilles de R. alaternus a montré que cette espèce 

présente un pouvoir antibactérien à spectre varié contre une large liste de pathogènes y compris 

une souche de référence de S. aureus (ATCC25923). Seuls les extraits de l’acétate d’éthyle, des 

oligomères flavonoïques totaux, et la fraction de l’acétate d’éthyle obtenue de la lyophilisation de 

l’extrait aqueux ont démontré une activité antibiotique contre S. aureus avec des valeurs de CMI 

allant de 70 à 150 µg/ml, le criblage phytochimique de ces extraits de polarité intermédiaire a 

révélé leur richesse en flavonoïdes et composés phénoliques (Ammar et al., 2007). En revanche, 

Kosalec et al. (2013) ont évalué le potentiel antimicrobien des extraits méthanoliques d'écorce de 

quatre espèces du genre Rhamnus contre plusieurs bactéries, dermatophytes et levures. Ils ont 

démontré que l’extrait de R. alaternus a inhibé la croissance de S. aureus mais avec une CMI plus 

grande (2,5 mg/ml) que les autres espèces de Rhamnus, ce qui a été expliqué par l’analyse du 

profil des anthraquinones qui a révélé la présence de chrysophanol, de l’émodine et de physion 

avec une abondance bien notée de chrysophanol dans R. alaternus.  

Certes, dans ces études, les feuilles et l’écorce de R. alaternus ont inhibé la croissance de S. 

aureus, mais dans les deux études la caractérisation et la purification des composés bioactifs 

impliqués dans l’activité n’ont pas été achevées, ainsi l’évaluation du pouvoir antibactérien n’a 
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été effectuée que sur des souches de référence qui ne reflètent vraiment pas la réalité des souches 

cliniques.  

Contrairement aux activités antibactériennes, la littérature s’est concentrée beaucoup plus sur 

d’autres propriétés pharmacologiques de R. alaternus précédemment documentées. Ces études 

ont permis la caractérisation d’une large liste de composés bioactifs mais surtout les antioxydants. 

Les procèdes de purification ont mis en évidence la présence des flavonols tels que le kaempférol, 

la rhamnétine et la rhamnocitrine (Cuoco et al., 2014), d'anthocyanes (Longo et al., 2005) et 

d'anthraquinones telle que l'émodine (Izhaki et al., 2002 ; Ammar et al., 2019). La recherche des 

composés responsables de l’activité antistaphylococcique au cours de ce travail a été effectuée 

par un fractionnement bioguidé qui a mis en œuvre trois fractions actives dont l’analyse chimique 

a confirmé la présence des anthraquinones et des flavonoïdes. Notre processus de purification a 

permis d’identifier l’émodine de la famille des anthraquinones et le kaempférol appartenant à la 

famille des flavonoïdes, ce qui est en accord avec la littérature. Par la suite, nous avons montré 

que l’émodine est le composé responsable du pouvoir antibactérien de R. alaternus en démontrant 

une activité très puissante (CMI allant jusqu’à 1,95 µg/ml) à une concentration non toxique vis-

à-vis des macrophages murins. En effet, l’émodine est un métabolite secondaire doté d’une large 

gamme de propriétés biologiques in vitro et in vivo : anticancéreuses, antioxydantes, 

antiinflammatoires, antivirales, antiallergiques, antibactériennes, etc (Dong et al., 2016). Certes, 

notre étude est la première qui rapporte l’effet antibactérien de l’émodine isolé de R. alaternus, 

mais ce composé est très reconnu par son potentiel antistaphylococcique lorsqu’il a été isolé à 

partir d’autres plantes. Basu et al. (2005) ont illustré que l’émodine isolée de l’écorce de Ventilago 

madraspatana a été active contre S. aureus avec une CMI de 90 µg/ml élevée par rapport à la 

valeur rapportée dans notre étude. Chukwujekwu et al. (2006) ont également isolé l’émodine mais 

à partir des racines de Cassia occidentalis, ce composé a été identifié comme étant le responsable 

de l’activité antimicrobienne de l’extrait éthanolique spécialement contre S. aureus avec une CMI 

de 3,9 µg/ml soulignant un effet plus intéressant que l’antibiotique de référence, la néomycine. 

En revanche, il a été démontré que l’émodine purifiée des racines et des rhizomes de Rheum 

officinale a affecté les courbes thermogéniques de la croissance de S. aureus en améliorant l’effet 

antimicrobien (Yanwen et al., 2005). Des effets similaires ont été notés contre SARM et MSSA, 

Cao et al. (2015) ont identifié l’émodine comme étant le composé actif dans l’extrait de Polygoni 

cuspidati, parmi 7 composés majeurs purifiés, seule l’émodine a démontré une activité 

significative contre une souche clinique de SARM tout en provoquant des altérations 

morphologiques de la paroi cellulaire. Ji et al. (2017) ont mené une étude protéomique pour 
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comparer l’effet de l’émodine sur des souches de SARM et MSSA. Ils ont démontré qu’après le 

traitement des deux souches par l’émodine, les niveaux d’expression des protéines ont été 

modifiés par de multiples mécanismes d’action similaires chez SARM que chez MSSA à savoir 

l’induction du déséquilibre de la voie du pyruvate, l'inhibition de la synthèse des protéines et la 

suppression de la synthèse de l'ADN, en plus des altérations de la membrane. En fait, ces 

mécanismes d’action exercés par l’émodine ont été largement confirmés dans la littérature (Liu et 

al., 2015 ; Yan et al., 2017 ; Hou et al., 2017).  

Par l’analyse croisée des données biologiques et phytochimiques, nous pouvons émettre des 

hypothèses concernant la nature chimique du composé bioactif dans la présente étude, l’activité 

et la sélectivité de l’émodine vis-à-vis des souches de S. aureus peuvent être liées, par exemple, 

aux groupes fonctionnels sur le cycle phényle du composé. Ces constatations ont été confirmées 

par les chercheurs. Une étude de relation structure-activité (Structure-activity relationship, SAR) 

a indiqué que les groupes hydroxyle et le groupe méthyle dans le squelette de l'émodine ont été 

cruciaux pour l'activité anti-SARM et la présence d'un atome d'iode ou d'un groupe éthylamine 

sur le cycle aromatique a amélioré l'activité avec des indices de sélectivité plus élevés (Chalothorn 

et al., 2019). En outre, une autre étude a démontré que la structure de l’émodine a été fortement 

impliquée dans l’activité antimicrobienne, la substitution en position 2 de l’émodine a été 

préjudiciable à l’activité antibactérienne, tandis que l’insaturation du substitut a été importante 

pour l’activité. Ainsi, l'augmentation de la longueur de la chaîne aliphatique du groupement 

méthoxyle en position 3 augmente la lipophilie du composé, ce qui augmente sa capacité à intégrer 

la paroi cellulaire bactérienne qui devient perméable (Kemegne et al., 2017). 

Néanmoins, la faible solubilité de l’émodine, sa pauvre biodisponibilité et absorption orale limite 

son développement en un produit pharmaceutique. C’est dans cet optique que plusieurs chercheurs 

ont mené des essais in vivo sur la pharmacocinétique de l’émodine afin d’améliorer sa solubilité 

et sa biodisponibilité orale en suivant différentes approches telles que l’inhibition de la 

cristallisation, de la glucuronoconjugaison et l’ajout des agents améliorateurs de solubilité comme 

le cyclodextrine A et les nanoparticules ou bien la combinaison de l’émodine avec d’autres 

molécules comme la pipérine et les antibiotiques (Lee et al., 2010 ; Shi et al., 2015 ; Di et al., 

2015 ; Li et al., 2017 ; Ban et al., 2020 ; Wang et al., 2020).  

Dans la présente partie, nous avons montré également que le kaempférol n’a pas été actif à la 

concentration testée, ce qui corrobore l’étude rapportée par Falcão-Silva et al. (2009) où ils ont 

indiqué que le kaempférol glycoside isolé à partir de Herissantia tiubae n’a pas montré une 

activité pertinente contre S. aureus (CMI = 256 μg/ml), mais ce composé a plutôt modulé l'activité 
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des antibiotiques, qui en association avec des antibiotiques, il a réduit les valeurs de CMI en 

améliorant l’effet inhibiteur putatif de la pompe à efflux chez la bactérie. Ceci pourrait expliquer 

notre résultat à propos de l’activité intéressante de la fraction F5 contre les souches de S. aureus 

et dont l’analyse RMN a révélé un mélange complexe du kaempférol avec l’émodine. 

L’explication du détail de cette hypothèse dans notre étude a fait l’objet d’un brevet. 

VI. Conclusion  

En se basant sur l’ensemble des résultats obtenus dans ce chapitre, nous pouvons tirer les 

conclusions suivantes :  

➢ Parmi les quinze espèces de plantes criblées pour leur pouvoir antibactérien contre quatre 

souches de S. aureus, Rhamnus alaternus a montré l’activité la plus élevée en utilisant les 

techniques de diffusion par puits et de macrodilution sur milieu solide. 

➢ Le fractionnement bioguidé de l’extrait éthanolique des feuilles de R. alaternus a mis en 

évidence deux fractions actives dont la purification par une série de colonnes 

chromatographiques nous a permis d’isoler deux composés naturels purs, les techniques 

spectroscopique et spectrométrique (RMN, EIMS et HREIMS) ont identifié ces composés 

comme étant l’émodine de la famille des anthraquinones et le kaempférol de la famille des 

flavonoïdes. 

➢ Les résultats du test biologique par microdilution ont montré que l’émodine est le composé 

dominant dans l’activité antistaphylococcique avec des CMIs de 1,93 et 15,63 µg/ml 

contre la souche de Sa et les trois souches SaPVL+, SARM348 et SARM (ATCC29213) 

respectivement. 

➢ L’émodine n’a pas montré une toxicité vis-à-vis de la lignée cellulaire des macrophages 

murins (CC50> 100 µg/ml).  
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CHAPITRE 3. Activité leishmanicide 

I. Introduction 

Dans le présent chapitre, nous avons entamé la recherche des composés leishmanicides en 

exploitant les résultats de l’étude ethnobotanique (résultats chapitre 1). Pour ce faire, la première 

partie a été consacrée au criblage de quinze extraits éthanoliques préparés à partir des plantes les 

plus recommandées contre le stade promastigote des souches cibles de Leishmania spp. La 

deuxième partie a visé la sélection de l’extrait le plus actif et la description de la plante retenue 

pour la poursuite des travaux de recherche. La troisième partie a eu pour objectif le fractionnement 

de l’extrait sélectionné et l’identification des composés isolés selon une approche bioguidée sur 

les promastigotes. Par la suite, dans le but de confirmer l’activité leishmanicide, nous avons testé 

les composés actifs sur la forme amastigote intracellulaire, puis nous avons évalué le profil 

cytotoxique vis-à-vis d’une ligné cellulaire des macrophages murins. Enfin, dans le dernier volet, 

nous nous sommes intéressé à la compréhension et l’élucidation du mode d’action des composés 

sur les promastigotes des parasites cibles en utilisant différentes techniques permettant la détection 

de la mort cellulaire programmée via apoptose.  

II. Criblage antiparasitaire 

L’évaluation de l’activité leishmanicide des extraits éthanoliques préparés à partir des racines d'A. 

tintoria, B. hispanica, E. altissima et R. tinctorium; des parties aériennes de C. oxyacantha et U. 

dioica; des feuilles d'A. majus, G. alypum, C. salviifolius, I. viscosa, L. dentata, N. oleander, et R. 

alaternus; des graines de J. oxycedrus et des écorces de P. granatum, a été effectuée sur deux 

souches de Leishmania à savoir L. amazonensis et L. donovani. Afin de sélectionner la meilleure 

plante, les extraits ont été testés dans un premier temps à 400, 200, 100, et 50 µg/ml contre le 

stade promastigote des deux parasites. Les résultats obtenus ont révélé que l'extrait éthanolique 

d'I. viscosa a montré l'activité la plus intéressante contre les souches cibles (Tableau III.7). Par 

conséquent, l’extrait de cette plante a été retenu pour la poursuite des travaux de recherche. 
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Tableau III.7. Criblage des extraits éthanoliques des quinze plantes sélectionnées de l’étude 

ethnobotanique dans la région de Fès-Meknès contre le stade promastigote. 

 

Extraits/ souches 

Concentrations de criblage en µg/ml 

L. donovani L. amazonensis 

400 200 100 50 400 200 100 50 

A. majus + - - - + + - - 

A. tintoria - - - - + - - - 

B. hispanica - - - - - - - - 

C. salviifolius - - - - - - - - 

C. oxyacantha - - - - - - - - 

E. altissima - - - - + + + - 

G. alypum - - - - + - - - 

I. viscosa + + + + + + + + 

J. oxycedrus + - - - + + - - 

L. dentata - - - - + + - - 

N. oleander  + + - - + + - - 

P. granatum - - - - - - - - 

R. alaternus  + - - - + + - - 

R. tinctorium + + - - + - - - 

U. dioica - - - - + - - - 

+ : extrait actif, - : extrait non actif ; résultats observés sous microscope confocal. 
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III. Description de la plante active sélectionnée 

Parmi les 15 espèces végétales, Inula viscosa a montré la meilleure activité. C’est une plante qui 

a été classée comme suit (Figure III.7) (Annexe 11) : 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dittrichia viscosa communément connue comme Inula viscosa est une plante annuelle, herbacée, 

vivace, appartenant à la famille des Asteraceae, répandue sur les pentes de toutes les régions 

côtières méditerranéennes (Seca et al., 2014). La médecine traditionnelle a mis en évidence sa 

capacité à exercer différents effets bénéfiques pour la santé, et les préparations à base d'I. viscosa 

ont été largement rapportées comme des remèdes efficaces et précieux. La décoction des racines 

et des feuilles d'I. viscosa a été utilisée pour traiter les irritations cutanées d'origine allergique 

(Passalacqua et al., 2007), l'hypertension et le diabète (Tahraoui et al., 2007), les pneumonies et 

la tuberculose (ElAmri et al., 2014). Depuis l’antiquité, les feuilles de cette plante ont été 

largement utilisées en Algérie comme décoction pour le traitement de diverses maladies telles que 

le paludisme, la bronchite, le diabète, la toux, la tuberculose et l’anémie, comme cataplasme pour 

le traitement des blessures et des douleurs rhumatismales (Boulus, 1983), et comme fumigation 

pour le traitement des maladies cardiaques (Boughrara et Belgacem, 2016). Dans une étude 

ethnopharmacologique à Jordan, les guérisseurs traditionnels ont utilisé l’infusion de la plante 

entière d’I. viscosa pour traiter les maladies respiratoires et parasitaires (Al-Qura’n, 2009). En 

Palestine, l’infusion des feuilles de cette espèce a été utilisée dans le traitement des maladies 

cutanées inflammatoires comme le psoriasis (Ali-Shtayeh et al., 2000 ; Shawahna et Jaradat, 

2017), alors que la décoction a été utilisée pour traiter la diarrhée (Jaradat et al., 2016).  

Règne  Plantae  

Division  Magnoliophyta 

Classe  Magnoliopsida 

Ordre  Asterales 

Famille  Asteraceae 

Genre  Inula/Dittrichia 

Espèce  I. viscosa L. 

Nom 

vernaculaire  

Magraman 

Figure III.7. L’espèce Inula viscosa et sa 

classification botanique 
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En revanche, dans une étude discutant l’importance de l’ethnobotanique et l’utilisation 

traditionnelle des plantes de la flore sicilienne dans la recherche scientifique, Lentini (2000) a 

souligné qu’une attention particulière a été accordée à I. viscosa, largement utilisée en médecine 

populaire dans le traitement des blessures. 

En raison des utilisations en ethnomédecine, plusieurs études expérimentales ont été menées sur 

I. viscosa, ce qui a montré que cette plante est riche en métabolites secondaires à savoir, entre 

autres, les flavonoïdes, les sesquiterpènes, et les acides phénoliques (Grande et al., 1985 ; Kheyar-

Kraouche et al., 2018 ; Moeini et al., 2020). Beaucoup de ces composés phytochimiques sont 

dotés de diverses propriétés antiinflammatoires, antimicrobiennes, antioxydantes, 

hypoglycémiques, et antihypertensives (Seca et al., 2014). 

IV. Fractionnement bioguidé et identification des composés actifs 

Suite au criblage préliminaire réalisé, l’extrait éthanolique d’I. viscosa a été sélectionné pour un 

fractionnement bioguidé afin d’isoler les composés impliqués dans son potentiel leishmanicide en 

utilisant une succession de séparations et de purifications chromatographiques telles que des 

colonnes sèches et humides sur gel de silice, et gel de Sephadex, en plus des chromatographies 

préparatives sur couche mince et centrifuges par Chromatotron. Les fractions et sous fractions 

obtenues ont été testées sur les promastigotes de L. amazonensis et L. donovani en utilisant le 

réactif AlamarBlue comme indicateur de viabilité parasitaire. Par la suite, les échantillons qui ont 

conduit à un pourcentage d'inhibition de la croissance parasitaire supérieur à 50% ont été évalués 

à différentes concentrations pour déterminer la concentration inhibitrice médiane (CI50) inhibant 

50% de la croissance parasitaire, et ont été classés comme très actifs (CI50<25 µg/ml), actifs (25 

<CI50<50 µg/ml), modérément actifs (50 <CI50<100 µg/ ml) et inactifs lorsque CI50> 100 µg/ml.  

Les résultats du fractionnement chimique et les profils CCM ont permis de collecter sept fractions 

(F1 à F7) qui ont été testées sur les souches cibles de Leishmania spp. Les valeurs des CI50s ont 

varié selon les fractions et les souches des parasites cibles montrant différentes amplitudes du 

potentiel inhibiteur. Les activités les plus importantes ont été observées avec les fractions F2 

(valeurs CI50 de 31,07 et 35,66 µg/ml), F3 (valeurs CI50 de 3,80 et 4,48 µg/ml) et F4 (valeurs CI50 

de 3,63 et 27,12 µg/ml) qui ont présenté une activité similaire au médicament de référence, la 

miltefosine, utilisé à des fins comparatives. La miltefosine a montré des CI50s de 2,64 µg/ml et 

1,35 µg/ml contre L. amazonensis et L. donovani, respectivement (Tableau III.8).  

Par la suite, ces fractions actives F2 (670,6 mg), F3 (871,5 mg) et F4 (1, 7155 g) ont été 

chromatographiées encore une fois sur une colonne de sephadex LH-20 pour obtenir entre 

quarante et cinquante-six sous-fractions qui ont été ensuite combinées selon leurs profils CCM 
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donnant cinq (F2/1 à F2/5), six (F3/1 à F3/6) et dix sous-fractions (F4/1 à F4/12), respectivement, 

et qui ont été testées sur les deux parasites. À partir de F2, F2/4 a présenté un effet remarquable 

sur L. amazonensis (CI50 15,95 µg/ml). À partir de la fraction F3, les sous-fractions F3/1 et F3/2 

ont été les plus actives, montrant des CI50s comprises entre 6,44 et 12,72 µg/ml pour L. 

amazonensis et L. donovani, respectivement. Alors qu'à partir de la fraction F4, les sous-fractions 

F4/3, F4/4, F4/5, F4/6, et F4/7-9 ont été les plus actives présentant des CI50s entre 6,6 et 19,6 

µg/ml pour L. amazonensis et L. donovani, respectivement (Tableau III.8). Toutefois, dans 

certains cas, les valeurs des CI50s ont été plus élevées que l'extrait brut, ce qui pourrait être expliqué 

par une synergie possible entre les composants d’I. viscosa puisque les mélanges complexes des 

composés phytochimiques peuvent fournir des résultats différents : un effet additif, synergique ou 

antagoniste (Sifaoui et al., 2014 ; Ouedrhiri et al., 2016 ; Hajaji et al., 2018). 

Tableau III.8. Activité leishmanicide de l’extrait éthanolique, fractions et sous fractions d’I. 

viscosa contre les promastigotes de L. amazonensis et L. donovani. 

I. viscosa  
L. amazonensis 

CI50 (µg/mL) 

L. donovani 

CI50 (µg/mL) 

Extrait brut 18,10 ± 2,08 10,87 ± 2,11 

F2 35,66 ± 1,78 31,07 ± 2,17 

F2/4 15,95 ± 0,80 52,95 ± 3,18 

F3 3,80 ± 0,23 4,48 ± 0,15 

F3/1 6,44 ± 0,02 7,71 ± 2,46 

F3/2 12,72 ± 1,27 10,66 ± 2,35 

F4 3,63 ± 0,14  27,12 ± 01,27 

F4/3 15,46 ± 0,75 12,52 ± 0,42 

F4/4 17,85 ± 0,85 6,6 ± 1,22 

F4/5 12,77 ± 0,05 9,08 ± 0,66 

F4/6 19,60 ± 2,65 18,01 ± 0,90 

F4/7-9 13,03 ± 1,11 10,76 ± 2,90 

F4/10 32,17 ± 1,93 36,62 ± 1,46 

F4/10/1 7,64 ± 0,86 7,93 ± 0,15 

Miltefosine 2,64 ± 0,10 1,35 ± 0,11 

CI50: Concentration inhibitrice qui inhibe 50% de la croissance des parasites testés. 

CI50: Moyennes ± Ecart type. 

Fractions et sous-fractions qui ont montré des CI50> 100 µg/mL ont été exclue. 
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Ensuite, les sous fractions les plus actives F2/4 (39,2 mg), F3/1 (638,84 mg), F3/2 (103,56 mg) et 

F4/10 (974,4 mg) ont été soumises à plusieurs étapes de purification donnant les composés 1 (3,3 

mg) et 3 à partir de F2/4, le composé 3 (1,78 mg) de F3/1, les composés 4 (38,5 mg), 5 (3,6 mg) 

et 7 (1,95 mg) issus de F3/2, et les composés 2 (8,5 mg), 6 (28,5 mg) et 8 (5,4 mg) à partir de 

F4/10 (Figure III.8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les analyses spectrométriques et spectroscopiques, y compris des expériences de la RMN (1D, 

2D) couplées aux données de la littérature ont permis d’identifier les structures chimiques des 

composés (1-8) comme étant l'acide isocostique (1) (Zdero et Bohlmann, 1989), l'acide ilicique 

(2) (Máñez et al., 1999), 8-epi-xanthatin-1β,5β-epoxide (3) (Bohlmann et Abraham, 1981), 

l’inuloxin A (4) (Andolfi et al., 2012), la sakuranétine (5) (Asahina, 1908), la taxifoline (6) 

(Grande et al., 1985), 3-O-acétyl-7-O-méthylaromadendrine (7) (Grande et al., 1985) et la 

quercétine (8) (Mabry et al., 1970) (Annexes 12,13,14,15,16, 17, 18 et 19). 

Ensuite, ces composés ont été évalués pour leur activité antiparasitaire contre les deux souches. 

De plus, la cytotoxicité sur une lignée cellulaire des macrophages murins a également été évaluée 

dans le but de chercher la sélectivité des composés isolés vis-à-vis des souches cibles. Les 

résultats, sur le stade promastigote de Leishmania, ont montré que les sesquiterpénoïdes 3 et 4 ont 

présenté une activité puissante, légèrement moins active que le médicament de référence. 

Figure III.8. Structures des composés (1-8) isolés de l’extrait éthanolique des feuilles 

d’Inula viscosa. 
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Concernant l'indice de sélectivité (IS) vis-à-vis des macrophages (Tableau III.9), ces composés 

ont montré un profil cytotoxique modéré sur L. amazonensis et L. donovani (valeurs de SI allant 

de 1,66 à 3,50). 

Table III.9. Activité leishmanicide, cytotoxicité et indice de sélectivité des composés purifiés 

de l’extrait d’I. viscosa sur les promastigotes de Leishmania spp. et les macrophages murins. 

Composés  
L. amazonensis L. donovani 

 

Macrophages murins 

 

CI50 (µM) IS CI50 (µM) IS CC50 (µM) 

3 9,53 ± 2,44 1,92 11,06 ± 2,33 1,66 18,44 ± 1,30 

4 12,12 ± 0,64 3,50 14,26 ± 1,69 2,97 42,36 ± 2,54 

5 81,08 ± 3,24 1,18 86,45 ± 2,60 1,11 95,93 ±0,50 

6 44,86  ± 2,95 >7,73 54,46 ± 2,36 >6,3 >100 

Miltefosine 6,48 ± 0,24 11,14 3,31 ± 0,27 21,79 72,18 ± 1,25 

CI50 : Concentration inhibitrice qui inhibe 50% de croissance des parasites testés. 

CI50 : Moyennes ± Ecart type. 

CC50 : Concentration cytotoxique qui réduit 50% de la viabilité des macrophages murins. 

IS : Indice de sélectivité (CC50 /CI50). 

Les composés qui montré une CI50> 100 µM ont été exclus. 

En se basant sur l’ensemble des résultats in vitro sur les formes promastigotes de L. amazonensis 

et L. donovani, les composés 3-6 ont été sélectionnés pour être évalués contre la forme amastigote 

intracellulaire de L. amazonensis comme étant le modèle infestant. Les résultats ont révélé que les 

composés (4-6) ont présenté une activité plus élevée que la miltefosine (CI50 3,11 µM), montrant 

des valeurs CI50 de 0,64 à 2,13 µM. Ces trois composés ont montré un indice de sélectivité plus 

élevé que la miltefosine, mettant en évidence le composé 6 avec un IS de 181,81 contre 23,16 

pour la miltefosine. De plus, la sesquiterpène lactone 4 a été 4,8 fois plus active que le médicament 

de référence (Tableau III.10).  
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Tableau III.10. Activité leishmanicide et indice de sélectivité des composés actifs contre le 

stade amastigote de L. amazonensis. 

Composés 
L. amazonensis 

CI50 (µM) 

ISa 

3 6,98 ± 0,42 2,63 

4 0,64 ± 0,08 65,75 

5 2,13 ± 1,21 45,00 

6 1,91 ± 0,83 >181,81 

Miltefosine 3,11 ± 0,29 23,16 

CI50 : Concentration inhibitrice qui inhibe 50% de croissance des parasites testés. 

CI50 : Moyennes ± Ecart type. 

CC50 : Concentration cytotoxique qui réduit 50% de la viabilité des macrophages murins. 

ISa : Indice de sélectivité (amastigotes) (CC50 /CI50). 

 

V. Détermination du mécanisme d’action 

L’ensemble des résultats obtenus à partir des activités in vitro et des indices de sélectivité des 

composés isolés vis-à-vis des souches de Leishmania spp. a été encourageant pour l’analyse du 

mécanisme d'action. En effet, la mort cellulaire des différents stades de développement chez les 

kinétoplastidés comme le genre Leishmania a été largement couplée au déclenchement 

d'événements typiques de l’apoptose (Deponte, 2008). Parmi les phénotypes apoptotiques les plus 

spécifiques à Leishmania, il y a la fragmentation de l'ADN, le rétrécissement cellulaire, les 

modifications de la membrane plasmique et la dépolarisation mitochondriale (Basmaciyan et 

Casanova, 2019 ; Rodríguez-Hernández et al., 2020). De ce fait, dans le présent travail, différents 

essais expérimentaux ont été performés afin de vérifier si la mort cellulaire programmée a été 

induite via apoptose chez L. amazonensis et L. donovani lors du traitement par les CI90 des quatre 

composés actifs (3-6) isolés d’I. viscosa (Tableau III.11). L’évaluation de ces événements a été 

analysée par un microscope confocale au laser (x40 et x100) (EVOS FL Cell Imaging System 

AMF4300, Life Technologies, Madrid, Spain). 
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Tableau III.11. Les CI90 des composés actifs pour l’étude du mécanisme d’action. 

Composés 
 CI90 (µM) 

L. donovani L. amazonensis 

3 76,25 ± 3,05 12,85 ± 1,07 

4 94,23 ± 0,57 48,53 ± 0,18 

5 107,66 ± 1,76 322,42 ± 0,97 

6 135,57 ± 0,20 158,23 ± 3,37 

Miltefosine 5,15 ± 0,50 9,63 ± 0,50 

   CI90: Concentration qui inhibe 90% de la croissance des parasites testés. 

   CI90: Moyennes ± Ecart type. 

 

V.1. Altération de la perméabilité membranaire  

Tout d’abord, nous avons analysé la perméabilité de la membrane plasmique des parasites cibles 

en utilisant le kit SYTOX Green. En effet, le SYTOX Green est une molécule de très forte affinité 

pour les acides nucléiques, son intensité de fluorescence est multipliée par 500 fois lorsqu’elle se 

lie à l’ADN. C’est une molécule imperméable aux cellules dont les membranes sont intactes ce 

qui facilite la distinction des cellules mortes ou altérées de celles vivantes ou saines suite à une 

augmentation du signal fluorescent. Les figures III.9 et III.10 montrent l’effet des composés (3-

6) sur les membranes cellulaires de L. amazonensis et L. donovani pendant une incubation de 24h. 

A partir de ces figures, nous pouvons constater que le traitement des deux parasites a provoqué 

une augmentation significative de l’intensité de la fluorescence verte en comparaison avec le 

contrôle indiquant une altération remarquable de la membrane cellulaire des deux parasites 

(p<0,05) (Annexes 20 et 21). 
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Figure III.9. Les images (40X et 100X) présentent les effets de la concentration CI90 d'inuloxin 

A (B, G), sakuranétine (C, H), 8-epi-xanthatin-1β,5β-epoxide (D, I) et taxifoline (E, J) sur la 

perméabilité de la membrane plasmique des promastigotes de L. amazonensis après 24h 

d'incubation. Les cellules ont été marquées avec SYTOX Green. Les images ont été obtenues en 

utilisant un système d'imagerie cellulaire EVOS FL et des souches non traitées ont été utilisées 

comme contrôle négatif (A, F). 
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Figure III.10. Les images représentatives (40X et 100X) des promastigotes de L. donovani 

marqués avec le SYTOX Green. Les parasites ont été incubés pendant 24h avec les CI90 

d'inuloxin A (B, G), sakuranétine (C, H), 8-epi-xanthatin-1β,5β-epoxide (D, I) et taxifoline 

(E, J). Un contrôle négatif (souches non traitées) a été utilisé (A, F). L'effet sur la perméabilité 

de la membrane plasmique a été observé en utilisant un système d'imagerie cellulaire EVOS 

FL. 
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V.2. Condensation de la chromatine nucléaire  

L’analyse de l’état de la chromatine au sein des cellules de L. amazonensis et L. donovani a été 

performée par le kit de détection d'apoptose à double coloration (Hoechst 33342/PI). En fait, 

Hoechst 33342 est un colorant à fluorescence bleue capable de colorer la chromatine condensée 

dans les cellules apoptotiques plus brillamment que la chromatine dans les cellules normales, alors 

que l’iodure de propidium (PI) est un agent intercalant de l’ADN à fluorescence rouge qui n’émet 

un signal que dans les cellules mortes, ce qui permet de distinguer les cellules normales, 

apoptotiques et mortes. Les résultats obtenus après 24h d’incubation des deux parasites avec les 

quatre composés sont présentés dans les Figures III.11 et III.12.  

Après excitation, les images obtenues ont montré qu’en comparaison avec le témoin (p<0,05) 

(Annexes 22 et 23), Hoechst 33342 a émis une fluorescence bleue et brillante très remarquable 

chez L. amazonensis après le traitement par les composés 3-6, ce qui reflète une condensation de 

la chromatine chez les cellules traitées. Concernant le PI, il a émis un signal rouge intense 

indiquant que les cellules de L. amazonensis sont mortes ce qui a permis au PI de traverser les 

membranes cellulaires (Figure III.11). Cependant, les cellules de L. donovani traitées par les 

composés 3,5,6 contrairement au composé 4 ont pu exclure le PI mais non pas le Hoechst tout en 

confirmant un événement de type apoptotique (Figure III.12).  
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Figure III.11. Les promastigotes de L. amazonensis incubés avec les CI90 des quatre 

composés actifs pendant 24h : Inuloxin A (B, G, L), sakuranétine (C, H, M), 8-epi-xanthatin-

1β,5β-epoxide (D, I, N), taxifoline (E, J, O). Les images (40X et 100X) sont représentatives 

de la population cellulaire observée dans les expériences réalisées en utilisant un système 

d'imagerie cellulaire EVOS FL AMF4300, Life Technologies, USA. La coloration Hoechst 

est différente lorsque on compare le contrôle négatif (A, F, K) avec des cellules traitées où les 

noyaux sont marqués en bleu brillant. La fluorescence rouge correspond à la coloration par 

l'iodure de propidium (PI). Marquage Hoechst (F-J), marquage à l'iodure de propidium (K-

O). 
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Figure III.12. Les images (40X et 100X) obtenues à partir du système d'imagerie cellulaire 

EVOS FL montrent l’intensité de la fluorescence lorsque les promastigotes de L. donovani ont 

été incubés avec les CI90 des quatre composés testés pendant 24h : Inuloxin A (B, G, L), 

sakuranétine (C, H, M), 8-epi-xanthatin-1β,5β-epoxide (D, I, N), taxifoline (E, J, O). Hoechst 

correspond à la condensation de la chromatine (bleue) dans les cellules traitées. La fluorescence 

rouge correspond à la coloration par PI. Un contrôle sans traitement a été utilisé (A, F, K). 
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V.3. Dépolarisation du potentiel de la membrane mitochondriale 

Chez les kinétoplastidés, les évènements de type apoptotiques ont également impliqué la voie 

intrinsèque via les mitochondries (Gannavaram et Debrabant, 2012 ; Menna-Barreto, 2019), un 

processus clé pour la survie des parasites. L'effet des composés (3-6) sur le potentiel de la 

membrane mitochondriale (ΔΨm) de L. amazonensis et L. donovani a été déterminé par mesure 

de la fluorescence émise par la sonde JC-1 qui est capable de s'agréger dans les mitochondries des 

cellules saines à haut potentiel mitochondrial et d’enregistrer une fluorescence rouge intense. 

Cependant, dans les cellules apoptotiques à faible potentiel, JC-1 ne peut pas s'accumuler dans les 

mitochondries et reste dans la zone du cytosol sous forme de monomère, à cause de sa charge 

positive, montrant une fluorescence verte. L’analyse des images enregistrées a indiqué que les 

composés (3-6) ont pu diminuer le ΔΨm chez L. amazonensis en émettant une fluorescence verte 

bien remarquable par rapport aux parasites non traités (p<0,05) (Annexe 24) (Figure III.13). Quant 

à L. donovani, les résultats ont montré que les composés 3 et 6 ont été incapables d'interrompre le 

fonctionnement de la membrane mitochondriale, tandis que les composés 4 et 5 ont provoqué une 

dépolarisation significative (p <0,05) (Annexe 25) (Figure III.14). 
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Figure III.13. Les effets de l'inuloxin A (B, G, L), sakuranétine (C, H, M), 8-epi-xanthatin-

1β,5β-epoxide (D, I, N), taxifoline (E, J, O) sur le potentiel de la membrane mitochondrial de 

L. amazonensis par rapport au contrôle (A, F, K). Le réactif JC-1 s'accumule dans les 

mitochondries des cellules saines sous forme d'agrégats (fluorescence rouge). Cependant, dans 

les cellules traitées avec les CI90 des composés pendant 24h, JC-1 reste dans le cytoplasme 

sous sa forme monomère en émettant une fluorescence verte à cause de la diminution du 

potentiel de la membrane mitochondriale. Les images (40X et 100X) sont représentatives des 

parasites observés dans les expériences réalisées à l'aide d'un système d'imagerie cellulaire 

EVOS FL.  
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Figure III.14. Les promastigotes de L. donovani marqués avec le JC-1 après 24h d'incubation 

avec les CI90 d'inuloxin A (B, E, H) et sakuranétine (C, F, I). Les images (40X et 100X) sont 

représentatives de l'effet sur le potentiel mitochondrial des parasites, et sont observées à l'aide 

d'un système d'imagerie cellulaire EVOS FL. Un contrôle sans traitement a été utilisé (A, D, 

G). 
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V.4. Production d’ATP 

La production de l’ATP est parmi les fonctions principales de la mitochondrie. L’altération du 

ΔΨm perturbera sans doute la synthèse de l’ATP (Joshi et Bakowska, 2011). Par conséquent, le 

dysfonctionnement de la mitochondrie a été confirmé par le dosage de l’ATP produite par L. 

amazonensis et L. donovani lors du traitement par les composés testés pendant 24h. Cette 

quantification a été performée en utilisant la méthode luminescente par le kit CellTiter-Glo® 

Luminescent Cell Viability Assay (Promega). En comparaison avec les contrôles positifs et 

négatifs, il a été observé que l’incubation de L. amazonensis avec les composés 4 et 5 a provoqué 

une diminution significative de la teneur en ATP (p<0,05) (Figure III.15, A). L'effet de ces deux 

composés a été modéré chez L. donovani (Figure III.15, B). Cependant, l'inhibition de la 

production d'ATP chez les deux parasites lors du traitement par les composés 3 et 6 a été plus 

faible par rapport aux composés 4 et 5. Lors du traitement de L. amazonensis et L. donovani par 

la miltéfosine, les deux parasites ont produit 25% et 55% d’ATP respectivement, tandis que sans 

traitement, ils ont regénéré 100%. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure III.15. L'effet de 8-epi-xanthatin-1β,5β-epoxide (3), de l'inuloxin A (4), de la 

sakuranétine (5) et de la taxifoline (6) sur la production d'ATP par L. amazonensis (A), et L. 

donovani (B) en utilisant le test de viabilité cellulaire CellTiter-Glo Luminescent. Les résultats 

sont représentés en pourcentage par rapport au contrôle négatif. Les cellules ont été traitées par 

la concentration CI90 pendant 24h. 
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V.5. Regénération des ROS 

La régulation du stress oxydatif est cruciale pour la survie des parasites et complète le chemin des 

évènements spécifiques de l’apoptose par production des espèces réactives de l’oxygène (ROS). 

Le marquage des ROS a été performé par le kit CellROX qui est un colorant fluorogène perméable 

aux cellules et non fluorescent à son état réduit. Cependant, en présence des ROS, son oxydation 

permet d’émettre une fluorescence rouge et brillante. Les résultats obtenus lors de l’analyse de cet 

évènement sont présentés dans les Figures III.16. A partir de ces images, il est très clair que les 

composés (3-6) ont déclenché une production importante des ROS traduite par l’émission d’une 

fluorescence rouge intense chez L. amazonensis en comparaison avec le contrôle (p<0,05) 

(Annexe 26). Cependant, chez L. donovani nous n'avons observé aucune accumulation des ROS 

dans le parasite. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure III.16. Augmentation du niveau de production de ROS chez les promastigotes de L. 

amazonensis après traitement par les CI90 d'inuloxin A (B, G), sakuranétine (C, H), 8-epi-

xanthatin-1β,5β-epoxide (D, I) et taxifoline (E, J) pendant 24h. Après marquage par CellROX 

Deep Red, des images (40X et 100X) ont été obtenues en utilisant un système EVOS FL Cell 

Imaging. Les résultats ont été analysés par rapport au contrôle négatif (A, F). 
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VI. Discussion  

La recherche des agents leishmanicides a été notablement intensifiée au cours de ces dernières 

années par l’exploitation de produits naturels issus des plantes médicinales (Zulfiqar et al., 2017  

; Steverding et al., 2020). L’efficacité leishmanicide des extraits de plantes a été attribuée à 

plusieurs composés appartenant à différentes familles chimiques telles que les monoterpènes, les 

triterpènes, les alcaloïdes, les lignanes et les flavonoïdes (Da Silva et al., 2019 ; Christopher et al., 

2020 ; Santana et al., 2020). D’une manière plus spécifique, les sesquiterpénoïdes et les 

flavonoïdes isolés de diverses espèces de plantes ont largement montré une activité leishmanicide 

prometteuse (Herrera-Acevedo et al., 2020 ; Naddaf et Haddad, 2020). Dans le présent travail, les 

extraits éthanoliques de quinze plantes utilisées en médecine traditionnelle dans le centre Nord du 

Maroc ont été criblés pour leur pouvoir antileishmanien contre L. amazonensis responsable de la 

leishmaniose cutanée chronique et L. donovani impliquée dans la leishmaniose viscérale et post 

kala-azar. L’extrait d’I. viscosa a exhibé la meilleure activité contre les souches cibles, son 

criblage bioguidé a permis d’isoler et d’identifier des composés bioactifs de la famille des 

sesquiterpènes lactones et des flavonoïdes, en plus des acides phénoliques non actifs. De 

nombreuses études phytochimiques sur les feuilles d’I. viscosa ont conduit à la caractérisation 

d’une large variété de composés dotés de différentes propriétés pharmacologiques. Kheyar-

Kraouche et al. (2018) ont révélé la présence de 51 composés dans l’extrait éthanolique de cette 

espèce avec une prédominance notée des flavonoïdes. Dans le même sens, Mohti et al. (2019) ont 

analysé le profil phytochimique d’I. viscosa marocaine et ont confirmé la présence des acides 

phénoliques, des lactones et des flavonoïdes y compris l’identification pour la première fois des 

polyphénols dont l’hexoside d'hispiduline, la patulétine et la spinacétine. La plupart de ces 

familles et des composés identifiés sont en accord avec nos résultats et avec des études 

précédentes sur les feuilles et les parties aériennes d'I. viscosa dans lesquelles un mélange 

complexe de métabolites secondaires a été identifié, tels que les sesquiterpènes lactones et les 

acides (inuloxin et ses dérivés, inuviscolide, acide ilicique, acide costique et ses dérivés), les 

dérivés des acides phénoliques (acide caféoylquinique, acide dicaféoylquinique et ses dérivés), et 

les flavonoïdes (sakuranétine, 7-O-méthylaromadendrine et 3-O-acétylpadmatine) (Hernández et 

al., 2007 ; Rozenblat et al., 2008 ; Danino et al., 2009 ; Avolio et al., 2014). Cependant, le 

sesquiterpénoïde 3 (8-epi-xanthatin-1β,5β-epoxide) isolé d’I. viscosa dans notre étude n'a pas été 

identifié auparavant et lorsqu'il est isolé d'autres espèces végétales, il a été décrit comme le plus 

actif contre L. donovani (Vasas et Hohmann, 2011). De plus, les résultats obtenus dans la présente 

étude confirment l’activité leishmanicide remarquable de sakuranétine (5) et taxifoline (6), deux 
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flavonoïdes couramment identifiés chez I. viscosa (Tasdemir et al., 2006). En outre, au meilleur 

de notre connaissance, une seule étude dans la littérature qui a rapporté l’effet leishmanicide d’I. 

viscosa où une série de dérivés d'inuloxin a été évaluée contre les promastigotes de L. donovani 

sans évaluer le stade amastigote, les autres espèces de Leishmania spp. ni le mécanisme d’action. 

Pareil à notre résultat, l’inuloxin A (4) a montré une activité antiparasitaire importante (6,89 μM) 

(Avolio et al., 2014). 

L’activité leishmanicide des sesquiterpénoïdes 3 et 4, et les flavonoïdes 5 et 6 dans la présente 

étude peut être liée à la structure de ces composés par rapport aux autres composés non actifs 

(1,2,7 et 8). En effet, l'influence de la substitution du squelette des sesquiterpènes et des 

flavonoïdes sur l'activité antiparasitaire a été étudiée, mettant en évidence des tendances 

préliminaires sur la relation structure-activité (SAR). D’une part, le cycle lactone (3 et 4 contre 1 

et 2) est un groupe fonctionnel critique pour l’activité biologique et peut être impliqué dans l’effet 

antiparasitaire des sesquiterpènes, des études précédentes ont confirmé la fonction essentielle de 

l’anneau furanone dans l’activité (Schmidt, 2006 ; Avolio et al., 2014).  

D’autre part, l'analyse de SAR des flavonoïdes a montré que le niveau global d'oxydation est l’un 

des tendances importantes de ce groupe phytochimique, le composé 6 contenant cinq positions 

oxygénées a exhibé un potentiel antileishmanien plus remarquable par rapport aux « composés 

parents » 5 et 8. De plus, en comparant l'effet du composé 6 à celui du composé 7, nous pouvons 

suggérer que l'acétylation et la méthylation ont provoqué des effets préjudiciables sur l’activité, 

alors que le meilleur groupe fonctionnel est l'hydroxyle qui peut agir comme un donneur de la 

liaison hydrogène en améliorant l’hydrophilie du composé, ce qui augmente son activité. Cette 

hypothèse a été confirmée par des études antérieures qui ont démontré que le caractère 

hydrophobe des composés diminue la perméabilité cellulaire du microorganisme cible, ce qui se 

traduit par une faible activité biologique (Pereira et al., 2010). Dans cette optique, il a été proposé 

que l'association d'un groupe hydroxyle en C-4' associé à un groupe méthoxyle en C-7 dans le 

composé 5 a été nécessaire pour avoir un effet antiparasitaire (Grecco et al., 2012). De ce fait, la 

présence de tels groupements pourrait constituer des sites intéressants d'interaction et/ou de 

réaction liée à l'activité antiparasitaire. 

Les résultats obtenus lors de cette étude ont montré également que le mode d’action possible des 

sesquiterpénoïdes (3 et 4), et des flavonoïdes (5 et 6) vis-à-vis de L. amazonensis et L. donovani 

est la mort cellulaire programmée via apoptose. En outre, plusieurs travaux ont rapporté l'effet 

apoptotique et pro-apoptotique des extraits et des composés isolés à partir d’I. viscosa sur 

différentes lignées cellulaires du cancer colorectal (Bar-Shalom et al., 2019) et du lymphome 
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(Virdis et al., 2020). De plus, Rozenblat et al. (2008) ont montré que le traitement des lignés 

cellulaires du mélanome humain par des sesquiterpènes lactones (Tomentosin et Inuviscolide) 

purifiées des feuilles d’I. viscosa a inhibé la prolifération des cellules par l’induction de l’apoptose 

dont les aspects impliqués ont inclus un changement dans le potentiel de la membrane 

mitochondriale, une activation de la caspase-3, et des dommages à l’ADN. Talib et al. (2012) ont 

confirmé l’effet apoptotique des composés isolés d’I. viscosa sur la prolifération des cellules 

cancéreuses traitées par 3,3′-di-OMéthylquercétine et 3-O-méthylquercétine, deux flavonoïdes 

qui ont exercé leur effet par fragmentation de l’ADN, condensation de la chromatine nucléaire et 

formation des corps apoptotiques. Cependant le processus d’apoptose induite par cette espèce 

chez Leishmania spp. n’a été jamais élucidé. Ceci nous mène à émettre des hypothèses en croisant 

les propriétés physico-chimiques et la nature chimique des composés avec la morphologie des 

souches cibles, étant donné que ce type d’interaction influence l’affinité de l’agent antimicrobien 

vis-à-vis des cellules cibles. Dans ce sens, il a été rapporté que le groupe des sesquiterpènes 

lactones a exhibé un potentiel leishmanicide significatif suite aux interactions chimiques qui 

caractérisent leurs structures. Selon Schmidt (2006), les activités antiparasitaires des 

sesquiterpènes lactones sont en corrélation avec leurs cytotoxicités favorisées par une réaction 

d'addition de type Michael entre les groupes thiol libres des protéines et les carbonyles α,β-

insaturés du groupe α-méthylène-γ-lactone. De Toledo et al. (2014) ont confirmé que le groupe 

carbonyle α,β-insaturé est impliqué dans l’effet inhibiteur mais aussi dans la cytotoxicité, ce qui 

est en accord avec nos résultats dans le cas du composé 3 qui a montré un indice de sélectivité 

plus faible vis-à-vis des macrophages. De plus, Barrera et al. (2013) ont suggéré que les 

sesquiterpènes lactones sont capables de réagir avec les groupes sulfhydryles intracellulaires, et 

dont le groupe fonctionnel est α-méthylène-γ-lactone responsable de la régénération des ROS 

impliquée dans le stress oxydatif des parasites en inhibant les enzymes protectrices contre ce stress 

(Chadwick et al., 2013), ce qui pourrait expliquer la régénération des ROS par les promastigotes 

de L. amazonensis lors du traitement par les sesquiterpénoïdes 3 et 4 dans notre étude. En effet, 

la régénération des ROS chez les promastigotes de L. amazonensis traités par des composés 

d’origine naturelle a été souligné dans la littérature (Da Silva et al., 2016).  

En revanche, comme ces lactones sont des composés non polaires, elles peuvent facilement 

traverser la membrane du parasite. De ce fait, il est plus probable que les sesquiterpénoïdes 3 et 4 

ont interféré avec la membrane des souches traitées ce qui a facilité leur perméabilité membranaire 

comme il a été clairement observé lors de l’essai expérimental du SYTOX Green pour L. 

amazonensis et L. donovani. 



132 / 215

Este documento incorpora firma electrónica, y es copia auténtica de un documento electrónico archivado por la ULL según la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente dirección https://sede.ull.es/validacion/

Identificador del documento: 3453269				Código de verificación: C19CelPo

Firmado por: Ikrame Zeouk Fecha: 21/05/2021 13:04:20
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

Jacob Lorenzo Morales 21/05/2021 13:16:20
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

María de las Maravillas Aguiar Aguilar 03/06/2021 16:29:04
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

Universidad de La Laguna
Oficina de Sede Electrónica

Entrada
Nº registro:  2021/40772

Nº reg. oficina:  OF002/2021/40167
Fecha:  21/05/2021 13:19:22

Partie III : Résultat et discussion  

CHAPITRE 3 : Activité leishmanicide 

 
 104 

Concernant le groupe de flavonoïdes présenté par les composés 5 et 6, nous suggérons que leur 

mécanisme d’action est probablement lié à leur caractère de lipophilie, ce qui a facilité leur 

absorption et distribution dans les parasites tout en altérant l’ADN et les organites cellulaires, dont 

la mitochondrie. En effet, l’implication de la lipophilie dans l’amélioration des activités 

biologiques a été mathématiquement démontrée (Kubinyi, 1979). De plus, selon les données de 

la littérature, la lipophilie est un facteur important dans l'activité antiparasitaire et le composé le 

plus lipophile est le plus actif contre les amastigotes et les promastigotes de L. amazonensis en 

raison de la présence des groupements prényles (Pereira et al., 2010 ; Gontijo et al., 2012). 

Certaines études ont montré que le mode d’action du composé 6 a reposé principalement sur 

l'inhibition de la trypanothione réductase chez L. infantum (Kumar et al., 2017) et de l'arginase 

chez L. amazonensis (Silva et al., 2019), ce qui pourrait expliquer la production d'ATP par les 

parasites cibles dans notre étude, ainsi que le fonctionnement normal des mitochondries ce qui 

nous laisse suggérer que l’apoptose a été induite par voie extrinsèque surtout chez L. donovani. 

Compte tenu des effets observés, les différents aspects d’apoptose élucidés dans la présente étude 

peuvent interférer. A titre d’exemple, l'oxydation des protéines et des lipides, causée par les ROS 

a été largement impliquée dans le dysfonctionnement mitochondrial par augmentation de la 

perméabilité des protons, et diminution du niveau d'ATP (Rodríguez-Hernández et al., 2020). 

Fonseca-Silva et al. (2011) ont montré que l’altération de la mitochondrie et la production de ROS 

sont liés et cruciaux pour inhiber la croissance de L. amazonensis, ce qui est en accord avec nos 

résultats, les composés (3-6) n'ont pas réussi à générer les ROS, ou bloquer la production d'ATP, 

ni à diminuer le potentiel de la membrane mitochondriale chez L. donovani, en particulier dans le 

cas des composés 3 et 6. Ce résultat pourrait être expliqué par l’étude de McCall et Matlashewski 

(2012) dans laquelle ils ont révélé que L. donovani a développé différents mécanismes de défense 

afin de neutraliser la réponse de l'hôte à savoir les protéines A2 qui protègent le parasite contre le 

stress oxydatif. En réalisant une étude comparative entre le niveau normal et faible d'expression 

de A2, ils ont conclu que A2 a été impliquée dans la pathogénicité et la résistance de L. donovani. 

Cependant, d’autres études ont corroboré nos résultats en confirmant la fragmentation d'ADN et 

l’altération de la perméabilité membranaire des souches de Leishmania spp. traitées avec des 

sesquiterpènes lactones (Barrera et al., 2008 ; Sülsen et al., 2016). 
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VII. Conclusion  

En se basant sur l’ensemble des résultats obtenus dans ce chapitre, nous pouvons tirer les 

conclusions suivantes :  

➢ Parmi les quinze espèces de plantes criblées pour leur pouvoir leishmanicide par 

microdilution contre Leishmania spp., Inula viscosa a montré l’activité la plus 

prometteuse. 

➢ Le fractionnement bioguidé de l’extrait éthanolique des feuilles d’I. viscosa par de 

multiples étapes chromatographiques impliquant des colonnes sur gel de silice et de 

sephadex LH-20, des chromatographies centrifuges planaires et préparatives a permis 

d’identifier à l’aide des techniques spectroscopiques et de corrélation (RMN, HMBC, 

HSQC et ROESY) huit composés à savoir l’acide isocostique, l’acide ilicique, 8-epi-

xanthatin-1β,5β-epoxide, l’inuloxin A, la sakuranétine, la taxifoline, 3-O-acétyl-7-O-

méthylaromadendrine et la quercétine. 

➢ Le test biologique par microdilution en utilisant le réactif AlamarBlue a permis de noter 

que parmi les huit composés isolés, les sesquiterpénoïdes (8-epi-xanthatin-1β,5β-epoxide 

et inuloxin A) et les flavonoïdes (sakuranétine et taxifoline) ont été caractérisés comme 

les principes actifs contre Leishmania amazonensis et Leishmania donovani avec des CI50s 

entre 9,53 et 86,45 µM pour les promastigotes, et entre 0,64 et 6,98 µM pour les 

amastigotes. 

➢ Les sesquiterpénoïdes et flavonoïdes d'I. viscosa ont montré une activité importante sans 

toxicité sur les macrophages murins performée en utilisant le dosage fluorométrique par 

le réactif AlamarBlue. 

➢ L’analyse de la relation structure-activité nous a permis de suggérer que la lactonisation 

ou l'oxydation des sesquiterpénoïdes (8-epi-xanthatin-1β,5β-epoxide et inuloxin A) et des 

flavonoïdes (sakuranétine et taxifoline) a amélioré leur profil biologique. 

➢ En utilisant les kits de viabilité cellulaire et de détection des évènements typiques de 

l’apoptose. Les essais expérimentaux ont montré que ces composés semblent induire une 

mort cellulaire programmée via apoptose chez L. amazonensis et L. donovani en causant 

une altération de la perméabilité membranaire (kit SYTOX Green), une condensation de 

la chromatine (double kit Hoechst 33342/PI), une perturbation du fonctionnement de la 

mitochondrie (sonde JC-1), et une réduction des niveaux de production de l’ATP 

(CellTiter-Glo) en plus d’une régénération des ROS (kit CellROX) chez L. amazonensis.
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Valorisation du spectre d’action des composés 

bioactifs d’I.viscosa 

Introduction  

Nous venons de démontrer que la région de Fès-Meknès est riche en plantes médicinales dont les 

substances antimicrobiennes produites possèdent un spectre d’action élargie car agissent sur des 

microorganismes de deux phylums différents, les bactéries SARM et les protozoaires leishmanies. 

Cependant et afin de mieux apprécier ce spectre d’action, des tests d’activité biocide des composés 

isolés d’I. viscosa sont réalisés contre d’autres germes pathogènes qui font l’objet des travaux au 

laboratoire d’accueil (laboratoire 11-12 de parasitologie à l’institut Universitaire des Maladies 

Tropicales et de la Santé Publique, Iles des Canaries-Espagne) à savoir Trypanozoma cruzi un 

flagellé trypanosomatidé et Naegleria fowleri une amibe flagellée. Les deux espèces font partie 

des germes pathogènes négligés à cause du manque de soutien financier pour la recherche et le 

développement de nouveaux médicaments (Chatelain et Ioset, 2011) alors que le taux de 

pathogénicité et de virulence causée par ces germes est assez élevé. En effet, environ un milliard 

de personnes dans le monde sont touchées par les maladies tropicales négligées (MTNs) (Peeling 

et al., 2017). Les produits pour le traitement des MTNs sont en générale limités sachant que le 

traitement de l’infestation par N. fowleri repose sur l’amphotéricine B et la miltefosine et celui 

pour T. cruzi repose sur la benznidazole et le nifurtimox (WHO, 2020). 

I. Evaluation de l’activité biocide sur Trypanosoma cruzi 

I.1. Introduction 

Le protozoaire hémoflagellé T. cruzi est l’agent étiologique responsable de la maladie de Chagas 

ou la trypanosomiase américaine. C’est une maladie tropicale négligée potentiellement mortelle, 

elle sevit dans  la région des Amériques et  principalement l’Amérique latine (WHO, 2018). 

Cependant, cette parasitose s’est propagée à d’autres continents à savoir les États-Unis 

d’Amérique, Canada, nombreux pays d’Europe et certains pays du Pacifique occidental (de Jesus 

et al., 2021). Selon les estimations de l’OMS, 6 à 7 millions de personnes dans le monde sont 

infestées par T. cruzi causant plus de 10 000 décès par an (WHO, 2020).  

En effet, T. cruzi est transmis principalement par des insectes vecteurs hémiptères hématophages, 

les triatomes qui sont une variété de punaises (Tyler et Engman, 2001). Lors du repas sanguin, les 

formes trypomastigotes métacycliques infestantes sont libérées avec les déjections des insectes et 
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pénètrent dans la circulation sanguine de l'hôte mammifère via le site de la piqûre où le parasite 

est capable d’infester les cellules nucléées et se transformer en forme amastigote (Tyler et al., 

2003). En plus de ce cycle, d’autres modes de transmission ont également été signalés comme par 

exemple la voie congénitale, l’ingestion des aliments contaminés et la transfusion sanguine (WHO 

2020 ; Colombo et al., 2021). 

La maladie de Chagas est caractérisée par des phases d’infestation aiguës et chroniques qui se 

présentent sous différentes formes cliniques. Bien que l’infestation puisse rester asymptomatique 

pendant de nombreuses années, jusqu’à 30% des personnes infestées de façon chronique peuvent 

développer des troubles cardiaques, et jusqu’à 10% des troubles digestifs et/ ou neurologiques 

(WHO, 2020). Après la première description de la maladie, plusieurs composés ont été évalués 

comme agents thérapeutiques tels que l'arsenic, la fuchsine, l'émétique tartrate et le chlorure de 

mercure. Cependant, aucun de ces agents n’a été satisfaisant (Ribeiro et al., 2020). Actuellement, 

le traitement de cette parasitose ne comprend que deux médicaments, le benznidazole et le 

nifurtimox, qui sont efficaces pour traiter uniquement la phase aiguë de la maladie, mais 

présentent des effets indésirables graves (Pecoul et al., 2016 ; Sales et al., 2017).  

I.2. Activité antitrypanosomale et détermination des composés actifs 

Appartenant à la même famille que Leishmania, T. cruzi a été traité par les composés isolés d’I. 

viscosa, la seule plante qui a montré une activité antitrypanosomale lors du criblage des quinze 

plantes. Pour ce faire, les composés ont été testés sur le stade epimastigote de T. cruzi (Y strain). 

Techniquement, les composés (3-6) ont été solubilisés dans le DMSO et dilués en série dans 100 

µl de milieu de culture LIT complété avec 10% de SBF dans des microplaques de 96 puits. Par la 

suite, les parasites en phase de croissance logarithmique ont été dénombrés, ajustés à 5×105 

cellules/ml, et 100 µl de la suspension parasitaire ont été distribués dans la microplaque 

préalablement préparée pour avoir un volume final de 200 µl par puits. Le benznidazole a été 

utilisé comme témoin positif. Finalement, un volume de 20 μl du réactif AlamarBlue (Invitrogen, 

USA) a été ajouté à chaque puits et les microplaques ont été incubées sous agitation à 26°C 

pendant 72h. Après l’incubation, les microplaques ont été observées au microscope et analysées 

statistiquement de la même manière que le test leishmanicide. 

Les résultats obtenus ont montré que l'extrait d'I. viscosa a exhibé un pouvoir inhibiteur important 

contre les epimastigotes de T. cruzi. La caractérisation chimique nous a permis de mettre en 

évidence une inhibition la plus élevée exercée par les composés (3) et (4). De plus, comparés aux 

médicaments de référence, les résultats ont montré que ces deux composés ont présenté une 



136 / 215

Este documento incorpora firma electrónica, y es copia auténtica de un documento electrónico archivado por la ULL según la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente dirección https://sede.ull.es/validacion/

Identificador del documento: 3453269				Código de verificación: C19CelPo

Firmado por: Ikrame Zeouk Fecha: 21/05/2021 13:04:20
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

Jacob Lorenzo Morales 21/05/2021 13:16:20
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

María de las Maravillas Aguiar Aguilar 03/06/2021 16:29:04
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

Universidad de La Laguna
Oficina de Sede Electrónica

Entrada
Nº registro:  2021/40772

Nº reg. oficina:  OF002/2021/40167
Fecha:  21/05/2021 13:19:22

Partie IV : Valorisation du spectre d’action 

 des composés bioactifs d’I. viscosa  
 

 
 108 

activité proche de celle du benznidazole (6,95 μM). En revanche, le test de cytotoxicité des 

macrophages murins performé par la méthode du réactif AlamarBlue a révélé que le benznidazole 

a montré une CC50 de 399,91 μM. Selon les valeurs de CC50, 8-epi-xanthatin-1β,5β-epoxide (3) 

et l’inuloxin A (4) ont montré un profil de cytotoxicité modéré, tandis que la sakuranétine (5) et 

la taxifoline (6) ont présenté un profil cytotoxique faible (Tableau IV.1). 

Tableau IV.1. Activité antitrypanosomale, cytotoxicité et indice de sélectivité des composés 

purifiés de l’extrait d’I. viscosa sur les epimastigotes de T. cruzi. et les macrophages murins. 

 

 

Composés 

 T. cruzi Macrophages 

murins 

CI50 (µM) CI90 (µM) IS CC50 (µM) 

3 4,99 ± 0,04 17 ± 0,33 3,67 18,44 ± 1,30 

4 12,52 ± 0,16 22,11 ± 0,30 3,38 42,36 ± 2.54 

5 36,17 ± 2,17 191,68 ± 0,77 2,65 95,93 ±0,5 

6 82,95 ± 1,65 173,45 ± 0,61 >4,18 >100 

Benznidazole 6,95 ± 1,92 25,59 ± 2,72 57,51 399,91 ± 1,04 

  CI50 : Concentration inhibitrice qui inhibe 50% de croissance des parasites testés. 

  CI50 : Moyennes ± Ecart type. 

  CI90 : Concentration inhibitrice qui inhibe 90% de croissance des parasites testés 

  CC50 : Concentration cytotoxique qui réduit 50% de la viabilité des macrophages murins. 

  IS : Indice de sélectivité (CC50 /CI50). 

  Les composés qui ont montré une CI50> 100 µM ont été exclus. 

 

I.3. Mécanisme d’action des composés actifs 

De la même manière que l’activité leishmanicide, nous avons analysé la perméabilité de la 

membrane plasmique des parasites cibles en utilisant le kit SYTOX Green. La figure IV.1 montre 

l’effet des composés (3-6) sur les membranes cellulaires de T. cruzi pendant une incubation de 

24h. A partir de ces figures, nous pouvons constater que le traitement des epimastigotes a 

provoqué une augmentation significative de l’intensité de la fluorescence verte en comparaison 

avec le contrôle indiquant une altération remarquable de la perméabilité de la membrane 

cellulaire. 

L’analyse de l’état de la chromatine au sein des cellules de T. cruzi a été performée par le kit de 

détection d'apoptose à double coloration (Hoechst 33342/PI). Les résultats obtenus après 24h 

d’incubation avec les quatre composés sont présentés dans la figure IV.2.  
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Après excitation, les images obtenues ont montré qu’en comparaison avec le témoin, Hoechst 

33342 a émis une fluorescence bleue et brillante très remarquable après le traitement par les 

composés 3-6, ce qui reflète une condensation de la chromatine chez les cellules traitées. 

Concernant le PI, les cellules ont pu exclure ce dernier mais pas le Hoechst lors de l’incubation 

des parasites avec les composés 3,4 et 6 (Figure IV.2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure IV.1. Les images (40X et 100X) présentent les effets de la concentration CI90 d'inuloxin 

A (B, G), sakuranétine (C, H), 8-epi-xanthatin-1β,5β-epoxide (D, I) et taxifoline (E, J) sur la 

perméabilité de la membrane plasmique des epimastigotes de T. cruzi après 24h d'incubation. 

Les cellules ont été marquées avec SYTOX Green. Les images ont été obtenues en utilisant un 

système d'imagerie cellulaire EVOS FL et des souches non traitées ont été utilisées comme 

contrôle négatif (A, F). 
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Figure IV.2. Les images (40X et 100X) obtenues à partir du système d'imagerie cellulaire 

EVOS FL montrent l’intensité de la fluorescence lorsque les epimastigotes de T. cruzi ont été 

incubés avec les CI90 des quatre composés testés pendant 24h: Inuloxin A (B, G, L), 

sakuranétine (C, H, M), 8-epi-xanthatin-1β,5β-epoxide (D, I, N), taxifoline (E, J, O). Hoechst 

correspond à la condensation de la chromatine (bleue) dans les cellules traitées. La fluorescence 

rouge correspond à la coloration par PI. Un contrôle sans traitement a été utilisé (A, F, K). 
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L'effet des composés (3-6) sur le potentiel de la membrane mitochondriale (ΔΨm) de T. cruzi a 

été déterminé par mesure de la fluorescence émise par la sonde JC-1. L’analyse des images 

enregistrées a indiqué que les composés (3-6) ont pu diminué le ΔΨm chez les epimastigotes en 

émettant une fluorescence verte bien remarquable par rapport aux parasites non traités (Figure 

IV.3). En effet, le dysfonctionnement de la mitochondrie a été confirmé par le dosage de l’ATP 

produite par T. cruzi lors du traitement par les composés testés pendant 24h. Cette quantification 

a été performée en utilisant la méthode luminescente par le kit CellTiter-Glo® Luminescent Cell 

Viability Assay (Promega). En comparaison avec les contrôles positifs et négatifs, il a été observé 

que l’incubation de T. cruzi avec les composés 4-6 a provoqué une diminution modérée de la 

teneur en ATP, tandis que cette teneur a été très légèrement altérée lors du traitement par le 

composé 3 (Figure IV.4). 

Le marquage des ROS a été performé par le kit CellROX. Les résultats obtenus lors de l’analyse 

de cet évènement sont présentés dans la figure IV.5. A partir de ces images, il est très clair que les 

composés (3-6) ont déclenché une production importante des ROS traduite par l’émission d’une 

fluorescence rouge intense chez T. cruzi en comparaison avec le contrôle. 
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Figure IV.3. Les effets de l'inuloxin A (B, G, L), sakuranétine (C, H, M), 8-epi-xanthatin-

1β,5β-epoxide (D, I, N), taxifoline (E, J, O) sur le potentiel de la membrane mitochondrial de 

T. cruzi par rapport au contrôle (A, F, K). Les images (40X et 100X) sont représentatives des 

parasites observés dans les expériences réalisées à l'aide d'un système d'imagerie cellulaire 

EVOS FL.  
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Figure IV.4. L'effet de 8-epi-xanthatin-1β,5β-epoxide (3), de l'inuloxin A (4), de la 

sakuranétine (5) et de la taxifoline (6) sur la production d'ATP par T. cruzi en 

utilisant le test de viabilité cellulaire CellTiter-Glo Luminescent. Les résultats sont 

représentés en pourcentage par rapport au contrôle négatif. Les cellules ont été 

traitées par la concentration CI90 pendant 24h. 
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Figure IV.5. Augmentation du niveau de production de ROS chez les epimastigotes de T. cruzi 

après traitement par les CI90 d'inuloxin A (B, G), sakuranétine (C, H), 8-epi-xanthatin-1β,5β-

epoxide (D, I) et taxifoline (E, J) pendant 24h. Après marquage par CellROX Deep Red, des 

images (40X et 100X) ont été obtenues en utilisant un système EVOS FL Cell Imaging. Les 

résultats ont été analysés par rapport au contrôle négatif (A, F). 
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I.4. Discussion  

Dans la présente partie, nous avons évalué l’activité antitrypanosomale de l’extrait éthanolique 

d’I. viscosa et ses composés sur les epimastigotes de T. cruzi. Les résultats obtenus ont montré 

que les composés (3-6) actifs sur Leishmania spp. sont les mêmes actifs sur T. cruzi appartenant 

à la même famille des kinétoplastidés. Ceci nous a mené à élucider le mécanisme d'action de ces 

composés vis-à-vis des epimastigotes. Nos résultats ont confirmé que les composés (3-6) ont 

déclenché des évènements spécifiques à la PCD via apoptose en combinant différentes 

caractéristiques allant de la membrane plasmique jusqu’aux organites cellulaires et matériel 

génétique. 

En effet, les sesquiterpénoïdes et les flavonoïdes isolés de diverses plantes ont largement montré 

une activité trypanocide importante (Sosa et al., 2020 ; Armenio et al., 2020 ; Florencio et al., 

2020). A l’exception de l’inuloxin A (4), l’activité antitrypanosomale in vitro a été prouvée pour 

les composés 3,5 et 6. Nour et al. (2009) ont montré que le composé 8-epi-xanthatin-1β,5β-

epoxide (3) isolé de la plante soudanaise Xanthium brasilicum est un métabolite terpénoïde qui a 

été le plus actif in vitro contre les trypomastigotes de T. cruzi avec une CI50 de 11,3 µM. Grecco 

et al. (2012) ont rapporté que la sakuranétine (5) a présenté une activité remarquable contre les 

trypomastigotes de T. cruzi avec une CI50 faible et deux fois plus efficace que le benznidazole, ce 

flavonoïde a été capable de tuer 100% des parasites après 24h d’incubation. Par la suite, les auteurs 

de la même étude ont indiqué que la présence d’un groupe hydroxyle en C-4’ associé à un groupe 

méthoxyle en C-7 dans les flavonoïdes est importante pour l’activité antiparasitaire. En outre, 

Leite et al. (2010) ont démontré que la taxifoline (6) a exhibé une faible activité antitrypanosomale 

en comparaison avec d’autres flavonoïdes ce qui a été confirmé auparavant dans l’étude menée 

par Tasdemir et al. (2006) sur les trypomastigotes de T. cruzi en corroborant notre résultat. 

Néanmoins, dans la biobibliographie aucune étude n'a rapporté le mécanisme d’action exercé par 

ces composés sur T. cruzi. Pourtant, la PCD induite via apoptose lors du traitement par les 

composés naturels a été démontrée chez T. cruzi (Menna-Barreto et al., 2009). Lors du traitement 

de Trypanosoma spp. par les sesquiterpènes lactones, une fragmentation de l’ADN a été observée 

(Sülsen et al., 2016). De plus, l’altération de la perméabilité membranaire causée par les 

métabolites isolés des plantes médicinales a été largement documentée (Chiquero et al., 1998 ; 

Pinto et al., 2013 ; Rea et al., 2013). D’autres études ont décrit l’augmentation de la régénération 

des ROS par les epimastigotes, les trypomastigotes et les amastigotes de T. cruzi lors du traitement 

par des sesquiterpénoïdes isolés de plusieurs plantes (Bombaça et al., 2018).  
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En revanche, il a été noté que le dysfonctionnement mitochondrial et la production de ROS sont 

liés et cruciaux pour le potentiel inhibiteur de T. cruzi (Bombaça et al., 2019). Cependant, selon 

Florencio et al. (2020) il y a peu d’études sur les effets des flavonoïdes contre T. cruzi qui 

manquent d'analyse des altérations morphologiques du parasite.  

I.5. Conclusion  

L’ensemble des résultats obtenus dans cette partie, nous permet de tirer les conclusions suivantes :  

➢ Les sesquiterpénoïdes (8-epi-xanthatin-1β,5β-epoxide et inuloxin A) et les flavonoïdes 

(sakuranétine et taxifoline) ont exhibé une activité antitrypanosomale prometteuse contre 

les epimastigotes de T. cruzi. 

➢ Ces composés ont montré une activité importante avec un profil cytotoxique faible sur les 

macrophages murins. 

➢ Les essais expérimentaux du mécanisme d’action ont montré que ces composés semblent 

induire de la mort cellulaire programmée via apoptose chez les cellules traitées de T. cruzi. 

 

II. Evaluation de l’effet biocide sur Naegleria fowleri 

II.1. Introduction  

Naegleria fowleri dite « amibe mangeuse de cerveau » est une amibe libre responsable de la 

méningo-encéphalite amibienne primitive (MEAP) qui est une maladie rare mortelle imputable à 

cette amibe. N. fowleri a été découverte en 1899, et le premier cas de MEAP a été décrit en 

Australie en 1965 par Fowler et Carter (Fowler et Carter, 1965). Cette amibe est classée comme 

pathogène prioritaire de catégorie B par le NIAID (National Institute of Allergy and Infectious 

Diseases) (Barrett et al., 2020). L'incidence des cas de MEAP rapportés est devient de plus en 

plus importante dans diverses parties du monde avec des taux de mortalité très élevés avoisinant 

95% (Wagner et al., 2017 ; Maciver et al., 2020). Récemment, plus de cas ont été déclarés en 

Philippines, au Sud du Brésil, à Pakistan, aux États-Unis et dans les pays asiatiques (Chomba et 

al., 2017 ; Milanez et al., 2017 ; Anser et al., 2018 ; Henker et al., 2019 ;  Ali et al., 2020), ce qui 

a mené les chercheurs à qualifier la MEAP comme une maladie infectieuse émergente car il 

semble inévitable que son incidence réelle augmente en raison du changement climatique 

(Maciver et al., 2020). En effet, N. fowleri est un organisme environnemental et bien que l'eau soit 

la principale voie de transmission, l'infection par le sol et la poussière est une voie alternative 

possible (Grace et al., 2015). N. fowleri a été principalement isolé des sources naturelles d'eau, à 
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savoir l'eau douce chaude, l'eau du robinet et la source d'eau chaude (De Jonckheere, 2011; 

Siddiqui et al., 2016 ; Cooper et al., 2019). Lorsque l'eau contaminée est inhalée, les espèces 

pathogènes de N. fowleri développent la pathologie dans la cavité nasale entraînant une 

destruction des neurones (Jahangeer et al., 2020) dont les symptômes sont des maux de tête, mal 

de gorge, nez bouché, fièvre, nausées, altération du goût et de l'odorat et photophobie (Siddiqui 

et Khan, 2014).  

Les médicaments de choix, la MF et l'Amp B, sont associés à des effets indésirables graves 

lorsqu'ils sont administrés seuls ou en association avec des antibiotiques tels que la rifampicine et 

le miconazole (Ondarza et al., 2006 ; Vargas-Zepeda et al., 2005). En effet, l’Amp B est connu 

pour sa néphrotoxicité et ses réactions aiguës liées à la perfusion (Laniado-Laborín et Cabrales-

Vargas, 2009). De plus, le traitement clinique a échoué, sur un total de 36 patients traités par 

l’Amp B, seuls 8% ont récupéré à cause de son incapacité à traverser la barrière hémato-

encéphalique (Capewell et al., 2015).  

Les études portant sur la pathogénicité de N. fowleri ont occupé une place de plus en plus 

importante et se sont concentrées sur de nombreux aspects dont la biologie de cette amibe et ses 

facteurs de virulence tels que la membrane plasmique comme étant un déterminant essentiel de la 

pathogénicité de différents microorganismes. Toutefois, le mécanisme de cette pathogénicité reste 

mal connu. Des protéines membranaires telles que 23 kDa (Nf23) et Mp2CL5 ont été détectées 

spécifiquement dans des souches pathogènes de N. fowleri (Reveiller et al., 2001 ; Flores-Huerta 

et al., 2020). De plus, l'adhésion à la fibronectine et au fibrinogène est un autre mécanisme 

pathogène critique de cette amibe, il a été démontré que le gène de la nfactine surexprimé est de 

nature contact-dépendant ce qui augmente la cytotoxicité et favorise la phagocytose par N. fowleri 

(Sohn et al., 2019). 

II.2. Activité biologique et détermination du composé actif 

En raison de la pathogénicité de l’espèce étudiée N. fowleri (ATCC30808) et selon les directives 

espagnoles de biosécurité, la souche a été conservée et manipulée dans les installations de sécurité 

biologique de niveau 3 de l’institut. Pour ce faire, l’activité in vitro a été performée en utilisant 

les trophozoïtes de N. fowleri en phase logarithmique de croissance dans le milieu de culture 

bactocasitone. 50 μl de la suspension cellulaire à une concentration finale de 105 cellules/ml ont 

été distribués dans chaque puits de la microplaque de 96 puits. L’essai implique l'incubation des 

trophozoïtes avec de différentes concentrations des composés isolés d’I. viscosa. Tout d'abord, 

des dilutions en série de chaque échantillon ont été préparées dans le milieu de culture 
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bactocasitone, puis 50 μl de chaque dilution ont été transférés à la microplaque contenant la 

suspension cellulaire. L'Amp B et la MF ont été utilisés comme médicaments de référence, ainsi 

qu’un témoin négatif a été préparé. Par la suite, le réactif AlamarBlue a été ajouté dans tous les 

puits (10%), puis les microplaques ont été incubées avec une légère agitation pendant 48h à 37°C. 

Les résultats obtenus ont montré que l'extrait d'I. viscosa a exhibé un pouvoir inhibiteur important 

contre les trophozoïtes de N. fowleri. La caractérisation chimique nous a permis de mettre en 

évidence une inhibition la plus élevée exercée par l’inuloxin A (CI50 = 21,27 μM), tandis que la 

sakuranétine a montré une activité modérée (CI50 = 74,83 μM). Cependant, comparés aux 

médicaments de référence, les résultats ont montré que l’inuloxin A a présenté une activité plus 

puissante que la MF (21,27 contre 38,74 μM) mais moins importante que l'Amp B (0,12 μM). 

En revanche, le test de cytotoxicité des macrophages murins performé par la méthode du réactif 

AlamarBlue a révélé que la MF a montré une CC50 de 127,88 ± 8,85 μM, tandis que l'Amp B a 

montré une CC50> 200 μM. L’inuloxin A a présenté un indice de sélectivité similaire à celui de la 

MF avec plus de sélectivité vis-à-vis de N. fowleri que la sakuranétine, mais moins de sélectivité 

que l’Amp B (Tableau IV.2). 

Tableau IV.2. Activité antiamibienne, cytotoxicité et indice de sélectivité contre les trophozoïtes 

de N. fowleri et la lignée cellulaire des macrophages des composés isolés d’ I. viscosa.  

Composés N. fowleri 

CI50 (µM) 

N. fowleri 

CI90 (µM) 

Murine macrophages 

CC50 (µM) 

IS 

Inuloxin A 21,27 ± 2,25 70,47 ± 6,04 42,32 ± 0,07 2 

Sakuranétine 74,83 ± 1,84 - 95,93 ± 1,84 1,28 

Amp B 0,12 ± 0,03 - > 200 >_1652,893 

Miltéfosine 38,74 ± 4,23 - 127,88 ± 8,85 3,30 

CI50 : Concentration inhibitrice qui inhibe 50% de croissance des parasites testés. 

CI50 : Moyennes ± Ecart type. 

CI90 : Concentration inhibitrice qui inhibe 90% de croissance des parasites testés 

CC50 : Concentration cytotoxique qui réduit 50% de la viabilité des macrophages murins. 

IS : Indice de sélectivité (CC50 /CI50) ; Les composés qui ont montré une CI50> 100 µM ont été exclus. 

II.3. Mécanisme d’action du composé actif  

Pour examiner le mécanisme de la mort cellulaire induite par l'inuloxin A, des événements 

indiquant le type de la voie de la PCD ont été mis en évidence et les résultats sont présentés dans 

les figures IV.6, IV.7, IV.8, et IV.9. Il est à noter que les aspects spécifiques de l'apoptose ont été 
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caractérisés chez les cellules traitées avec les CI90 de l'inuloxin A avec des différences 

significatives en comparaison avec le témoin. D’après la figure IV.6, l'inuloxin A a provoqué une 

altération remarquable de la perméabilité membranaire par rapport aux cellules non traitées.  

L’état de la chromatine des trophozoïtes de N. fowleri traités a été vérifié en utilisant le kit à 

double coloration Hoechst/PI. En comparaison avec le contrôle de croissance, les cellules traitées 

ont émis une forte fluorescence bleue indiquant un événement de type apoptotique bien 

remarquable (Figures IV.7). 

En ce qui concerne le métabolisme énergétique, une diminution notable du potentiel de la 

membrane mitochondriale a été enregistrée (Figure IV.8) en rappelant que le kit JC-1 est une 

sonde capable de s'agréger dans les mitochondries et d’émettre une fluorescence rouge lorsque le 

ΔΨm est plus élevé alors que dans du ΔΨm inférieur, le JC-1 se trouve incapable de s'accumuler 

dans les mitochondries en émettant une fluorescence verte car il reste dans la zone du cytosol sous 

sa forme de monomères. Pour vérifier si la production d'ATP a été affectée par la perte de ΔΨm, 

le niveau d'ATP généré pendant 24h a été quantifié. Le traitement de N. fowleri par l'inuloxin A 

a provoqué une diminution significative du taux d'ATP total avec une production de 18% 

seulement par les cellules traitées par rapport aux cellules non traitées qui produisent 

spontanément 100% d'ATP. 

De plus, l'inuloxin A a favorisé l’accumulation des ROS dans les cellules traitées tout en 

enregistrant une intensité élevée de la fluorescence rouge en comparaison avec celle du contrôle 

de croissance (Figure IV.9). 
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Figure IV.6. Les images présentant les effets de la concentration CI90 de l’inuloxin A (C, D) 

sur la perméabilité de la membrane plasmique des trophozoïtes de N. fowleri après 24h 

d'incubation. Les cellules ont été marquées avec SYTOX Green. Les images ont été analysées 

en utilisant un système d'imagerie cellulaire EVOS FL. Des souches non traitées ont été 

utilisées comme contrôle de croissance (A, B). 
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Figure IV.7. Les trophozoïtes de N. fowleri incubés avec la CI90 de l’inuloxin A (D, E, F) 

pendant 24h. Les images sont représentatives de la population cellulaire à l'aide d'un EVOS 

FL Cell Imaging System. La coloration Hoechst est différente lors de la comparaison du 

contrôle négatif (A, B, C) avec les cellules traitées où les noyaux sont marqués en bleu brillant. 

La fluorescence rouge correspond à la coloration à l'iodure de propidium (PI). Hoechst (B, E), 

l'iodure de propidium (C, F). 
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Figure IV.8. Les cellules de N. fowleri colorées avec le kit JC-1 après 24h d'incubation des 

trophozoïtes avec la CI90 de l’inuloxin A (C, D). Les images sont représentatives de l'effet sur 

le potentiel mitochondrial des amibes et observées à l'aide d'un système d'imagerie cellulaire 

EVOS FL. Un contrôle sans traitement a été utilisé (A, B). 
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Figure IV.9. Les images sont représentatives du marquage des trophozoïtes de N. fowleri avec 

le kit CellROX Deep Red après traitement par la CI90 de l'inuloxin A (C, D) pendant 24h. Les 

images ont été obtenues en utilisant un système d'imagerie cellulaire EVOS FL et comparées 

au contrôle de croissance (A, B). 
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II.4. Discussion 

Dans le présent chapitre, nous avons évalué l’activité amoebicide de l’extrait éthanolique d’I. 

viscosa et ses composés sur les trophozoïtes de N. fowleri. Nous avons également étudié le 

mécanisme d’action du composé actif. Les résultats ont montré que l’inuloxin A a été le composé 

responsable de l’activité de cette plante et à de faibles concentrations. La spécificité de ce composé 

vis-à-vis de la souche étudiée nous a mené à élucider son mécanisme d'action et à discuter la 

relation structure-activité. En effet, la PCD a été largement rapportée chez les organismes 

unicellulaires et multicellulaires. Cependant, ce processus n’est pas bien connu chez le genre 

Naegleria. Nos résultats ont révélé pour la première fois que l’inuloxin A a déclenché des 

évènements spécifiques à la PCD via apoptose en combinant de différentes caractéristiques.  

En effet, la membrane plasmique est impliquée dans la pathogénicité de différents 

microorganismes mais rarement étudiée chez les amibes. Récemment, Flores-Huerta et al. (2020) 

ont mené une étude comparative où ils ont détecté l’expression d’une protéine de 23 kDa (Nf23) 

avec des niveaux plus élevés dans la membrane de N. fowleri par rapport aux membranes des 

espèces non-pathogènes comme N. lovaniensis et N. gruberi. De plus, Reveiller et al. (2001) ont 

identifié une protéine Mp2CL5 qui a été abondante dans la membrane des trophozoïtes pathogènes 

mais absente chez les autres espèces de Naegleria, ce qui a mené les auteurs à caractériser cette 

protéine comme étant le facteur spécifique de la pathogénicité de N. fowleri. De ce fait, nous 

pouvons suggérer que le caractère non polaire de l’inuloxin A par rapport au sakuranétine a facilité 

son passage via la membrane, puis ce composé a probablement inhibé la synthèse des protéines 

membranaires, car les composés de la famille des sesquiterpénoïdes caractérisés par le α, β 

carbonyle insaturé ont montré des effets inhibiteurs des protéines impliquées dans la 

multirésistance (Wortelboer et al., 2005).  

Dans la littérature, le mécanisme d'action de l’inuloxin A sur les amibes est encore inconnu. 

Cependant, il a été signalé que chez les champignons, les sesquiterpènes ont inhibé la biosynthèse 

des stérols (Siwen et al., 2017) qui constituent un facteur clé de la croissance de N. fowleri (Zhou 

et al., 2018). Effectivement, dans cette étude nous avons montré que l’inuloxin A a favorisé la 

production de ROS qui devrait être normalement inhibée par la présence des stérols (Galea et 

Brown, 2009). De plus, l'interférence entre la régénération des ROS, le dysfonctionnement des 

mitochondries, la diminution de la production d'ATP et la condensation de l'ADN chez N. fowleri 

a déjà été rapportée par Rizo-liendo et al. (2020) ce qui pourrait confirmer les résultats de la 

présente étude. 
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Nous avons montré également que l'Amp B a été plus actif et moins toxique que l’inuloxin A et 

la MF. De plus, plusieurs études ont rapporté l'efficacité in vitro et in vivo de ce médicament 

(Goswick et Brenner, 2003 ; Rizo-Liendo et al., 2020 a). Cependant, le traitement par l'Amp B a 

échoué dans de nombreux essais cliniques, sur un total de 36 patients, seuls 8% ont récupéré 

(Capewell et al., 2015). Ceci a été expliqué par son incapacité à traverser la barrière hémato-

encéphalique (BHE) (Pyrgos et al., 2010 ; Ashley, 2019). Par conséquent, le caractère non polaire 

de l’inuloxin A pourrait favoriser son utilisation dans le futur. 

II.5. Conclusion  

En se basant sur l’ensemble des résultats obtenus dans ce chapitre, nous pouvons tirer les 

conclusions suivantes :  

➢ L’inuloxin A a été caractérisé comme le principe actif dans l’extrait d’I. viscosa contre les 

trophozoïtes de N. fowleri. 

➢ L’analyse de la relation structure-activité nous a permis de suggérer que le caractère non 

polaire de ce composé a amélioré son profil biologique. 

➢ Les essais expérimentaux de la détection de la mort cellulaire programmée ont montré que 

l’inuloxin A semble induire de l’apoptose chez N. fowleri.  
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L’objectif principal de ce projet de thèse a été dans un premier temps focalisé sur la 

recherche des composés bioactifs dotés de propriétés antimicrobiennes contre le protozoaire 

parasite Leishmania et la bactérie opportuniste S. aureus. Les deux germes peuvent être 

responsables des infections suppuratives superficielles et profondes et dont le traitement est 

parfois difficile à cause de l’installation de la biorésistance. L’exploitation de la richesse florale 

de la région de Fès-Meknès intéressante par son passé épidémiologique et ses caractères 

géographiques nous a permis d’isoler des composés bioactifs qui pourraient être des candidats 

possibles de substances thérapeutiques antimicrobiennes vu que le test biocide a concerné dans 

un deuxième temps d’autres germes pathogénes.    

Les travaux entrepris dans cette thèse, au caractère interdisciplinaire comprenaient trois axes 

majeurs :   

Le premier axe est une étude ethnobotanique menée auprès des herboristes de la région 

afin d’inventorier les plantes utilisées par la population locale pour le traitement des infections 

cutanées, un symptôme commun entre les deux germes cibles, Leishmania et Staphylococcus 

aureus. Ce volet de recherche nous a conduit à la sélection de 64 espèces végétales appartenant à 

35 familles phytochimiques avec une prédominance de la famille des Lamiaceae. Le calcul de 

l’indice de fréquence de citation a révélé 16 plantes comme étant les plus recommandées par 

l’ensemble des herboristes. Ces plantes sont Inula viscosa (25,23%), Berberis hispanica 

(19,62%), Lavandula dentata (18,69%), Crataegus oxyacantha (14,01%), Cistus salviifolius 

(13,08%), Ephedra altissima (11,21%), Rhamnus alaternus et Rubia tinctorum (9,35%), Punica 

granatum (4,67%), Juniperus oxycedrus, Urtica dioica, Nerium oleander, Globularia alypum, 

Alkkanna tinctoria, Artemisia herba alba et Ammi majus (3,74%). A noter également que ce sont 

les feuilles qui sont les plus utilisées dans la préparation des décoctés à usage externe. 

Le deuxième axe  est interdisciplinaire, il combinait la chimie et la biologie, et il consistait 

à réaliser des extractions éthanoliques des plantes sélectionnées, tester leur activité 

antimicrobienne vis-à-vis des leishmanies et des staphylocoques, retenir l’extrait  le plus actif 

pour chaque souche et lui faire subir un ensemble de fractionnements bioguidés pour ne garder 

que les factions les plus actives pour chaque germe et qui feront par la suite l’objet d’identification 

structurale.    

 

 



156 / 215

Este documento incorpora firma electrónica, y es copia auténtica de un documento electrónico archivado por la ULL según la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente dirección https://sede.ull.es/validacion/

Identificador del documento: 3453269				Código de verificación: C19CelPo

Firmado por: Ikrame Zeouk Fecha: 21/05/2021 13:04:20
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

Jacob Lorenzo Morales 21/05/2021 13:16:20
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

María de las Maravillas Aguiar Aguilar 03/06/2021 16:29:04
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

Universidad de La Laguna
Oficina de Sede Electrónica

Entrada
Nº registro:  2021/40772

Nº reg. oficina:  OF002/2021/40167
Fecha:  21/05/2021 13:19:22

Conclusion générale et Perspectives 

  127 

➢ Le criblage antistaphylococcique a conduit à la sélection de l’extrait de Rhamnus alaternus 

comme étant le plus actif. Le fractionnement bioguidé en utilisant plusieurs étapes de 

fractionnements successifs à l'aide de différentes méthodes chromatographiques, la 

purification des fractions les plus actives et la caractérisation structurale à l’aide de 

techniques spectroscopiques et spectrométriques (RMN, EIMS et HREIMS) a permis 

l’isolement de 2 composés appartenant à 2 familles : L’émodine de la famille des 

anthraquinones et le kaempférol de la famille des flavonoïdes. Toutefois c’est le composé 

émodine qui s’est avéré le plus actif avec une activité antistaphylococcique élevée 

affichant des valeurs CMIs de 1,93 et 15,63 μg/ml et des valeurs CC50>100 μg/ml 

témoignant la non-toxicité de ce composé.  

➢ Le criblage anti-Leishmania a conduit à la sélection de l’extrait d’Inula viscosa comme 

étant le plus actif. Le fractionnement bioguidé de cet extrait par de multiples étapes 

chromatographiques impliquant des colonnes sur gel de silice et de sephadex LH-20, des 

chromatographies centrifuges planaires et préparatives a permis d’identifier à l’aide des 

techniques spectroscopiques et de corrélation (RMN, HMBC, HSQC et ROESY) huit 

composés (acide isocostique, acide ilicique, 8-epi-xanthatin-1β,5β-epoxide, inuloxin A, 

sakuranétine, taxifoline, 3- O-acétyl-7-O-méthylaromadendrine et quercétine). Toutefois 

ce sont les composés sesquiterpénoïdes (8-epixanthatin-1β, 5β-epoxide et inuloxin A) 

et les flavonoïdes (sakuranétine et taxifoline) qui se sont révélés les plus actifs contre 

les espèces cibles : Leishmania amazonensis et Leishmania donovani avec des CI50s entre 

9,53 et 86,45 µM pour les promastigotes, et entre 0,64 et 6,98 µM pour les amastigotes. 

Les quatre composés ont été évalués pour leur cytotoxicité sur une lignée cellulaire des 

macrophages murins (J774A.1) et le dosage fluorométrique par le réactif AlamarBlue a 

montré que les composés ne sont pas toxiques à la dose testée. 

Pour la valorisation de ces composés anti-Leishmania, leur spectre d’action a été testé sur un 

flagellé Trypanosomatidae de la même famille que Leishmania et qui est Trypanosoma cruzi 

responsable de la maladie de Chagas et l’amibe flagellée Naegleria fowleri responsable de la 

méningo-encéphalite amibienne primitive. Il en résulte que les quatre composés actifs sur 

Leishmania sont aussi actifs sur T. cruzi alors que seul l’inuloxin A est actif sur N. fowleri.  

Dans le troisième axe, les quatre composés découverts actifs sur les protozoaires parasites 

et l’amibe flagellée vont faire pour la première fois l’objet d’étude du mécanisme d’action en 

utilisant les kits de viabilité cellulaire et de détection des évènements typiques de l’apoptose. Les 

résultats obtenus ont montré que ces composés ont déclenché des évènements de types 
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apoptotiques chez les parasites traités à savoir l’altération de la perméabilité membranaire, la 

condensation de la chromatine, la perturbation du fonctionnement de la mitochondrie, la réduction 

des niveaux de production de l’ATP et la régénération des ROS.  

Au regard des résultats obtenus au cours de nos travaux, ce travail de thèse constitue une 

première base de données consacrée aux stratégies d’exploitation de la diversité des composés 

naturels à partir des plantes aromatiques et médicinales. Cependant, des essais complémentaires 

ouvrant plusieurs pistes de recherches sont nécessaires pour une réelle valorisation des composés 

bioactifs isolés.   

➢ La création des catalogues des plantes médicinales destinées aux traitements des infections 

cutanées dans d’autres régions du Maroc, surtout dans les foyers de leishmaniose. 

➢ Le fractionnement chimique et la caractérisation des composés actifs des autres extraits 

qui ont montré une activité modérée dans le but d’éliminer les antagonismes. 

➢ L’évaluation de l’activité antileishmanienne des composés antistaphylococciques. 

➢ L’évaluation de l’activité antistaphylococcique des composés antileishmaniens. 

➢ L’évaluation de l’activité leishmanicide des composés identifiés sur des souches de 

Leishmania circulantes au Maroc à savoir L. tropica, L. major et L. infantum. 

➢ L’évaluation de la cytotoxicité des composés isolés sur d’autres lignées cellulaires. 

➢ L’étude des interactions hôte-pathogène est d’une importance primordiale, de ce fait il 

serait nécessaire de réaliser des tests in vivo en utilisant les différents composés isolés ainsi 

que leurs combinaisons. 

➢ L’analyse des combinaisons selon l’approche de la thérapie combinée in vitro et in vivo à 

savoir l’étude de mélange entre :  

✓ Les composés leishmanicides. 

✓ Les composés antibactériens et antileishmaniens.  

➢ Le développement d’un produit fini à base des formules développées. 

➢ La synthèse chimique des composés bioactifs afin de préserver la nature et réduire les 

coûts.  

➢ L’étude de la relation activité-structure en testant différents analogues. 

➢ La quantification du mécanisme d’action des composés leishmanicides à savoir le dosage 

de cytochrome c, des débris de l’ADN, des ROS produits, des corps apoptotiques…  

➢ La réalisation des analyses protéomiques afin d’identifier les protéines et les enzymes 

impliquées dans le mécanisme d’action des composés leishmanicides.
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Annexe 1 : Questionnaire utilisé dans l’étude ethnobotanique.  

 

Modèle-Questionnaire d’enquête ethnobotanique sur les plantes utilisées dans le cas des 

éruptions cutanées 
 

Fiche N°………………………………………………………………………………. 

Date…………………………………………………………………………………… 

 

Renseignement sur l’informateur 

Age     : ……………………………… 

Sexe :          Masculin □                 Féminin □ 

Niveau d’étude : Analphabète □            Primaire □        Secondaire □       Universitaire □ 

Commune……………………………………. Province……………………………… 

Type de Commune : Urbaine □              Rurale □ 

                                               

    Renseignement sur le matériel végétal 

Nom vernaculaire : ……………………………………………………………………... 

Nom scientifique : ……………………………………………………………………… 

Origine : ………………………………………………………………………………… 

Période de récolte : ……………………………………………………………………... 

Partie utilisée :       Feuille □         Fleur □          Fruit □          Partie aérienne □   

                                            Racine □             Tige □                 Ecorce □ 

                                              Graine □            Rhizome □           Plante entière □ 

                                                                           Autre □ 

Mode de préparation : Infusion □        Décoction □        Cataplasme □ 

                          Autres □ 

Recette :   Huile essentielle □       Extrait liquide □       Poudre de plante □ 

                  Huile végétale □           Autre □ 

Mode d’administration : Oral □         Cutané □ 

Plante est utilisée seule ou associée à autre chose ?    Seule □        Associée □ 

Si elle est associée, cité les plantes ou autres…………………………………………… 

…………………………………………………………………………………………… 

Y a-t-il d’autres utilisations internes de cette plante ?    Oui □       Non □ 

Si oui lesquelles ?............................................................................................................... 

……………………………………………………………………………………………. 

Y a-t-il des effets secondaires de la plante ?    Oui □        Non □ 

Si oui, quels sont ces effets ?.............................................................................................. 
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Annexe 2 : Profil d'antibiogramme des souches cibles de S. aureus (Sa et SARM (ATCC 

29213)). 

Familles des 

antibiotiques 

Antibiotiques Dose par 

disque (µg) 

Souches de S. aureus 

Sa SARM 

(ATCC 

29213) 

 

 

Pénicillines 

Pénicilline 10 unités Résistant Résistant 

Ampicilline 10 Résistant Résistant 

Amoxicilline 20 Résistant Résistant 

Oxacilline 1 Résistant Résistant 

Méthicilline 5 Résistant Résistant 

Combinaison de 

pénicilline 

Acide 

clavulanique+amoxicilline 

10/20 Résistant Résistant 

Céphalosporines Céftriaxone 30 Résistant Résistant 

Céftazidime 30 Résistant Résistant 

Glycopeptides Vancomycine 30 Sensible Sensible 

Teicoplanine 30 Sensible Sensible 

Macrolides Erythromycine 15 Résistant Résistant 

Spiramycine 15 Résistant Résistant 

Tétracyclines Tétracycline 30 Sensible Sensible 

Polypeptides Colistine 10 Résistant Résistant 

Autres Acide fusidique 10 Résistant Résistant 

Pristinamycine 10 Sensible Sensible 
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Annexe 3 : Profil d'antibiogramme et caractéristiques des souches cibles de S. aureus 

(SARM348 et SaLPV+). 

Familles des 

antibiotiques 

Antibiotiques Souches de S. aureus 

SARM348 SaLPV+ 

Aminoglycosides Gentamicine Résistant  Sensible 

Aminosides Tobramycine Résistant Sensible 

Pénicillines Pénicilline Résistant Résistant  

Méthicilline Résistant Sensible 

Céphamycines Céfoxitine Résistant Sensible 

Macrolides Erythromycine Résistant Sensible 

Tetracyclines Tétracycline Résistant Sensible 

Quinolones Norfloxacine Résistant Sensible 

Rifamycines Rifampicine Sensible  Sensible 

Autres Acide fusidique Résistant Sensible 

Clindamycine Sensible  Sensible 

Trimethoprim/Sulfamethoxazole Résistant Sensible 

SARM348 : absence de gène PVL ; SaLPV+ : porteur de gène PVL. 
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Annexe 4 : Echantillon de Rhamnus alaternus déposé à l’institut scientifique de Rabat. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                              Spécimen de référence : RAB107343  

                                              Coordonnées géographiques :  

                                                       Latitude : N 34°1’8 

                                                       Longitude : W 5°0’26 

                                                       Orientation : 358°N 

                                                       Altitude : 800 

                                             Mois de récolte : Septembre  

                                             T° : 22 

                                             Localisation : Ait Saleh, Immouzer-Atlas 
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Annexe 5 : Spectre de la résonance magnétique nucléaire (1H-RMN) de l’émodine (600 

MHz, CDCl3) isolé de Rhamnus alaternus. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Annexe 6 : Spectre de la résonance magnétique nucléaire (1H-RMN) du kaempférol (600 

MHz, C3H6O) isolé de Rhamnus alaternus. 
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Annexe 7 : Spectre de la spectrométrie de masse à ionisation électronique (EIMS) de l’émodine 

isolé à partir de Rhamnus alaternus. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Annexe 8 : Spectre de la spectrométrie de masse à ionisation électronique (EIMS) du 

kaempférol isolé à partir de Rhamnus alaternus. 
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Annexe 9 : Spectre à impact électronique à haute résolution (HREIMS) de l’émodine isolé de 

Rhamnus alaternus 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Annexe 10 : Spectre à impact électronique à haute résolution (HREIMS) du kaempférol isolé 

de Rhamnus alaternus. 
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Annexe 11 : Echantillon d’Inula viscosa déposé à l’institut scientifique de Rabat. 
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Annexe 12 : Spectre de la résonance magnétique nucléaire (1H-RMN) de l’acide isocostique 

isolé d’Inula viscosa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Annexe 13 : Spectre de la résonance magnétique nucléaire (1H-RMN) de l’acide ilicique 

isolé d’Inula viscosa. 
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Annexe 14 : Spectre de la résonance magnétique nucléaire (1H-RMN) de 8-epi-xanthatin-

1β,5β-epoxide isolé d’Inula viscosa. 

 

Annexe 15 : Spectre de la résonance magnétique nucléaire (1H-RMN) de l’inuloxin A isolé 

d’Inula viscosa. 
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Annexe 16 : Spectre de la résonance magnétique nucléaire (1H-RMN) de la sakuranétine 

isolée d’Inula viscosa. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Annexe 17 : Spectre de la résonance magnétique nucléaire (1H-RMN) de la taxifoline isolée 

d’Inula viscosa. 
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Annexe 18 : Spectre de la résonance magnétique nucléaire (1H-RMN) de 3-O-acetyl-7-O-

methylaromadendrin isolé d’Inula viscosa 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Annexe 19 : Spectre de la résonance magnétique nucléaire (1H-RMN) de la quercétine isolée 

d’Inula viscosa 
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Annexe 20 : Analyse statistique lors du kit SYTOX Green des promastigotes de Leishmania 

amazonensis incubés avec les IC90s des quatre composés actifs pendant 24h : Inuloxin A, 

sakuranétine, 8-epi-xanthatine-1β, 5β-epoxide et taxifoline. Les valeurs sont données sous 

forme de moyenne ± SD (n = 3). Les valeurs sont données selon RFU a-e : les moyennes dont 

les composés avec des lettres différentes sont significativement différentes (p <0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Annexe 21 : Analyse statistique lors du kit SYTOX Green des promastigotes de Leishmania 

donovani incubés avec les IC90s des quatre composés actifs pendant 24h : Inuloxin A, 

sakuranétine, 8-epi-xanthatine-1β, 5β-epoxide et taxifoline. Les valeurs sont données sous 

forme de moyenne ± SD (n = 3). Les valeurs sont données selon RFU a-e : les moyennes dont 

les composés avec des lettres différentes sont significativement différentes (p <0,05). 
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Annexe 22 : Analyse statistique lors du kit Hoechst/PI des promastigotes de Leishmania 

amazonensis incubés avec les IC90s des quatre composés actifs pendant 24h : Inuloxin A, 

sakuranétine, 8-epi-xanthatine-1β, 5β-epoxide et taxifoline. Les valeurs sont données sous 

forme de moyenne ± SD (n = 3). Les valeurs sont données selon RFU a-e : les moyennes dont 

les composés avec des lettres différentes sont significativement différentes (p <0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Annexe 23 : Analyse statistique lors du kit Hoechst/PI des promastigotes de Leishmania 

donovani incubés avec les IC90s des quatre composés actifs pendant 24h : Inuloxin A, 

sakuranétine, 8-epi-xanthatine-1β, 5β-epoxide et taxifoline. Les valeurs sont données sous 

forme de moyenne ± SD (n = 3). Les valeurs sont données selon RFU a-e : les moyennes dont 

les composés avec des lettres différentes sont significativement différentes (p <0,05). 
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Annexe 24 : Analyse statistique lors du kit JC-1 des promastigotes de Leishmania amazonensis 

incubés avec les IC90s des quatre composés actifs pendant 24h : Inuloxin A, sakuranétine, 8-

epi-xanthatine-1β, 5β-epoxide et taxifoline. Les valeurs sont données sous forme de moyenne 

± SD (n = 3). Les valeurs sont données selon RFU a-e : les moyennes dont les composés avec 

des lettres différentes sont significativement différentes (p <0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Annexe 25 : Analyse statistique lors du kit Hoechst/PI des promastigotes de Leishmania 

donovani incubés avec les IC90s de l’inuloxin A et la sakuranétine pendant 24h. Les valeurs sont 

données sous forme de moyenne ± SD (n=3). Les valeurs sont données selon RFU a-e : les 

moyennes dont les composés avec des lettres différentes sont significativement différentes  

(p <0,05). 
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Annexe 26 : Analyse statistique lors du kit CELLROS des promastigotes de Leishmania 

amazonensis incubés avec les IC90s des quatre composés actifs pendant 24h : Inuloxin A, 

sakuranétine, 8-epi-xanthatine-1β, 5β-epoxide et taxifoline. Les valeurs sont données sous 

forme de moyenne ± SD (n = 3). Les valeurs sont données selon RFU a-e : les moyennes dont 

les composés avec des lettres différentes sont significativement différentes (p <0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les résultats sont la moyenne de trois expériences. L'analyse statistique des courbes d'inhibition 

obtenues a été réalisée en utilisant le logiciel Sigma Plot 12.0 (Systat Software Inc.). Les 

analyses statistiques ont été effectuées à l'aide du GraphPad Prism 8.0.2. L'intensité de 

fluorescence (RFU) a été mesurée à l'aide du logiciel Image J en comparaison avec le control 

négatif. Les différences entre les valeurs ont été évaluées par l’analyse de variance 

unidirectionnelle (ANOVA). Les données sont présentées sous forme de moyenne ± écart-type 

et p <0,05 a été considéré comme statistiquement significatif. 
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