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mm: millimetre

mg: milligramme

Hg: microgramme

kg: kilogramme

g: gramme

mol: mole

LDL.: lipoprotéines de basse densité (mauvais cholestérol — cholestérol athérogéne)
HDL.: lipoprotéines de haute densité
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CD4": lymphocyte T auxiliaire
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I: litre
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mmol: millimole
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ml: millilitre
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DO: densité optique

DMSO: diméthyle sulfoxyde

pl: microlitre
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Résumé
La lithiase urinaire est une maladie trés fréquente dans le monde entier. Elle est traitée par
différentes moyens médicamenteuses et chirurgicales couteuses, qui peuvent causer des effets
secondaires graves. Pour se guérir, les lithiasiques se font recours a la médecine traditionnelle.
Le présent travail a pour objectif, la valorisation de quelques plantes médicinales de la flore
locale utilisee dans la médecine traditionnelle algérienne comme antilithiasiques et
antimicrobiennes.
Dans un premier temps, les analyses phytochimiques sur Nigella sativa L, Camellia sinensis
L. et Erica multiflora L dévoilent la présence de plusieurs familles chimiques dont les
saponosides, les tannins, les acides aminés, les glucosides cardiotoniques, les alcaloides et les
flavonoides.
Ce pendant, les tests phytochimiques quantitatifs effectués sur la graine de Nigella sativa L
ont aussi témoigné la présence de certains minéraux tels que (Ca?*, C,04%) et de la
thymoquinone avec des taux qui varient de (536, 0.031 et 2.7) mg/g respectivement.
L’huile essentielle de Nigella sativa L a été étudiée ainsi que ces effets pharmacologiques qui
indiquent que 1'administration d’huile des graines de Nigella sativa L a 5 ml/kg par gavage
aux rats rendus lithiasiques par 1’éthyléne (EG) a 0,75% et chloride d’ammonium (CA) a 1%,
réduit et empéche la croissance des calculs urinaires, soutenant les données et les croyances
traditionnelles concernant I'activité antiurolithiasique de la plante.
Il est évidement clair que les extraits de Nigella sativa L, réglent certaines perturbations dd
par la lithiase rénale.
Dans un deuxieme temps, les extraits aqueux et organiques de Nigella sativa L, Camellia
sinensis L et Erica multiflora L. ont révolté une certaine activité antimicrobienne contre
quelques souches responsables d’induire une infection urinaire avec des CMI qui varient entre
0.039 et 0.625 mg/ml.
L’évaluation du pouvoir antioxydants par DPPH, a révélé par des tests in vitro des capacités
antioxydantes modérés avec des extraits organiques et aqueux. Les extraits organiques ont
montré des effets antioxydants plus important. Les activités potentielles sur le mécanisme de
piégeage direct des radicaux libres par la méthode de DPPH sont prouvées par 1’huile
essentielle de Nigella sativa L. et I’extrait méthanolique de Camellia sinensis L. avec des taux
(451.09 et 214.41) pg/ml, respectivement.



Mots clés : Nigella sativa L., Camellia sinensis L., Erica multiflora L., antilithiasique,

antioxydant, antimicrobien.

Abstract
Urinary lithiasis is a very frequent disease in worldwide. It is treated by various costly
medical and surgical means, which can cause serious side effects. To heal themselves, the
lithiasics resort to traditional medicine. The aim of this work is the evaluation of some
medicinal plants of local flora used in traditional Algerian medicine as antilithiasics and
antimicrobial.
Firstly, phytochemical analysis of Nigella sativa L., Camellia sinensis L. and Erica multiflora
L reveal the presence of several chemical families, including saponins, tannins, amino acids,
cardiotonic glucosides, alkaloids and flavonoids.
Meanwhile, quantitative phytochemical tests on seeds of Nigella sativa L also demonstrated
the presence of several minerals as (Ca**, C204%) and aromatic compound (tymoguinone)
with levels varying from (536, 0.031 and 1.7) mg/g respectively.
Essential oil of Nigella sativa L has been studied as well as those pharmacological effects
which indicate that the administration of Nigella sativa L seeds oil at 5 ml/kg by gavage to
rats rendered lithiasic by ethylene glycol (EG) to 0.75% and 1% of ammonium chloride (CA),
reduces and prevents the growth of urinary stones, which supporting traditional data that the
plant have antilithiasic activity.
It is evident that the extracts of Nigella sativa L regulate certain perturbations of renal
lithiasis.
In a second step, the aqueous and organic extracts of Nigella sativa L, Camellia sinensis L
and Erica multiflora L revolted some antimicrobial activity against some strains responsible
to inducing urinary tract infection with MICs varying between (0.039 and 0.625) mg/ml.
The evaluation of the antioxidant power by DPPH, revealed antioxidant capacities by in vitro
tests with organic and aqueous extracts. Organic extracts showed greater antioxidant effects.
Potential activities on the mechanism of direct trapping of free radicals by the DPPH method
are proved by Nigella sativa L essential oil and Camellia sinensis L methanolic extract with

levels (451.09 and 214.41) pg/ml, respectively.

Key words: Nigella sativa L., Camellia sinensis L., Erica multiflora L., antilithiasis,

antioxidant, antimicrobial.
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Introduction



Introduction:

La lithiase urinaire, ou formation des calculs dans les voies urinaires, constitue un
probleme majeur de santé publique pour de nombreux pays du fait de sa fréquence, de ses
complications et de son codt tres éleve pour son traitement.

Conséquence d’un déséquilibre biologique urinaire parfois permanent, plus volontiers
intermittent, ou transitoire, le calcul est le témoin d’une ou plusieurs anomalies lithogeénes. La
lithogenese est un phénoméne multifactoriel complexe aboutissant a la formation des calculs a
partir des cristaux qui naissent, croissent et s’agglomerent. Evolutive dans le temps et dans
I’espace, elle peut débuter dés le tubule rénal mais le développement lithiasique s’effectue
essentiellement dans la voie excrétrice urinaire supérieure [1, 2].

De nombreux patients lithiasiques ont donc recours a la chirurgie ou a la lithotritie
pour éliminer les calculs urinaires. Cependant, ces moyens sont tres colteux et sont souvent
associés a des effets secondaires non négligeables.

Malheureusement, malgré le progrés considérable noté dans le domaine de la thérapie
médicale, il n’y a peut des médicaments satisfaisants pour traiter la lithiase urinaire. Des
récentes études sur cette maladie dans notre région (Ouest Algérien), menées par notre
laboratoire et qui ont fait I’objet de plusieurs publications, ont montré que cette pathologie ne
cesse de prendre de I’ampleur avec une prédominance des calculs de type calcique.

Ce pendant, I’emploi des plantes comme reméde a son origine dans les plus anciennes
civilisations. Mais au début du 20°™ siécle, la chimiothérapie, avec les molécules de synthése,
a laissé de c6té la médecine par les plantes. Malgré les progres réalisés en médecine au cours
des derniéres décennies, de nombreux traitements médicamenteux restent insuffisants face
aux fléaux tels que: la malaria, premiére cause de mortalité dans le monde, le cancer, le
diabete, la maladie d’Alzheimer, virales avec I’émergence de nouvelles maladies qui
affaiblissent le systeme immunitaire (SIDA) et les infections bactériennes et 1’apparition de
souches de microorganismes de plus en plus résistantes aux traitements connus, font qu’on a
recours & des traitements de plus en plus agressifs.

C’est pour cela, depuis quelques années, qu’il y a un regain d’intérét pour la
phytothérapie.

Quand elle n’est pas un choix, la phytothérapie est donc une nécessité.

Le développement de nouveaux agents thérapeutiques s’avére indispensable pour

lutter contre ces fléaux. Dans ce but, I’investigation des plantes représente un potentiel

inestimable pour la découverte de nouvelles molécules candidates (bio-médicaments), sachant



que chacune de ces plantes contient des centaines, voire des milliers de métabolites
secondaires possédant des effets pharmacologiques [3].

Elles peuvent avoir une activité anti-inflammatoire [4-6], antibactérienne et
antifongique [7-10], analgésique et antipyrétique [6, 7, 11, 12], hypoglycémiante [13-16],
antitumorale [17-19] et antilithiasique [20-22].

La valorisation scientifique de la médecine traditionnelle doit conduire notamment a la
mise au point de médicaments a base de plantes. Aujourd’hui il a été estimé que les principes
actifs provenant des végétaux représentent 25% des médicaments prescrits soit un total de 120
composés d’origine naturelle provenant de 90 plantes différentes [23].

En Algérie, la majorité des malades atteints de maladies chroniques associent a leur
traitement des plantes sans aucun avis médical. De plus ces plantes n’ont pas subi aucune
étude botanique, biochimique ou physiologique. Un grand nombre est vendu sans aucune
régle d’hygiéne par des personnes non agréées et pose le probléme de I'innocuité des plantes.

C'est pour cela que nous nous sommes intéressés a expéerimenter les plantes utilisées
dans la tradition algérienne afin de contribuer au développement de la recherche dans ce
domaine, d’autant plus que la flore algérienne résulte d’'une multitude d’écosystémes offrant
une richesse floristique d’especes végétales dont plusieurs centaines sont réputées par leur
usage traditionnel en thérapeutique humaine. Elles demeurent cependant trés peu exploitées
scientifiquement.

Notre travail s’est focalisé sur quelques espéces végétales connues avec de vertus
médicinales; Nigella sativa L., Camellia sinensis L. et Erica multiflora L. qui sont utilisée en
médecine traditionnelle par la population algérienne contre plusieurs maladies dont la lithiase
urinaire.

Ce travail est subdivisé en deux parties distinctes :

% Une partie d’évaluation pharmacologique et toxicologique d'une plante médicinale
algérienne utilisée en médecine traditionnelle comme une plante antilithiasique
(Nigella sativa L.).

% Une partie phytochimique et microbiologique en essayons a travers d’évaluer 1’activité
antibactérienne et antifongique des extraits aqueux et organiques de Camellia sinensis
L., Erica multiflora L. et Nigella sativa L.

La premiere partie de ce travail sera consacrée a une etude bibliographique sur les
especes végétales objets de cette these. Dans cette partie du mémoire, sera abordée ci la

description botanique de Nigella sativa L. (N.S), Camellia sinensis L. et Erica multiflora L,



suivi par un apercu générale sur la pathologie de la lithiase rénal. Ensuite, les différents

traitements de lithiase rénale.

Dans la partie expérimentale nous nous sommes intéresses a valoriser I'effet

antilithiasique d’extrait huileux de Nigella sativa L sur un modele de lithiase expérimentale de

type oxalocalcique chez des rats Wistar albinos.

La deuxiéme partie est consacrée a 1’activité antimicrobienne des Camellia sinensis L.,

Erica multiflora L. et Nigella sativa L. contre quelques germes responsables d’induire une

infection urinaire.

Pour cela nous nous sommes fixés sur les objectifs suivants :

1.

Procéder a un inventaire, identification, authentification (classification taxonomique),
des plantes utilisees pour le traitement du la lithiase urinaire par la population
algérienne dans les régions ouest, et Sud algérien, a 1’aide d’une enquéte
ethnopharmacologique;

Réaliser un screening phytochimique des extraits des plantes sélectionnées: Nigella
sativa L., Camellia sinensis L. et Erica multiflora L.

Evaluer leurs activité antiradicalaire ou antioxydant;

Evaluer I’effet antilithiasique de Nigella sativa L, a moyen terme (4 semaines), apres
I’administration orale quotidien de 5 ml/Kg p.c d’huile essentielle de Nigella sativa L.
aux rats Wistar rendus lithiasique.

Suivre I’évolution de quelques paramétres biochimiques urinaires et sériques: Oxalate,
Phosphate, Calcium, Créatinine, acide urique, magnésium et BUN apreés 1’introduction
orale d’huile des graines de Nigella sativa L aux rats Wistar dés le premier et
quinzieme jour d’induction d’une lithiase urinaire;

Evaluer I’activité antibactérienne et antifongique de Nigella sativa L., Camellia

sinensis L. et Erica multiflora L.
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1. Nigella sativa L.

1.1. Etymologie

Le genre Nigella L. a ét¢ nommé d’apres les graines noires caractéristiques retrouvées dans la
plupart des espéces de Nigella (figure 1). Le terme Latin « nigellus » est le diminutif de «
niger », qui signifie noir [1].

Les grecs nommaient Nigella sativa « pelavOiov » melanthion, de « melas » qui veut dire noir
et « anthos » fleur, donc 1’étymologie tire du méme attribut [2].

L’espéce Nigella damascena tire son nom de la capitale Syrienne en référence a son origine
géographique. Pour les autres espéces, il a éte tenu compte de leur utilisation (Nigella sativa),
notamment comme condiment, ou bien de leur morphologie.

Nigella sativa est connue sous d’autres noms en France comme, le cumin noir, le faux cumin,
la poivrette, le sésame noir, la nielle, les cheveux de Vénus ou encore la nigelle.

La multitude de noms commerciaux fait référence aux appellations internationales, on peut
retrouver la nigelle sous le nom de kalonji dans les épiceries indiennes. Le nom ¢orek otu, qui
veut dire littéralement « I’herbe a pain », fait référence a son utilisation traditionnelle en
Turquie. En kurde, resresik fait référence a la couleur noire de la graine, tout comme
I’appellation en anglais black seed ou schwarzku 'mmel en allemand. En arabe, on connait la
nigelle sous le nom de habba sawda. On retrouve donc Nigella sativa L. sous ces différentes

dénominations dans le commerce.

Figure 1 : Graine de Nigelle cultivée, d’aprés [3]

1.2. Histoire de Nigella sativa L., depuis la découverte jusqu’a I’utilisation comme
remede

L’usage des plantes a des fines thérapeutiques remonte a des temps treés anciens. Des fossiles

du début du Crétacé (-250 millions d’années) prouvent ’existence des nigelles a la fin de

’Ere secondaire [4].



Tout d’abord la civilisation sumérienne, premiere civilisation véritablement « urbaine » ayant
marqué la fin de la préhistoire au Moyen-Orient, serait a 1’origine de 1’utilisation des plantes
comme sources de « médicaments ». Les Sumériens étaient établis dans la région de la
Mésopotamie de part et d’autre du Tigre et de L’Euphrate, lieux propices au développement
agricole. Un recueil, sous forme de tablettes d’argile, contenant des formules végétales
gravees en caractéres cunéiformes et datant de 5000 ans avant J.-C., a été découvert & Nippur
(ancienne ville mésopotamienne) en 1948. Pres de 250 plantes y sont répertoriées, dont la
Nigelle. Puis des milliers de tablettes, datant de 2000 ans avant J.-C. ont été découvertes en
1973 dans les ruines d’Elba en Syrie [5].

Par ailleurs, la civilisation égyptienne n’est pas en reste en termes de plantes médicinales. En
effet, le papyrus découvert par Edwin Smith en 1862 dans les ruines de Louksor, rédigé entre
1500 et 1600 avant J.-C. et déchiffré par 1’égyptologue allemand Georg Ebers, constitue 1’un
des plus anciens traités médicaux qui nous soit parvenu. Il fait état de la pharmacopée
égyptienne ou plus de 700 substances, tirées pour la plupart du regne végétal, sont
répertoriées. Il s’intitulait « Livre de préparation de médicaments pour toutes les parties du
corps humain ». Nigella est citée comme médicament pour traiter la toux et les maladies
pulmonaires. Et des archéologues ont trouvé une fiole d’huile de cumin noir dans le tombeau
du Pharaon Toutankhamon (v.-1353 a -1343). Selon certaines sources, cette huile était utilisée
comme produit de beauté par Cléopatre et Néfertiti. C’était aussi I'un des précieux remedes
prodigués par les médecins personnels des pharaons qu’ils exploitaient pour son action
digestive apres les repas copieux et aussi contre les maux de téte, de dents, les infections
diverses, les inflammations et allergies en tous genres.

La civilisation gréco-romaine a également excellé en terme de thérapie par les plantes,
notamment grace a Hippocrate (460-377 av. J.-C.), surnommé le pére de la médecine. Son
Corpus Hippocratum, un ensemble de textes, mentionne prés de 400 remedes a base de
plantes dont la nigelle. Claude Galien (né vers 131 apres J.-C.), médecin attitré de I’Empereur
Marc Auréle, a I’origine de la « pharmacie galénique », a amélioré en termes de précision et
de qualité les connaissances fournies par Hippocrate. Il conseille de brller les graines de
nigelle pour tuer les moucherons et les moustiques; et Tragus les employait comme
antihelminthiques [6].

Pedanius Dioscoride né vers 40 aprés J.-C. en Cilicie (le sud de la Turquie actuelle) et mort
vers 90 apres J.-C., d’aprés la préface de son traité De materia medica, aurait été médecin

militaire sous les réegnes de Claude I°" et de Néron. Il préconisait 1’usage des graines de



Nigella sativa contre les maux de téte, les affections des yeux, les maux de dents et les
morsures d’araignées.

Oribase, médecin grec du 4°™ siécle de 1’¢re chrétienne, fut I’un des médecins de 1’empereur
Julien. A sa demande, il composa un corpus de médecine comprenant tout ce que les anciens
médecins avaient écrit. Dans un synopsis, rédigé a I’intention de son fils Eustathios, dans le
chapitre « Pales couleurs, taches livides » tome V des OEuvres d’Oribase, il donne une recette
(onction énergique) a base de nigelle, pour lutter contre les symptémes susmentionnés.

Au 8™ siécle, la médecine occidentale est surtout pratiquée par les moines. Dans le
capitulaire de Villis, datant de ’an 795 environ, on note des recommandations sur la nigelle.
On crédite a I’excellence des arabes en médecine 1’¢élargissement du champ d’application de
cette plante en thérapeutique.

« Soignez-vous en utilisant la graine de nigelle, c’est un remede contre tous les maux a
I’exception de la mort », telle est la recommandation faite par le prophéte Mohammed au 7™
siécle. L’un de ses disciples, Ibn Atiq, avait utilisé les graines de Nigella sativa macérées dans
I’huile d’olive. On instillait trois gouttes de cette huile dans chaque orifice nasal pour traiter la
grippe qui s’accompagnait d’éternuements en salves [7].

Né prés de Boukhara en Perse (actuel Ouzbékistan), Abu Ali Al-Hussein lbn Abdallah Ibn
Sina, connu sous le nom d’Avicenne (980-1037), traite de la nigelle dans son ouvrage « le
Livre de la guérison de I’ame » ou « Kitab Al-Chifa ». 1l conseillait de griller les graines et de
les réduire en poudre, puis de placer cette préparation dans une bourse en tissu et d’inhaler
quotidiennement pour desobstruer les voies nasales, selon le méme principe qu’un
vaporisateur [8]. Avicenne préconisait aussi la nigelle dans la dyspnée et dans le traitement de
I’asthme et des bronchites. Cette méme préparation, prise avec de 1’eau bouillie, possede des
actions diurétiques et dissolvantes des calculs rénaux [9]. D’autre part, la prise de I’huile de
nigelle avec de I’huile d’olive était trés réputée comme aphrodisiaque. A la nigelle on
reconnait aussi des propriétés emménagogues, galactagogues, abortives, vermifuges et
ténicides.

Les graines de Nigella sativa, pulvérisées et utilisées en cataplasme avec du vinaigre, auraient
une action résolutive dans les pustules et la gale surinfectée et auraient une action verrucide,
si on ajoute du miel [10]. Enfin, les médecins arabes connaissaient la toxicité de Nigella
sativa a forte dose. De ce fait, ils recommandaient de ne pas dépasser une dose unitaire d’un

demi-Dirham (1,62 g) et une dose journaliére de deux Dirhams (6,48 g).



1.3. Systematique
La classification des végétaux permet de distinguer les procaryotes (bactéries et
cyanobactéries) des eucaryotes eux-mémes divisés en trois groupes en fonction de 1’évolution
de leur appareil végétatif :
- Les Thallophytes avec un appareil végétatif peu différencié, ou encore, un thalle, regroupent
algues, lichens et champignons.
- Les Bryophytes dont 1’appareil végétatif commence a se différencier en tige et feuilles
comportent mousses, hépatiques et anthocérotes.
- Les Trachéophytes sont les « végétaux supérieurs », leur appareil végétatif est bien
différencié en tige, feuilles et vaisseaux conducteurs de seves. lls sont constitués par les
Ptéridophytes (fougéres) et Spermaphytes (plantes a graines).
De plus avec I’évolution de I’appareil végétatif et reproducteur, les végétaux se sont adaptés a
la vie terrestre depuis leur vie aquatique en passant par le milieu terrestre humide.
Selon la classification botanique des Angiospermes de Cronquist (1988) basée sur les critéres
morphologiques, anatomiques et chimiques, Nigelle est une plante & graines, donc elle fait
partie de ’embranchement des Spermaphytes.

e L’embranchement des Spermaphytes :
Ils se distinguent par la production de graines et par une fécondation réalisée par
I’intermédiaire d’un tube pollinique et indépendante de I’élément liquide [11].

e Le sous-embranchement des Angiospermes (Magnoliophyta, plantes a fleurs) :
Elles ont la particularit¢ d’avoir une double fécondation, des organes reproducteurs se
groupant en fleurs, bisexuées et des écailles ovuliferes ou carpelles entourant complétement
les ovules qui, apres la fécondation, se transforment en fruits [12].

e La classe des Dicotylédones (Magnoliopsida) :
Elles sont caractérisées par un embryon a deux cotylédons latéraux, rarement réduits a un
seul, une embryogenése a deux plans de symétrie, des feuilles comportant un pétiole et un
limbe a nervation réticulée et un appareil végétatif ou la racine principale n’avorte pas, et ou
les feuilles sont completes [13].

e Lasous-classe des Magnoliidae :
Caractérisée par des piéces florales primitivement nombreuses et disposées en hélice sur un
réceptacle floral bombé, ou thalamus. Cette hésitation architecturale, signe d'une évolution qui
en est encore a ses débuts, est accompagnée d'autres caractéres primitifs, parmi lesquels la

constitution du gynécée, genéralement unicarpellé libre de toute concrescence:



chez la plupart de ces plantes, chaque fleur produit ainsi, apres la fécondation, de nombreux
fruits séparés, et non le fruit composite, mais unique, qui est celui de la plupart des
Angiospermes [14].

e [’ordre des Ranunculales :
Leurs fleurs sont acycliques, hémicycliques ou cycliques avec verticilles trimeres. Les fleurs
deviennent unisexuées, les étamines se soudent en synandres, le gynécée se réduit. Les
concrescences périanthaires et les soudures carpellaires sont exceptionnelles. La
différenciation du périanthe en calice et corolle s'affirme, avec une organisation pentamere.
Enfin, I'actinomorphie générale de la fleur des Ranunculales met en évidence la tres forte
zygomorphie constatée dans quelques genres. Les graines sont albuminées ou exalbuminées
[14].

e La famille des Ranunculaceae :
Elles sont pour la plupart des plantes herbacées, plus rarement grimpantes et ligneuses.
Presque toutes sont des herbes terrestres, vivaces ou annuelles, certaines sont aquatiques.
Les feuilles sont généralement alternes, simples, entieres ou découpées, ou méme composées,
habituellement dentées, ou crénelées, a nervation pennée palmée, sans stipules et les fleurs
sont spiralées ou spiralo-cycliques.
L’androcée comporte de nombreuses étamines libres, centripétes, avec anthéres a déhiscence
longitudinale. Le gynécée est constitu¢ d’un ovaire supere a carpelles libres, parfois soudés.
Le fruit est soit un akéne, soit un follicule, ou bien une capsule pour la nigelle.
Les Ranunculaceae représentent le type méme de la famille par enchainement, mais avec
diverses directions évolutives, d’ou une grande variation dans la structure florale: la
gamocarpellie (Nigella), I’apparition de la zygomorphie (Aconitum), la cyclisation par
fragmentation de la spirale (Helleborus), et enfin la différenciation du périanthe en sépales et
pétales selon deux voies, par sépalisation de l’involucre de bractées (Anemone), et par
pétalisation des nectaires ou des étamines (Ranunculus) [13].
Le seul caractére véritablement commun est I'embryon qui est de petite taille et entouré¢ d’un

albumen charnu.

e Legenre Nigella:
Originaire d'Europe méridionale, d'Asie Mineure et centrale et d’Afrique du nord.
Il s'agit de plantes herbacées annuelles, aux feuilles basales et caulinaires, alternes, bi a tri

pennatiséquées, composées de segments linéaires.



Les fleurs actinomorphes et bisexuées, généralement solitaires et terminales, sont axillées par
un verticille de 5-6 bractées seépaloides et involucrales, pennatiséquées. Elles se composent
de:
» 5a 25 sépales persistants, libres et pétaloides
» 5 a 10 pétales nectariferes libres, de taille réduite et de forme bilabiée caractéristique,
avec une partie inférieure sécrétrice de nectar et une partie supérieure agissant comme
un casque protecteur
» 15a 75 etamines libres
» un ovaire supere constitué de 5 a 10 carpelles libres (figure 3)
Le fruit est un follicule ou une capsule, sessile et fréquemment renflé (figure 2).
Selon la classification moléculaire et cladistique, la systématique phylogénétique version
2009, basee sur deux genes chloroplastiques et un gene nucléaire du ribosome:
Le genre Nigella appartient aux Angiospermes, au clade des Dicotylédones vraies ou
Eudicotylédones, a ’ordre des Ranunculales, a la famille des Ranunculaceae et a la sous-

famille des Ranunculoideae [15].

|
J

Nigella sativa

Figure 2 : Représentation schématique de la plante entiere et ses annexes, d’apres [16]

Figure 3 : Diagramme floral de Nigella, d’apres [14]



1.4. Les différentes espéces

Différentes approches taxonomiques ont abouti & un assemblage de nombreux synonymes. A

la premiere description de ce genre seulement six espéces ont été enregistrées par Linné en

1753, et maintenant on voit plus de quatre-vingt noms selon Zohary en 1983.

Les espéces sont divisées en trois groupes : Erobathos, Nigellaria et Nigellastrum.

Le tableau 1 regroupe les différentes especes connues a ce jour, avec les donnees

taxonomiques et géographiques [17, 18].

Tableau 1 : Différentes especes et variétés de Nigella L. et leur distribution géographique

Nom de 'espece

Synonyme courant

Distribution

Subsect. Erobathos (DC.) Zoh

N. damascena L.
N. elaza Boiss.

Subsect. Nigellaria (DC.) Terrace

N arvenziz L.
var. anatolica Zoh
var. arvensis

var. assyriaca (Boiss.) Zoh
var. beershevensis Zoh
var. glauca (Schkuhr) Boiss

var. glaucescens Guss
var. involucrata Boiss
var. ranica (Zoh.)
var. longicornis (Zoh.)
Townsend

var. microcarpa Boiss
var. mulnicanlis Zoh
var. negevensis Zoh

var. palaestina (Zoh.) Zoh. &
Feinbr

var. simplicifolia Zoh

var. munica Bornm

N fimariifolia Kotschy
N hizpanica L.

var. hispanica

var. intermedia Coss

var. parviflora Coss

Ercbathos coarcramus (Gmel.) Spach
N. bithymica Azn

N. arvensiz subsp. arvensiz sensu Fl. Europ.
N. dezerti Boiss

N. carpatha Stnid, N. degenii Vierh,,

N. doerfleri Vieth.

N. divaricata Mons

N. arvensis subsp. aristata (Sm.) Nyman

N. azsyriaca var. longicorniz Zoh.

N. raubertii Brand

N, deserti var. lanlabriz Zoh

N. arvensiz subsp. negevenciz (Zoh.)
W.Greuter & Burdet

N. divaricata var. palaestina Zoh.

N. arvensis var. submutica Bormm.

N. amoena Salisb

N. papilloza subsp. atlantica (Murb.) Anuch
ex G. Lopez

N. gallica Jord

Medit ; cultivated
N.E. Medut

W. Irano-Turaman
N. Medit. - Pontic — central
Ewopean

W. Irano-Turaman
Saharo-Arabian
E. Medit, W, Irano-Tuwranian

W. Medit

E. Medit

W. Irano-Turanian

W. Irano-Turaman

E. Medit

Medit. - Saharo-Arabian
Saharo-Arabian

E. Medut

W. Irano-Turaman
E. Medit

N.E. Medit

N.W. Medit
S.W. Medit

N.W. Medit



N

[ sativa L.

var, hispidula Boiss N, mumeara Viv M.E. Medit.; cultivated

VAar. saiw N, indica Foxb widely cultivated

| segetalis Marsch. Biab. M.E. Medit. - W. Irano-Turanian
var. armena (Stev.) Boiss N verrucesa C. Koch W_ Irano-Turamian

var. segetalis N, bicolor Boiss W. Irano-Turamzan

" srellariz Boiss N. cilicica Boiss. et Bzl m Boiss M.E. Medit

Subsect. Nigellasirum (DC.) Zoh

N
AT

I
N

[ ciliariz DC. N oxyperala subsp. ciliariz Terrace. 5.E Medit
N, orfentaliz L. Nigellaztrum flavum Mosnch MN.E. Medit.,, W. Irano-Turanian
[ oxypetala Boiss N, lancifolia Hub -Mor., N, latizecra M.E. Medit., W. [rano-Turanian
PH Davis

1.5. Description botanique

Nigella sativa L. est une plante herbacée, annuelle, a tige dressée, cotelée, anguleuse et

rameuse d’une soixantaine de centimétres de hauteur, portant des feuilles bi- ou

tripennatiséquées, oblongues ovales, composées de segments lancéolés oblongs, au pétiole

pubescent. Il n’y a pas de feuilles réunies en involucre immédiatement autour de la fleur,

contrairement a Nigella damascena L. :

>

Les fleurs sont solitaires, axillaires et terminales, bisexuées, radiales, trés riches en
nectar.

Le calice comporte cing sépales pétaloides, de couleur blanchétre a bleu pale, assez
brusquement rétrécis a leur base

La corolle est composée de cing pétales plus petits que les sépales et ayant chacun la
forme d’un cornet bilabié, dont la 1évre supérieure est divisée en deux. Les pétales
portent a leur sommet deux petits renflements arrondis jaune verdatre.

Chaque fleur posséde huit cornets nectariferes, une lévre inférieure bilobée dont les
lobes se terminent en une protubérance émoussée, et une levre supérieure poingonnée.
L’androcée est formé de nombreuses étamines fixées sur le réceptacle par de longs
filets.

Le gynécee consiste en cing follicules soudés, chacun avec un style long indéhiscent et

composé¢ de cinq carpelles soudés entre eux jusqu’a la base des styles persistants.

La plante est hermaphrodite a reproduction autonome.

Le fruit correspondant a I’ensemble des follicules soudés forme la capsule contenant plusieurs

raines triangulaires blanchitres qui, lorsque la capsule s’ouvre a maturité, exposées a 1’air
b 9

deviennent noires (figures 4).



Les graines sont ovoides et mesurent 2 a 3,5 mm ; elles présentent 3 ou 4 angles avec une face

supeérieure finement granuleuse et réticulée [19, 20].

Figure 4 : Nigella sativa L., d’apres [21]

1.6. Production et commerce international

Originaire des régions méditerranéennes et d’Asie occidentale, la nigelle est cultivée jusqu’en
Inde, en passant par le Soudan et I’Ethiopie.

Les pays producteurs sont surtout consommateurs des graines de nigelle comme épice, mais
les utilisent de plus en plus comme complément alimentaire et remede.

La production de plantes aromatiques et médicinales ne fait qu’augmenter au fil des années.
Certains pays, a la base exclusivement producteurs-consommateurs, sont devenus
exportateurs. On peut citer comme exemple la Turquie qui produisait seulement pour sa
population jusqu’an 2001, puis qui a commencé a exporter, mais surtout a importer le cumin
noir depuis 1’Inde notamment. En moyenne elle exporte 125 tonnes, contre 430 tonnes

importées [22].



1.7. Culture

La plante est tres peu exigeante et pousse sur des terrains argileux ou sablonneux, dans des
endroits chauds et peu humides.

Les graines sont semées en genéral au printemps, elles commencent leur germination dans les
trois a quatre semaines. Aprés environ six mois de croissance végeétative, la floraison apparait
et les graines continuent leur maturation pendant un bon mois encore. Des le jaunissement des
feuilles, le brunissement des follicules, la récolte peut étre faite a I’automne pour séchage a
I’ombre [23].

Dans les régions chaudes, avec un hiver doux, comme en Inde, les graines sont semées en
automne-hiver pour une récolte au printemps-éte.

1.8. Composition chimique

Les recherches sur la composition des graines de Nigella sativa L. ont débuté en 1880 avec
Greenish, qui publia le premier rapport mentionnant la présence de 37% d’huiles et 4,1%
d’¢éléments minéraux [24].

Par la suite, des études ont montré la présence d’une diversité de substances naturelles
regroupant des lipides, des dérivés terpéniques, des flavonoides, des alcaloides et des
saponines. Nigella sativa L. constitue également une importante source de protéines et de sels
minéraux: phosphore, calcium, potassium, magnésium et sodium [25]. Les valeurs et
proportions fournies par la littérature différent d’un auteur a ’autre; la variété et I’origine des
19 échantillons peuvent en étre partiellement responsables. Une approximation de la

composition est donnée dans le tableau 2.

Tableau 2 : Composition des graines de Nigella sativa, d’aprés [26-31]

Constituant Quantité (%)
Lipides 30-35
Protéines 16-21
Glucides 33-34

Fibres alimentaires 4,5-6,5

Sels minéraux 3,7-7
Saponines 0,013

1.8.1. Lipides et stérols
Les graines de Nigella sativa renferment environ 0,4-2,5% d’huile essentielle, plus de 30%



d’huiles fixes [32, 29] et 38% de lipides totaux dont les phospholipides [33]. Les acides
oléique et linoléique sont les deux acides gras majeurs de 1’huile de Nigella sativa L., ils
constituent 75% des acides gras totaux [34]. D’autres auteurs fournissent des valeurs
différentes: les graines contiendraient 26,6% d’huiles dont 64,6% d’acide linoléique et 20,4%
d’acide palmitique [35].

Le tableau 3 représente la composition d’huile fixe des graines de Nigella sativa L. selon

’origine.

Tableau 3 : Composition (en pourcentage) des graines Nigella sativa L. en acides gras selon

I’origine de I’échantillon par ordre décroissant, d’apres [36].

Acide gras Origine des graines

Ethiopie Inde Syrie
Linoléique 58 54,68 54,13
Oléique 23,46 25,67 24,51
Palmitique 12,07 13,15 14,64
Stéarique 2,7 2,97 2,6
Eicosadiénoique 2,87 2,39 3,02
Linolénique 0,47 0,68 0,69
Arachidique 0,2 0,25 0,2
Myristique 0,21 0,2 0,22
Saturés totaux 15,18 16,57 17,66
Insaturés totaux 84,82 83,43 82,34

Les stérols représentent environ 2% de I’huile fixe. La plupart sont retrouvés sous forme
estérifiée et libre.

Le stérol majeur, le p-sitosterol représente a lui seul environ 60% des stérols, puis arrive le
stigmastérol a environ 20%. On peut rencontrer le cholestérol a 1’état de traces, c’est-a-dire
environ 1% [37, 38].

1.8.2. Composés aromatiques

Il a été consideré que la plupart des activités pharmacologiques attribuées a Nigella sativa L.
provenaient de son huile essentielle. C’est pourquoi dés 1960 des études ont été entreprises
sur les constituants de cette huile volatile [39].

C’est en 1963 que la thymoquinone, monoterpéne oxygéné, a été isolée dans 1’huile de



nigelle, par El-Dakhakhny, et d’autres études ont mis en évidence les principaux constituants
[40]. Burits et Bucar en 2000, ont identifié par GC-MS (Gas Chromatography-Mass
Spectroscopy), 32 constituants dont la majorité sont des monoterpénes : p-cymene (38%),
thymogquinone (30%), carvacrol (5-11) %, a-pinéne (5-14) %, B-pinéne (5%), limonéne (4%),
longifoléne (1,2-8) %, 4-terpinéol (1,98-6,59) % et t-anéthol (0,25-4,28) % [41].

La présence de thymohydroquinone, de thymol, de produits d’oxydation de la thymoquinone,
comme la dithymoquinone sont également été signalés (figure 5 et tableau 4).

Thymogquinone Dithymoquinone

OH
A AN
C J £
\'/ OH \I/ CH
Thymol Thymohydroquinone

Figure 5 : Représentation chimique de thymoquinone et de ses dérivés retrouvés dans [’huile

essentielle de Nigella sativa L., d’aprés [42]

1.8.3. Saponosides

Les saponosides sont des hétérosides de stérols ou de triterpénes. Ce sont des composés tres
répandus dans le régne végétal. Solubles dans 1’eau, ils libérent par hydrolyse un ou plusieurs
oses et une génine (sapogénine). La premiére saponine isolée par Greenisch en 1882 a partir
des graines de Nigella sativa L. est la mélianthine, dont 1’aglycone est I’hédéragénine [24].
Récemment, d’autres saponosides ont pu étre isolés a partir d’un extrait éthanolique des
graines de Nigella sativa L. dont le 3-O-[beta-D-xylopyranosyl-(1-3)-alpha-L-
rhamnopyranosyl -(1-2)- alpha-L-arabinopyranosyl]-2 [43], alors que de nombreux autres
saponosides ont pu étre déterminés a partir des huiles de Nigella sativa L. [34].

1.8.4. Polyphénols et flavonoides

Les flavonoides sont des composés aromatiques dont la biosynthése constitue 1'un des
processus fondamentaux de la phytochimie. Ils font partie de ce que I’on appelle les composés
phénoliques. Les flavonoides sont des substances généralement colorées tres répandues chez

les végétaux. Les Renonculacées sont un groupe riche en flavonols et en flavones. En 1997,



trois nouveaux flavonoides triglycosylées ont été isolés a partir des graines de Nigella sativa
L. et leurs structures ont été déterminées [44] :

1. quercétine 3-glycosyl (1—2) galactosyl (1—2) glucoside

2. kempferol 3-glycosyl (1—2) galactosyl (1—2) glucoside

3. querceétine 3-(6-feruloglucosyl) (1—2) galactosyl (1—2) glucoside.

En 2008, quatorze composés phénoliques ont été isolés a partir d’un extrait méthanolique de
pousses et de racines de Nigella sativa L. Ceux-ci sont: I’acide gallique, I’acide
parahydroxybenzoique, 1’acide chlorogénique, 1’acide vanillique, 1’acide para-coumarique,
I’acide férulique, 1’acide trans-2-hydroxycinnamique, I’acide trans-hydroxycinnamique,
I’épicatéchine, la catéchine, la quercétine, 1’apigénine, I’amentoflavone et la flavone [45].
1.8.5. Alcaloides
Les alcaloides sont des substances présentant un caractére alcalin, contenant de I’azote, le plus
souvent inclus dans un hétérocycle. Les alcaloides ont, pour la plupart, des actions
physiologiques et thérapeutiques a faibles doses. Ils deviennent cependant tres toxiques a
fortes doses.
Les plus importants alcaloides de Nigella sativa L. (figure 6 et tableau 4), ont été isolés a
partir des graines entre 1985 et 1995 :

1. Nigellicine, a noyau indazole [46]

2. Nigellimine, une isoquinoléine [47]

3. Nigellimine N-oxyde, dérivé N-oxyde de la nigellimine [48]

4

Nigellidine, également un indazole [49].
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Figure 6 : Structure chimique des principaux alcaloides de Nigella sativa L., d'apres [49]



1.8.6. Les protéines

Les graines de Nigella sativa L. sont tres riches en protéines (environ 20 %), avec dominance
d’acide glutamique (22,4%), d’acide aspartique (10,05%) et d’arginine (9,18%) [50].

La protéine la plus etudiée jusqu'a maintenant est la lipase qui catalyse des réactions de trans-
estérification [51]. L’analyse des acides aminés de 1’hydrolysat de ces protéines révéele la
présence de 17 acides aminés y compris les 8 acides aminés essentiels (tableau 4) [26, 52].
1.8.7. Les vitamines et sels minéraux

La composition en vitamines a eté déterminée et révele la présence des vitamines A, B1, B2,
B6 et de I’acide folique [53].

Les tocophérols totaux constituent (0,05%) d’huile, et sont constitués majoritairement de 1’a-
tocophérol (48%) et du y-tocophérol (28%). D’autres vitamines liposolubles comme le -
carotene (0,05%) et la vitamine K1 (0,1%), sont présentes (tableau 4).

Des travaux sur la composition minérale de la graine de Nigella sativa L. ont rapporté que sa
teneur en potassium est importante (1,18%) de poids total de la graine et que le calcium, le
fer, le sodium représentent (0,188 ; 0,0575 et 0,0853) % respectivement [53]. La teneur des
graines en sélénium a été également déterminée, elle représente (0,27 a 0,54) mg/kg de

graines [54].



Tableau 4: Principaux composes et molécules isolés de Nigella sativa L., d’apreés [55]

Composé Nature Partie de Ia plante
Alanine AA Graine
f-Amvrin Triterpéne Huile de graine
Acide Arachidique AG Huile de grame
Acide Arachidonique AG Huile de graine
Acide Ascorbigne Vitamine Feuille
Acide Aspartique AA Graine
S-dehvdro-Avenastérol Stéroide Huile de graine
7-dehvdro-Avenastérol Stéroide Huile de graine
Butyrospermol Triterpene Huile de graine
Campestanol Stéroide Huile de graine
Carvacrol Monaoterpéne Huile de graine
Campestérol Stéroide Huile de graine
Carvone Monoterpene Huile essentielle
Cholestérol Stéroide Huile de graine
Citrostadienol Triterpene Huile de graie
Cycloartanol Triterpéne Huile de graine
Cvcloarténol Triterpéne Huile de graine
Cvcloencalénol Triterpéne Huile de graimne
Cysline AA Graine
Damascenine Alcalorde Plante entiére
Méthyvl-Damascenine Alcalofde Graine
Dithvmoquinone Monoterpéne Huile de graine
Dna Alcaloide Racine
Acide Eicosadienoique AG Huile de graine
Huile Essentielle Terpénes Graine
Huile Fixe Lipides Graine
Flavonoides Graine
Glucose Ose Graine
Acide Glutamique AA Graine
Gramistérol Stéroide Huile de graine
Hederagénine Triterpene Graine
Acide Indole-3-acétique Auxine Tissu du calice
Leucine AA Grawe
Acide Linoléigque AG Huale de gramne
Acide Linolénique AG Huile de graine
Lysine AA Graine
Melanthine Saponoside Graine
Acide Myristique AG Huile d egraine
Nigellicine Alcalofde Graine
Nigellidine Alcalofde Graine



Nigellimine Alcaloide Gramne
Nigellimine-N-Oxide Alealoide CGruue
Nigelline Alcalnide Huile essennielle
Nigellone Polvinere de Graine
thymoquinone
Obtusiloliol Steroide Huile de graine
Acide Oléique AG [Twile de graime
Acide Palmitique AG Huile de graine
Acide Palmiroléique AG Hunle de grame
Protéines Protides Grraine
Saponine Triterpenes Grame
[} Sitastéral Stéreide ITwle de grame
u Spinastérol Stéroide Huile de graine
Acide Stéarlque AG [Twile de grame
Stigmastanaol Steroide Hinle de graine
Stigmasiérol Stervide Huile de grame
Taraxérol Triterpéne Huile de graine
Acide Lellarique AG Huile de graine

Thymaol

Monoterpéne

Hiile de grame

Thymoquinone Monoterpéns Huile de graine
Tirucallol Inierpene Huale de grame
Trvptophane AA Graine
Valine AA Grame

1.9. Propriétés chimiques

On extrait ’huile essentielle de Nigella sativa L. par hydro-distillation, obtenue par premiére
pression a froid. La plupart des vertus thérapeutiques d’huile de nigelle sont dues a la
thymoquinone qu’est une molécule incontournable. Le constituant majeur d’huile volatile a
été synthétisé en 1941 par Kremers et son équipe a partir du thymol [56].

La thymoquinone ou 2-isopropyl-5-methyl-p-benzoquinone est une poudre cristallisée de
couleur jaune. Soluble dans les solvants organiques tels que I’éther, le chloroforme ou
I’éthanol, mais partiellement soluble dans 1’eau. Elle posseéde un point de fusion de 45-47°C,
sa formule moléculaire est C10H120z, et son poids moléculaire de 164,2 g/mol [57, 58].

Le motif thymoquinonique n’existe dans aucune famille de médicaments, par contre on peut
retrouver des motifs benzo- ou naphtoquinoniques comme dans la mitomycine C, la
rifampicine ou encore la vitamine K. Le motif benzoquinone est un bon accepteur d’électrons,
il est facilement réduit en p-hydroxyphenol, et inversement. Tous peuvent donc intervenir
dans des processus de transfert d’électrons dans 1’organisme.

La polymérisation de la thymoquinone permet d’obtenir la nigellone, elle retiendrait la plupart



des propriétés pharmacologiques de la thymoquinone et serait dénuée de tout effet toxique
[59].

1.10. Usage a travers le monde

1.10.1. Usages comme épice

Les graines de nigelle entieres ou moulues sont utilisées comme épice. Elles servent a
saupoudrer le pain, le Naan (pain de régions d’Asie centrale et du sud) et les patisseries, les
plats sucres, les fromages, les sauces et les soupes pour les rendre plus appétissants. Elles sont
également utilisées en accompagnement des graines de sésame dans la cuisine traditionnelle
d’Asie, et sont ajoutées a différents plats selon les envies [60].

Dans la région du Bengale, entre 1’Inde et le Bengladesh, le cumin noir entre dans les recettes
de légumes secs et dans la composition de certains mélanges d’épices comme le panch
phoron, composé de cing épices: le cumin, le fenouil, la moutarde, le fenugrec et la nigelle
(figure 7) [61].

Figure 7 : Panch phoron, d'aprés [61]

En Afrique du nord, la graine de nigelle moulue entre dans la composition du ras el hanout,
un mélange de 24 & 27 épices (figure 8). En Egypte, les graines pulvérisées aromatisent le
café a raison de 6 cuilléres a café pour une cuillere de nigelle. En France, on ’utilise comme

le poivre [60].

Figure 8 : Ras el hanout, d'aprés [62]



1.10.2. Nigella sativa L. d’aprés la médecine traditionnelle

Dans la médecine Ayurvédique, le kalonji est utilis¢é en cas d’indigestion, de douleurs
menstruelles, d’inflammation bronchique et comme anthelminthique.

En médecine Unani, la graine de nigelle est considérée comme abortive et diurétique, elle est
utilisée pour les ascites, la toux, la douleur oculaire, I’ictére, la paralysie, les hémorroides et la
fievre tierce [63].

En Indonésie, les graines sont ajoutées a des medicaments astringents pour lutter contre les
désordres intestinaux [63].

En Malaisie, des cataplasmes de graines sont utilises pour les maux de téte, les abces, les
ulcéres nasaux, I’orchite et le rhumatisme. Les femmes Arabes utilisent la graine de Nigella
sativa L. comme galactogene [63].

En Egypte, elle est utilisée contre I’asthme [64].

En usage externe sous forme de pommade, les graines sont utilisées dans le traitement
d’abces, d’hémorroides, d’inflammation des testicules et de pédiculose [63, 65].

En Arabie Saoudite, I’huile est utilisée en usage externe en cas de raideur et de douleurs
articulaires, ainsi qu’en cas d’asthme et d’eczéma [36].

En Turquie, ’huile de graine est employée par voie orale pour ses vertus carminatives,
bronchodilatatrices,  expectorantes,  antihypertensives,  diurétiques,  diaphorétiques,
stomachiques et pour lutter contre I’indigestion; en friction elle est préconisée contre les
spasmes musculaires, la sciatique et les rhumatismes [66].

La graine et I’huile de cumin noir, prises seules ou en plus d’autres médicaments, sont
efficaces contre ’alopécie, le vitiligo et d’autres problémes dermatologiques [45].

La figure 9 résume bien toutes les indications médicales traditionnelles.

/ \}/
Abdominal
disorders

Figure 9 : Usages traditionnels de Nigella sativa, d'aprés [63]



1.10.3. Indications et mode d’emploi selon Avicenne
Les médecins Musulmans et Arabes se sont doublement préoccupés de la graine de nigelle
apres 1’avoir connue dans la Tradition Prophétique. Avicenne a consacré un chapitre a la
nigelle, « chounése », dans son Canon de la médecine, « Kitab Al Qandn fi Al-Tibb ». Voici
quelques indications et utilisations de Nigella sativa L. a cette époque.

» Vertus médicinales :
La graine est acre et élimine la lymphe, elle sert & éliminer les flatulences et a purifier le
corps.

» Maladies superficielles :
Elle traite les verrues et le vitiligo. Mélangée au vinaigre, la graine est appliquée sur la peau
pour traiter les « pustules lactées », les « tumeurs pituitaires » et la gale ulcéreuse.

» Organes de la téte :
En cas de fiévre grippale, la graine est broyée, cuite, puis mise dans un chiffon de lin et
appliquée sur le front des malades. Trempées pendant une nuit dans du vinaigre puis
concassées, les graines sont données sous forme d’électuaire, ancienne forme galénique
pateuse, a respirer par le malade, pour guérir les douleurs chroniques de la téte et les
paralysies faciales. C’est également un remede qui permet de désobstruer les voies aériennes
supérieures. Quand la graine est cuite dans du vinaigre, la solution peut étre utilisée en
gargarisme pour lutter contre les douleurs dentaires.

» Organes de I’ceil :
La drogue pulvérisée mélangée a I’huile d’iris, utilisée sous forme d’électuaire guérit des
écoulements oculaires.

» Organes respiratoires :
Absorbée avec le carbonate de sodium cristallisé, la graine dégage les voies respiratoires.

» Organes sécrétoires :
Elle est vermifuge, méme utilisée sous forme liquide en massant 1’abdomen. La graine
ingérée pendant quelques jours est emménagogue. Mélangée au miel et a I’eau chaude, la
graine traite les calculs rénaux.

» Les fiévres :
La graine traite les fievres « flegmatiques et atrabilaires ».

» Les cas d’intoxication :
Sa fumée fait fuir les insectes, mais certaines personnes ont prétendu que son utilisation

fréguente ou excessive est mortelle. En outre, la graine de nigelle guérit la pigQre de tarentule,



une fois absorbée sous forme de boisson au poids d’un « drachme » (3,24 grammes) [9].
1.10.4. Propriétés reconnues de nos jours
Comme nous avons pu le remarquer, la nigelle a été delaissée en Occident pendant de
nombreuses années, mais 1’utilisation marquée en Orient a suscité un intérét non négligeable
des équipes de recherche médicale.
Durant les 20 derniéres années, plusieurs travaux ont porté sur 1’étude de Nigella sativa L.,
notamment sur les effets dus aux extraits de la graine de cette espéce ainsi qu’aux principaux
constituants (notamment la thymoquinone) sur divers systemes in vitro et in vivo.
La nigelle étant une épice aromatique, elle régule D'appétit et posséde des propriétés
digestives.

» Propriétés gastroprotectrices :
L’huile de nigelle réduit la formation d’ulceres gastriques induits par 1’éthanol chez le rat
[67].

» Propriétés spasmolytiques :
L’huile essentielle a une concentration efficace médiane de (46 a 74) mg /L, provoque in Vvitro
la relaxation de la trachée et de 1’iléon isolés de cobaye [68].

» Propriéetés hépatoprotectrices :
Des études ont démontré 1’effet antioxydant de la thymoquinone. Les dommages hépatiques
produits par le tétrachlorure de carbone sur des souris ont été inhibés par une dose unique de
thymoquinone a 100 mg/kg. Le ralentissement de la peroxydation lipidique explique 1’effet
antioxydant de la thymoquinone [67, 69].

» Propriétés anticholestérolémiantes :
Une diminution significative des taux sanguins de cholestérol, LDL et triglycérides, et une
augmentation des HDL sanguins ont été observées chez des rats dont 1’alimentation a été
enrichie en huile de nigelle a hauteur de 800 mg/kg pendant 4 semaines [67].

» Propriétés analgésiques et anti-inflammatoires :
Des recherches sur 1’activité anti-inflammatoire de la thymoquinone et d’huile de nigelle sur
des lymphocytes isolés du péritoine de rat, ont montré 1’activité inhibitrice des cyclo-
oxygénases et de la 5-hydroxy lipoxygénase [36]. Des propriétés antihistaminiques ont été
observées avec la nigellone [70]. Une activité analgésique a été observée chez des souris
absorbant 1’huile des graines, ou de thymoquinone [71].

» Propriétés anthelminthiques :

Les graines et la fraction hétérosidique sont de trés puissants anti-cestodes, contrairement aux



saponosides qui sont inactifs [67, 72]. Il a été démontré chez I’enfant qu’une dose unique de
graines a 40 mg/kg, ou bien la quantité équivalente en extrait éthanolique, paralyse le ver
solitaire [73].

» Proprietés immunostimulantes :
Une diminution de la charge virale et une augmentation simultanée du taux sérique en IFN-y
et en cellules CD4" ont été observées aprés injection d’huile de nigelle chez une souris
infectée par un cytomégalovirus. Les souris traitées ont dix fois moins de virus que celles non
traitées [74].

» Propriétés antimicrobiennes :
L’huile végétale, I’huile essentielle et la thymoquinone ont des activités antimicrobiennes vis-
a-vis de nombreuses bactéries résistantes aux antibiotiques et vis-a-vis de Staphylococcus
aureus, Shigella spp., Vibrio cholerae et Escherichia coli, entre autres [64, 75-77].

» Propriétés antitumorales :
La thymoquinone potentialise les fonctions détoxifiantes du foie, de ce fait elle augmente le
taux de glutathion et réduit les tumeurs [78]. De plus, avec la dithymoquinone et des extraits
éthanoliques de graine, elle est cytotoxique pour les cellules tumorales résistantes aux
cytostatiques. Des extraits de graines de nigelle réduisent le développement et la croissance
des cellules tumorales [79].

» Autres propriétés :
Des études ont montre I’effet diurétique et I’effet antihypertenseur qui en découle avec I’huile
essentielle et thymoquinone [80].
Les graines sont galactogenes et 1’huile essentielle est un bon antioxydant [41].
1.10.5. Produits a base d’huile de nigelle
Bien que toutes ces potentialités ne se soient pas encore concrétisées, de hombreux travaux
soutiennent 1’utilisation possible de Nigella sativa L. en thérapeutique. En effet, cette plante
présente déja des applications, notamment sous forme de gélules a base d’huile fixe
revendiquant I’allégation « complément alimentaire a activit¢é immunomodulatrice » (en
Allemagne).
La plupart des produits a base d’huile de nigelle sont trouvés sur internet, le tableau 5 montre
un apercu des formes disponibles, les graines quant a elles sont trouvées dans toutes les

épiceries.



Tableau 5 : Liste des produits a base de Nigelle vendus en France, d’aprés [20]

Huiles végétales biologiques de nigelle

Abiessence Flacon 50 et 100 ml

Centiflor Flacon 100 ml

Centifolia Flacon 100 ml

Emma Noel Flacon vaporisateur de 50 ml. enrichie en vitamine E

Ferme des peupliers
Herbes et Tradition

Hevea

Huiles et baumes

Flacon en verre 250 ml

Flacon 50 ml

Flacons 50 et 200 ml. composition : acide linoléique. acide
oléique. acide palmitique, acide stéarique

Flacon 30 ml

Hyteck Flacons de 100 et 250 ml. et en berlingot de 10 ml
Karawan Flacon 50 ml, composition : huile de nigelle. tocophérol
Melvita Flacon 50 ml

Natessance Flacon de 50 ml. huile de nigelle, vitamine E naturelle
Pranarom Flacons 50. 100 met 11

Sophery Flacon 50 ml

Terrocean Flacon 200 ml

Formes solides, capsules

Abc de la nature

Boites de 60. 100 et 200 capsules en gélatine de poisson. d’huile
végétale vierge premiere pression a froid dosées a 500 mg

Bioluxe Pilulier de 120 capsules huileuses dosées a 500 mg d’huile de
nigelle (procédé de la mnique de la gélule : aqua-marine
exclusivement)

Biovedas Boite de 200 capsules dosces a 500 mg d’huile de nigelle, gélatine

Boutique nature

et glycérine : 200 mg
Pilulier de 90 capsules d’origine marine dosées a 500 mg d’huile
de nigelle. tunique : gélatine de poisson. glycérine, eau, amidon

Chifa Pilulier de 60 capsules dosées a 500 mg d’huile de nigelle

Dieti Natura Boites de 60 et 200 capsules dosées a 500 mg d’huile de nigelle,
capsule gélatine et glycérine (200 mg)

Emma Noel Capsules 515 mg comprenant 73.25 % d’huile vierge de nigelle
biologique. 17.23 % de gelatine de poisson. 7.34 % de glycérol
végétal, 1.08 % d’eau, 0.74 % d’huile vierge de germe de blé de
premiere pression a froid. auxiliaire technologique : lécithine de
soja

Floralpina Capsules d’huile de nigelle

Ombelle Nature Boites de 60 et 200 capsules dosées a 500 mg d’huile de nigelle

Terrocean Boites de 200 capsules de 782 mg

2. Camellia sinensis L.
2.1. Historique
L’histoire du thé, boisson obtenue par infusion des feuilles du Camellia sinensis L.,

littéralement « Camellia Chinois », remonterait au 111°™ millénaire avant J.C. selon la légende



chinoise.

Cependant, les premiers écrits faisant référence de maniere indiscutable au thé datent de la
dynastie des Han (206 avant J.C. — 220 aprés J.C.). De plus, a cette époque, 1’usage du thé est
confiné a la province actuelle du Sichan dans le sud-ouest de la Chine. Le thé se répand dans
le pays parallelement au bouddhisme avant de s’ancrer dans la culture du pays durant la
dynastie Tang (618-907) gréace au célebre Cha King ou « Classique du thé » du Maitre Lu Yu.
Durant cette dynastie, apparait le caractére Cha encore utilise de nos jours pour désigner le
thé. Ce sinogramme posséde deux prononciations différentes: « ch’a » en mandarin et
cantonais, qui vient du verbe « cueillir », et « t’e » en dialecte chinois Minnan pratiqué dans la
région d’Amoy (actuelle Xiamen), au sud-est de la Chine. Ces deux prononciations sont a
I’origine des différences observées dans I’appellation du thé au travers le monde. Le thé a
voyageé soit par la voie de la soie terrestre soit par la voie maritime. Les pays ayant découvert
le thé par la voie terrestre, comme 1’ Afghanistan, le Tibet et le Japon par exemple, se servent
du « tch » ou « ch » provenant du mot cantonais. Les pays d’Europe n’ont, eux, connu le thé
que bien plus tard par la voie maritime mise en place par les Hollandais (XV11°™ siécle), voie
qui partait de la région d’Amoy. Dans ces pays, le thé est désigné par un mot commencant par
« t » : tea, tee, thé. Ainsi le thé n’apparait en Europe qu’au cours du XVII®™ siécle, d’abord
en Hollande puis en France et enfin en Angleterre [81].

A cette époque, les émigrants anglais et hollandais emportent également avec eux le thé vers
le nouveau monde. L’enjeu économique est tel qu’il donne alors lieu a des courses de vitesse
entre les tea-clippers, voiliers 1égers utilisés pour le transport du thé sur les grandes routes
maritimes entre 1’Europe et I’Amérique. En 1773, les colons installés a Boston décident de
boycotter ces importations trop lourdement taxées et le 16 décembre, jettent a la mer une
cargaison de thé venant d’Angleterre; cet acte, appelé « Boston tea party », marque la
premiére étape de la guerre d’indépendance. Au milieu du XIX®™ siécle, pour faire face & une
demande occidentale croissante, les Anglais développent des plantations en Inde puis dans
I’lle de Ceylan (Sri Lanka). A la fin du XIX®™ siécle, le thé est implanté dans de nombreux
pays d’Asie, dans les pays d’Afrique Noire anglophones tel que le Kenya puis en Ameérique
du Sud.

Actuellement, le thé est la boisson la plus consommée dans le monde apres I’eau plate. La
production mondiale a atteint 3 459 000 tonnes en 2005 [82], répartie principalement entre la
Chine et I’Inde. Ces deux pays sont aussi les premiers pays consommateurs ce qui rend le

marché du thé assez singulier. En effet, le plus grand pays exportateur est le Kenya, 3™ pays



producteur avec seulement 9 % de la production mondiale.

Par ailleurs, les pays producteurs consomment en moyenne moins de thé par an et par habitant
que les pays importateurs.

Malgré une consommation moyenne par an et par habitant plus faible et étant donné le
nombre d’habitants, 1’Inde est restée, le plus grand consommateur de thé au monde avec 22 %
de la consommation mondiale, devant la Chine (20 %), la Russie (5 %), le Japon (4,5 %), le
Pakistan et le Royaume-Uni (3,8 %) et les Etats-Unis (3 %) [83]. La consommation mondiale
a augmenté en moyenne de 2,25 % par an durant la derniere décennie. Ceci est en partie di
aux nombreuses études vantant les bienfaits du thé pour la sante.

Ainsi, I’empereur Chen-Nung disait « Le thé éveille les humeurs et les pensées sages. Il
rafraichit le corps et apaise 1’esprit. Si vous vous sentez abattus, le thé vous rendra force. »
[84]. D’apreés les études récentes, le thé semble réduire le taux de cholestérol, soigner les
problémes d’hypertension, empécher la formation de caries dentaires, posséder des propriétés
antioxydantes et anti-microbiennes et protéger contre les maladies cardio-vasculaires et les
cancers [85-87].

2.2. Laculture du thé

Le théier ou Camellia (L.) (Figure 10). O. Kuntze (espéce) appartient au genre Camellia L. de
la famille des theaceae de 1’ordre des Theales [88]. Il existe deux variétés principales, la
variété sinensis (de Chine) utilisée plus particulierement pour la production de thés verts avec
des feuilles petites et vert olive et la variété assamica (d’Assam) utilisée pour les thés noirs a
la pousse large, claire et charnue. Le théier est un arbre a feuilles persistantes pouvant
atteindre 10 a 15 m voire 30 m pour des arbres plusieurs fois centenaires.

Dans les plantations appelées « gardens » (jardins) ou « estates » (propriétés), les arbres sont
taillés a environ 1 m du sol pour former la « table de cueillette » qui facilite la récolte
manuelle et favorise la croissance des bourgeons [89]. Grace aux différentes méthodes
d’hybridation comme le greffage ou le bouturage, de nombreux croisements, appelés « jats »

ou « clonal » sont apparus.



Figure 10: Camellia sinensis (L.)

2.3. Le milieu de culture

Le théier croit entre le 42°™ degré de latitude nord dans 1’hémisphére nord et le 31°™ degré
de latitude sud dans I’hémisphére sud. Le sol des plantations a une influence sur la qualité des
feuilles. 1l ne doit étre ni calcaire ni argileux mais de préférence alluvionnaire ou volcanique
[89]. Le sol doit également étre meuble pour permettre a la racine centrale de descendre
jusqu’a 6 m de profondeur et plutdt acide (entre pH 3,9 et 7,1). Il doit étre en pente car le
théier ne supporte pas 1’eau stagnante. Le deuxiéme élément important est le climat qui doit
étre sans nuage et offrir des nuits fraiches, des vents réguliers et secs. La température doit étre
comprise entre 10 et 30 °C. Si celle-ci passe en dessous de -5 °C, le théier meurt. Les besoins
en eau sont de ’ordre de 2000 a 3000 mm par an et de préférence la nuit. Une hygrométrie de
I’air située entre 70 et 90 % et un ensoleillement de 5 h par jour sont recommandés.

La maladie la plus redoutée est une maladie touchant les feuilles : Exobasidium vexans
(Massee) ou Blister blight (cloque). Elle est due a un champignon et est caractérisée par
I’apparition de taches circulaires. Lorsque ces cloques éclatent des milliers de spores sont
dispersés dans I’air, contaminant ainsi les plantes alentours.

2.4. Le cycle végétal

Camellia sinensis L. étant un arbre, sa pousse dépend des conditions climatiques. Les
périodes de récolte, « flush », alternent avec des périodes de dormance (tableau 6). Les
périodes de récolte sont divisées en cycles durant entre 4 et 14 jours. Le plus souvent, ces
cycles durent 7 jours. Dans certains pays comme 1’Inde et 1’Indonésie, les récoltes peuvent

avoir lieu toute I’année.



Tableau 6: Cycle naturel du théier [89].

Janv. ' Fév. Mar. Avr.! Mai Juin ' Juil. Aot Sept.:!Oct. Nov. ' Déc.
Dormance ! Premiére récolte ! Récolte de ! Dormance ' Récolte ' Dormance
: ' printemps ' d’automne

La cueillette s’effectue manuellement ou mécaniquement. Les feuilles récoltées a la main sont
pincées entre le pouce et I’index puis envoyées dans une hotte tressée. La qualité du thé ou «
grade » dépend du type de cueillettes. Elle est définie par ordre décroissant a partir du type de
feuilles en partant de I’extrémité de la tige. Ainsi se trouve en premier lieu sur la table de
cueillette un bourgeon appelé « pekoe » ou « Flowery Orange Pekeo», signifiant « duvet
blanc ». Il s’agit en réalité d’une feuille non développée. Puis, plus éloignées de I’extrémité de
la tige, se trouvent des feuilles de plus en plus matures qui portent des noms différents (figure
11). Les types de cueillettes dépendent du nombre de feuilles ramassées avec le Flowery
Orange Pekoe.
Ainsi, en régle genérale, les cueillettes sont :

> la cueillette impériale : Pekoe + 1 feuille

» lacueillette fine : Pekoe + 2 feuilles

» la cueillette classique : Pekoe + 3 feuilles ou plus.

La dénomination peut varier suivant les régions

Orange Pekoe Flowery Orange Pekoe

Pekoe

v

Pekoe Souchong iy
y Souchong

Figure 11: Classification des feuilles de thé [81]

2.5. Les procédés de traitement des feuilles de thé fraichement cueillies

Les feuilles de thé sont commercialisées sous trois formes principales : les thés verts (25 % de



la production mondiale en 2005), noirs (70 % de la production mondiale en 2005) et semi
fermentés ou Oolong (5 %). La différence est due aux traitements subis par les feuilles

fraichement cueillies (figure 12).

| Feuilles fraichement cueillies |
|
|
| Torrefax:tmn | | Flétrissage |
I
| Rﬂlﬂaﬂﬂ | |  Roulage |
L |
| Desslcc;mon| | Oxvdation |
| TamlsaEe | Llazh | 334h
| The !.ert | | Torréfaction || Torréfaction |
| Tamlisage | | 'I'amlisaga |
Thé Qolong | | Thénoir |

Figure 12: Principales étapes du traitement des feuilles de théier aprés recolte

La torréfaction consiste a chauffer les feuilles quelques minutes a 100 °C en atmospheére
humide pour inhiber les enzymes responsables de 1’oxydation. Cette phase dure entre 30 s et 5
min pour les thés verts et Oolong et entre 15 et 20 min pour les thés noirs [89].

Durant le flétrissage, qui dure entre 16 et 32 h suivant le procédé utilisé, les feuilles sont
exposées a ’air chauffé (< 35 °C) afin de les déshydrater pour les rendre plus souples et
permettre de les rouler sans les briser. La teneur en eau des feuilles est réduite de 50 %
environ.

Le roulage, dans le cas des thés verts et Oolong, a pour but de donner une forme de batonnet
aux feuilles. Dans le cas des thés noirs, les feuilles sont roulées afin de rompre la paroi
cellulaire et permettre la libération des enzymes polyphénoloxydases et peroxydases qui vont
oxyder les polyphénols. Ces enzymes sont des complexes métalloprotéiques contenant
généralement un site actif formé de deux atomes de cuivre, I’oxygene jouant le rdle
d’accepteur d’électrons. Leur activité est optimale pour un pH compris entre 4,6 et 5,6 [90].
Dans le cas des thés noirs et Oolongs, apres le roulage et avant la fermentation, les feuilles
peuvent subir deux procédes différents: le procédé orthodoxe ou le procédé Crush Tear Curl
(CTC) qui signifie « broyer, déchiqueter, enrouler ». Avec le procédé orthodoxe, les feuilles
sont roulées dans des machines spécialement congues pour briser les parois cellulaires sans
détruire la feuille. Dans le cas du procédé CTC, les feuilles sont écrasées entre deux rouleaux

tournant en sens inverse. Ces deux procédés sont les plus couramment utilisés. Les thés noirs



en sachet sont obtenus le plus souvent par le procédé CTC alors que les thés en feuilles

entiéres subissent le procédé orthodoxe.

2.6. Composition des feuilles de thé

Les feuilles de thé fraiches contiennent en régle genérale 36 % de composés polyphénoliques,

25 % de glucides, 15 % de protéines, 6,5 % de lignines, 4 % d’acides aminés, 2 % de lipides,

1,5 % d’acides organiques, 0,5 % de chlorophylles et de caroténoides et enfin moins de 0,1 %

de substances volatiles [91], ainsi que des éléments minéraux environ 3 % (tableau 7). Les

éléments constitutifs de la paroi cellulaire représentent environ 45 % de la matiére séche des

feuilles de the [92].

Tableau 7: Composition chimique des feuilles de thé, exprimée en pourcentage par rapport

au poids sec de drogue [93], [94], [95]

Composés de la feuille de thé fraiche

Pourcentage de la matiére séche

Polyphénols
Flavonols
Acides phénols

Bases puriques
Caféine
Théophylline
Théobromine

Glucides

Protéines

Acides aminés

Lipides

Minéraux

Cellulose

Caroténoides

Chlorophylle

Composés volatils

Cendres

20 a36%
25%
3%

2 a4 4% ou plus
0.02 a 0.04%
0.15a0.2%
5a25%
15%

3a4%
2a3%
3a5%

7%

<0.1%

0.5%

0.01 2 0.02%
5%

2.6.1. Les polyphénols

Il s’agit d’une classe trés vaste, regroupant plusieurs familles chimiques.



> les flavonoides : catéchines ou flavanols, flavonols

» les acides-phénols

» les tanins
2.6.2. Les bases puriques

» la cafeine, le composant majeur de cette famille chimique

» la théophylline et la théobromine en concentrations nettement inférieures
2.6.3. Les composés minéraux
L’analyse de feuilles de thé d’origine diverses a montré la présence d’un minimum de
quarante éléments minéraux différents dont les ordres de grandeurs des concentrations varient
du nanogramme au milligramme par gramme de matiére séche [96-98]. Les teneurs moyennes

des feuilles en ces éléments sont reportées dans le tableau 8.

Tableau 8: Concentration totale en éléments minéraux des feuilles de thés verts (TV), thés
noirs (TN) et thés Oolong (TO)

The Concentrations (ug/g) Concentrations (ug/g)
étudie K Ca Mg Al Mn  Fe Na Zn Cu Ni Réf

1TN® 17+ 46+ 207+ 081+ 050 0,13 37+4 366 27,7 81t (1)

1 01 003 006 =+ + +0,7 +0,7 02
0,01 0,05
1TN nm 45+ 228+ 090+ 073 0,13 nm( 28+ 19+ 6+ (2
@ 02 002 001 = + 9 2 1 1
0,02 0,01

21 TV®
8 TN 20+ 34+ nm( nm( 07+ 03+ nm( 39+ 18+ 8% (3)
3 09 9 ) 03 02 9 9 7 4

5TOO
(@):  Thé noir (1): Matsuura et coll. (2001)
(b):  Thé vert (2):  Odegard et coll. (1997)

(c):  Thé Oolong (3):  Xieetcoll. (1998)

(d):  Non mesuré

L’¢élément majoritaire est le potassium avec des teneurs de I’ordre de 20 mg/g puis viennent le

calcium, le magnésium, I’aluminium, le manganese et le fer. Les teneurs en zinc, cuivre et



nickel sont de 1’ordre du pug/g.

Les feuilles de thé contiennent également des anions comme les fluorures, les chlorures, les
sulfates et les phosphates présents respectivement a des concentrations de ’ordre de 2 mg.L 2,
20 mg.L %, 30 mg.L~* et 20 mg.L™t [99, 100].

2.6.4. Les vitamines

La feuille de thé vert est plus riche en vitamines que celle de thé noir, la fermentation a une
température supérieure a 30 °C en dégradant une grande partie; la vitamine C sera notamment
absente dans la feuille de thé noir. [101] Parmi ces vitamines (tableau 9) on peut citer la
vitamine C ou acide ascorbique, avec une teneur de (2 a 2,5) g/kg de feuilles desséchées de
thé vert, et en moindre quantité pour celles du thé Oolong [102], la vitamine E, ainsi que
certaines vitamines du groupe B. Le thé vert protégeait les équipages des clippers du scorbut

pendant le transport maritime de cette denrée au 16°™ et 17™ siécle.

Tableau 9: Composition de la feuille de thé en vitamines du groupe B [101]

Quantité en microgrammes (g) par 100 g de feuille de thé noir, vert et oolong

Thiamine (vitamine B1) 135
Riboflavine (vitamine B2) 1266
Niacine (vitamine B3) 7500
Acide panthoténique (vitamine B5) 1260
Inositol (vitamine B7) 1000
Biotine (vitamine B8) 82.5
Acide folique (vitamine B9) 76

3. Erica multiflora L.

Figure 13: Erica multiflora L



3.1. Classification

Regne Plantes
Embranchement Spermaphytes

Sous-embranchement | Angiospermes

Classe Dicotylédones
Ordre Ericales

Famille Ericacées

Genre Erica

Espéece Erica multiflora L.

La Bruyeére, appelée aussi Callune, est un arbuste commun en Ecosse et en Angleterre,
pouvant atteindre 60 cm de haut. Ses branches portent de petites feuilles écailleuses sessiles
disposées a plat et des grappes de fleurs blanc vif en forme de clochettes. Les sommités
fleuries permettent d'obtenir une teinture jaune ou verte.

Par son aspect décoratif, elle donne aux lieux ou elle pousse un charme particulier; falaises
maritimes, landes, bois clairs aux sols pauvres comme la forét de Sologne, se colorent en fin
d’été des tonalités violettes de ces fleurs.

Certains gibiers comme le coq de bruyere, du genre tétras, vivent dans cette végétation. La
plante est un excellent nectarifere, fournissant aux abeilles I’abondante matiere d’un miel brun
recherché pour la fabrication du pain d’épice.

Les racines sont employées a la confection des pipes, et les ramures, en Bretagne, servent en
guise de chaume a recouvrir les granges.

Pour la culture de plantes délicates, les jardiniers utilisent la terre de bruyére formée par la
décomposition de ce végétal dans les couches superficielles du sol [103].

Les feuilles sont simples, généralement alternes (c’est a dire qu’une seule feuille est insérée
sur chaque nceud de la tige) et souvent recourbées pour mieux résister a la sécheresse. Les
fleurs présentent des couleurs variables allant du blanc ou rose péle a des nuances plus
soutenues. Les 4 ou 5 sepales sont soudés a la base et la corolle est constituée de 4 a 5 petales,
généralement soudés, formant un tube a I’origine. Les étamines sont nombreuses. Le fruit est
une capsule séche ou une baie.

Les bruyeres sont nombreuses dans les landes, sur les tourbieres et autres terrains acides. La
plus grande partie des 400 espéces de bruyeres se rencontre dans les régions proches de

I’Himalaya, de la Nouvelle-Guinée et en Afrique du Sud. Certaines especes sont cultivées,



pour les jardins, & des fins décoratives. D’autres sont utilisées en phytothérapie pour leurs
vertus diurétiques et antiseptiques [104].
3.2. Synonymes
Calluna erica Dec., Erica vulgaris L, Béruée, brande, breuvée, bucane, grosse, pétrolle.
3.3. Indication
Comme la busserole et comme beaucoup d’autres plantes de la famille des Ericacées, la
Bruyére renferme de I’arbutine qui se dédouble dans 1I’économie en sucre et en hydroquinone:
ce principe y est associé a de fortes proportions de tanin, a une matiére résineuse, 1’éricoline,
et a une huile d’odeur désagréable, 1’éricinol.
Si I’on croit les étymologistes, le nom latin de la bruyére (erica) dérivé du verbe grec épeiyewv
(briser), contiendrait une allusion a la vertu qu’on lui attribue, de temps immémorial, de briser
les calculs urinaires [103].
3.4. Propriétés Medicinales
On utilise principalement les sommités fleuries avec les feuilles. L application de compresses
imbibées de décoction se révele efficace contre les douleurs rhumatismales. Plus courant,
surtout en montagne, le produit de la macération alcoolique de bruyére et de rhododendron est
utilisé en liment dans les cas d’arthrites et de rhumatismes. Les compresses bouillantes de
bruyere étaient utilisées pour soigner les engelures [105].

» Usage Interne
En usage interne, on utilise la Bruyere pour soigner les cystites avec pyurie, la colibacillose,
la phosphaturie, I'albuminurie, les pyélonéphrites, les oliguries, les rhumatismes et les pertes

blanches.

» Usage Externe
En usage externe, on utilise la Bruyére pour traiter la goutte, les névralgies rhumatismales, les

paralysies, les dartres et les taches de rousseur.
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Chapitre 1.
Geénéralités sur
la lithi1ase urinaire



1. Lithiase rénale

1.1. Géneralités

Les calculs urinaires [1-17] sont des calcifications pathologiques, celles-ci se définissant
comme toutes formes de dépbts minéraux anormaux, calciques ou non, dans un tissu, un
organe ou sur un dispositif médical [18-25]. D’un point de vue médical, au moins trois
familles de calcifications pathologiques existent. Une premiére se réfere aux calculs, qui se
définissent comme des concrétions solides formées dans une cavité ou un canal excréteur
(calculs rénaux, biliaires, salivaires, vésicaux...). Une deuxiéme s’associe aux calcifications
tissulaires ou ectopiques localisées en dehors des canaux excréteurs (qui peuvent étre liées
parfois a des pathologies severes comme les cancers du sein, de la thyroide, des testicules ou
encore de la prostate). Enfin, dans certains cas, des calcifications, au départ physiologiques
comme 1’0s ou la dent, deviennent en partie des calcifications pathologiques suite a une
maladie. La lithiase rénale peut étre caractérisée soit par des calculs formés dans les voies
excrétrices soit par des concrétions initiées a partir de calcifications tissulaires. En effet, les
plaques de Randall [26, 27], qui sont des calcifications tissulaires présentes au sommet de
certaines papilles servent de centre nucléateur et sont donc a 1’origine de certains calculs. Sur
le plan physicochimique [23, 24, 28], les calcifications pathologiques sont des biomatériaux
complexes comprenant une partie minérale et une partie organique associées a des éléments
traces. L ensemble exhibe une structure hiérarchique pour la partic minérale dans laquelle des
nanocristaux s’assemblent pour former des microcristallites, I’agglomération de ces derniers
constituants la calcification [29-31]. Les calcifications pathologiques (mais aussi
physiologiques) sont issues d’une chimie douce [32-37] c¢’est-a-dire leur synthése s’effectue a
température et pression ambiantes pour des valeurs de pH qui s’inscrivent dans notre cas entre
5 et 8. On retrouve donc pour les calcifications pathologiques de nombreuses similitudes avec
certaines notions de chimie douce (particules Janus, mise en forme par le tissu a I’échelle
mésoscopique,...). La cinétique et la thermodynamique ont des réles clés dans la
compréhension des processus de biochimie qui conditionnent la pathogenése de ces
calcifications. Ainsi dans le cas des calculs d’oxalate de calcium, la thermodynamique est
prédominante lorsque 1’on s’intéresse aux hyperoxaluries avec comme phase chimique
génerée la whewellite (CaC204.H20). Au contraire, la thermodynamique s’efface au profit de
la cinétique de la réaction dans le cas des hypercalciuries avec cette fois la weddellite
(CaC204.2H,0) comme phase chimique des calculs. Enfin, deux types de processus de

nucléation primaire existent dans une urine sursaturée. Si une proportion limitée de calculs se



forme suivant un processus de nucléation homogéne (c’est-a-dire une simple précipitation),
on observe de plus en plus leur formation dans le cadre d’un processus de nucléation
hétérogéne liée notamment a la présence a la surface de 1’épithélium papillaire d’une
calcification appelée plaque de Randall [26, 27].

1.2. Définition

Du grec "lithos" veut dire pierre. La lithiase urinaire est définie comme un agrégat cristallin
survenant dans le systéme collecteur de 1’appareil urinaire (4 la différence de la
néphrocalcinose ou ces agrégats cristallins surviennent dans le parenchyme rénal) et qui a
atteint une taille suffisante pour aboutir & des manifestations cliniques ou étre visible par
I’imagerie. C’est une maladie caractérisée par la présence de calculs dans un organe ou dans
son canal excréteur [38].

1.3. Epidémiologie

Une multitude d’études épidémiologiques ont été publiées et 1’analyse de cette littérature
classée par ordre chronologique [39-140] permet de discerner différents types d’investigations
suivant les critéres retenus. Les investigations menées en fonction de la géographie
concernent soit des continents, 1I’Europe [130], D’Afrique [48], soit différents pays
I’Allemagne [49, 51, 107], I’Angleterre [102], I’ Arabie Saoudite [80], I’Arménie [103], les
Etats Unis [77, 108, 132], la France [86, 115, 116], I’Iran [58, 134], le Japon [70, 95], la
Jordanie [65], le Pakistan [59], le Soudan [88], Taiwan [106] la Tunisie [111], ou encore des
régions spécifiques de certains pays [44, 45, 52, 60, 62, 67, 69, 73, 75, 81, 82, 84, 85, 89, 93,
97, 100, 104, 109, 110, 112, 118, 119, 121, 138]. D’autres facteurs modulant les
caractéristiques physicochimiques de la lithiase sont abordés comme la classe d’age [101,
104, 113] ou encore le sexe [78, 113, 120]. Ainsi de nombreuses études s’intéressent plus
particulierement a la lithiase de I’enfant [41, 46, 57, 74, 80, 91, 93, 105, 116, 121, 123, 137].
Chez I’adulte, comme chez I’enfant, la plupart des études épidémiologiques mettent en
évidence des différences significatives en fonction du sexe puisque ’homme et la femme
s’averent tres différents sur ce point [53, 70, 120]. Les hommes sont en effet environ deux
fois plus touchés que les femmes (9% contre 4 %) et, chez I’enfant, un rapport garcon/fille
élevé est généralement observé durant les premiéres années de vie, le ratio tendant a se
réduire ensuite [41, 84, 96, 116]. Enfin, ces études peuvent aussi établir des liens entre la
lithiase et les habitudes nutritionnelles [40, 47, 87] ou encore les conditions
socioéconomiques [53]. Quelques points clés se dégagent de I’ensemble de ces études. Ainsi,

celles dont le sujet de recherche est la lithiase chez 1’enfant soulignent 1’importance des



maladies héréditaires, des infections urinaires ou encore des carences nutritionnelles. Les
formes héréditaires sont pour la plupart séveres, fréquemment associées a une
néphrocalcinose et exposent au risque d’évolution vers 1’insuffisance rénale en 1’absence d’un
traitement étiologique approprié et précocement institué. Chez les jeunes adultes, ces études
soulignent I’importance prise par les calculs sur lesquels est présent un dépot blanc déenommeé
plaque de Randall durant ces trois dernieres décennies. Cette plaque de Randall sert en effet
de centre nucléateur du calcul et est responsable d’une grande partie des coliques néphrétiques
observées chez les jeunes [141]. Elle est fort probablement liée a une modification des
habitudes alimentaires chez les enfants et pose des questions sur la prise de vitamine D [142].
Chez les adultes, les lithiases rénales héréditaires sont moins importantes (2 % des calculs
chez P’adulte contre 10 % chez D’enfant) et les habitudes alimentaires deviennent
prépondérantes. Le manque d’exercice physique associé¢ a une alimentation riche en sucres
(glucose mais surtout de nos jours fructose) et en protéines expliquent un lien étroit entre la
lithiase et I’un des problémes de santé publique majeurs de notre société : le diabéte de type 2.
Ce lien s’exprime dans une séquence syndrome métabolique, diabéte de type 2 et lithiase
urique. L’impact sociétal est considérable dans la mesure ou chez la moitié des transplantés
rénaux dans les pays industrialisés, le diabéte de type 2 est impliqué. On retrouve ainsi le fait
que la lithiase fasse partie des grandes pathologies comme 1’hypertension artérielle ou les
maladies cardiovasculaires dans lesquelles les facteurs d’environnement ont un réle majeur.
De nos jours, il est a noter également un retour des lithiases d’origine infectieuse
probablement lié a la baisse du niveau socioéconomique de la population qui engendre un
acces au soin insuffisant.

1.4 Classification morphoconstitutionnelle

D’aprés une analyse sur 1354 calculs par Z. Djelloul et al, par spectrophotométrie infrarouge
a transformée de Fourier, ils ont pu les classer dans 7 catégories dont 5 définies par le
composant lithiasique majoritaire (whewellite, weddellite, phosphates de calcium, acide
urique et cystine), une 6°™ catégorie regroupant les calculs d’infection a germes uréasiques
(PAM) et une 7°™ pour les calcul.s de structure mixte associant en proportions équivalentes
oxalate de calcium et phosphate de calcium [120].

1.5. Repartition des composants lithiasiques

Ces résultats montrent qu’il y a une prédominance des calculs oxalocalciques (53%) suivis
par I’acide urique (15%) et les calculs d’infection (la struvite est majoritaire dans 8% des

calculs), alors que les phosphates de calcium ne représentent que 5% des cas; en dernier lieu



vient la cystine avec 2%. Les calculs mixtes (OxCa + PhCa) ne représentent que 9% des
calculs analysés (tableau 1). Parmi les calculs oxalocalciques, on distingue ainsi la
prédominance de la whewellite qui est 4 fois plus fréquente que la weddellite.

Le tableau 10 montre cette répartition des composants lithiasiques pour I’ensemble de la série
de calculs analysés par spectrophotométrie infrarouge a transformée de Fourier. Selon cette
étude la maladie lithiasique touche plus les hommes que les femmes avec un rapport H/F =
1,79.

Tableau 10: Reépartition des calculs urinaires selon le composant lithiasique majoritaire

Composant lithiasique  Total Est Algérien Total Ouest Algérien (%)
Nombre de calculs (%)

Calcique 60 (74%)
Calcium oxalate 50 (61,7%) 67%
Whewellite 40 (49,4%) 50,3%
Weddellite 10 (12,3%) 16,7%
Phosphate de calcium 10 (12,3%) 16,7%
Carbapatite 9 (11,1%) 14,1%
Brushite 1(1,2%) 0.8%
Autre phosphate 0 (0%) 1.8%
Non calcique 21 (25,9%)
Struvite 7 (8,6%) 4.8%
Acide Urique 11 (13,5%) 10,6%
Cystine 2 (2,4%) 0.7%
Divers 1(1,2%) 0.7%

Finalement, si I’on considere les composés lithiasiques dans le noyau définissant 1’étiologie
(tableau 11), on remarque la diminution treés nette de la fréquence de 1’apatite au profit des
especes chimiques marqueurs d’infection (struvite, UrAm). L’acide urique est aussi plus

abondant (12.9% pour 1’Est Algérien contre 7.3% pour I’Ouest Algérien, p=0,05).



Tableau 11: La fréquence des composés lithiasiques dans le noyau définissant 1’étiologie.

Composant lithiasique Est Algérien  Ouest Algérien

Whewellite 24,7 26.1%
Weddellite 16,5 9.5%
CA 21,2 *** 46.5%
Brushite 1,2 0.8%
Struvite (PAM) 11,7* 4.7%
AU 12,9* 7.3%
UrAm 8,2 ** 2%
Protéine 1,2 0%
Cystine 2,4 0.7%
Calcite 0 1,1%
Divers 0 1.4%
Total 100 100%

*p<0,05;**p<0,001;***p<0,0001 vs Ouest Algérien

Si I’on prend en considération simultanément la fréquence des constituants et leur présence
comme agent nucléateur, il ressort que les calculs de I’Est Algérien contiennent moins
souvent des phosphates et plus souvent des purines que les calculs de I’Ouest Algérien, ce qui
oriente vers d’autres facteurs étiologiques que I’infection urinaire, en particulier des
déséquilibres nutritionnels et des troubles digestifs.

1.6. La lithogenese

La figure 14 rassemble les principales étapes de la lithogenése [143]. Cette figure montre la
complexité des processus physicochimiques associés ainsi que différents mécanismes
biochimiques mis en action par I’organisme afin d’éviter la formation de calcul: variation du
pH urinaire, dilution des urines, complexation de certains ions pour limiter la formation
d’espéces moléculaires peu solubles, blocage des sites de croissance cristalline par des ions ou
des macromolécules (inhibiteurs), protection de 1’épithélium urinaire contre 1’adhérence
cristalline, etc. De ce fait, les principales causes biochimiques de sursaturation des urines,
liées a une concentration excessive de calcium, d’oxalate, d’acide urique ou a une
concentration insuffisante de citrate, sont contrebalancées par la présence d’autres substances
qui vont exercer des effets sur les cristaux eux-mémes (inhibition de croissance ou

d’agrégation) ou leur interaction potentielle avec 1’épithélium.
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Figure 14: Les étapes de la lithogéneése.

Il existe normalement, dans les urines, un équilibre entre promoteurs et inhibiteurs de
cristallisation [143, 144]. Cet équilibre peut étre rompu soit par un exces des promoteurs, soit
par un déficit des inhibiteurs (figure 15). Les ions qui participent a la formation des espéces
insolubles sont appelés promoteurs de la cristallisation. Au nombre d’une dizaine, les
promoteurs de la cristallisation peuvent agir conjointement ou isolément. Le plus souvent, 2
ou 3 composé€s sont mis en ceuvre pour aboutir a la formation de ces especes moléculaires peu
solubles qui peuvent alors précipiter sous différentes formes cristallines. Ces derniéres se
forment dans des environnements biologiques différents dont elles témoignent, d’ou I’intérét
de les prendre en considération pour identifier les facteurs étiologiques d’une maladie

lithiasique.



Promoteurs ] lSubstan(esuistallisables ] I Espécescristallines
“
[
E Oxalate - Oxalates de calcium » Whewellite, weddellite, caoxite
s ~
x| Calcium _ Phosphates de calcium _Carbapatite, brushite, phosphate
o . P Octocalcique pentahydiaté, PACC
- Phosphates de calcium ot .
°» : . Whitleckite
g Phosphate . magnésium
S  Magnésium . Phosphates ammoniaco- . Struvite, ditmarite
° * magnésiens
£
o Ammonium - Urate d’ammonium . Urate d'ammonium anhydre
| _ Uricite, acide wiique monohydrate,
Urate . Acide urique Acide utique dihydiaté
~Urate de sodium . Urate acide de sodium monohydraté
Sodium Urate de sodium et g
s - ‘potassium » Urate de sodium et potassium
§ Potassium .‘Ur:ne de potassium . Urate acide de potassinm anhydre
o
Dihydroxy- Di : . L
2 - Dihydroxy-2 8-adenine + Dihydioxy-2.8-adénine
2.8-adénine ¥ Y G
Xanthine + H* - Xanthine . Xanthine
Cystine + H* - Cystine - Cystine

Figure 15: Promoteurs, substances cristallisables et espéces cristallines

1.6.1. Régulation de cristallisation

Face aux substances en état de sursaturation, les urines contiennent de nombreuses molécules
capables de s'opposer par divers mécanismes aux différentes étapes de la lithogénése (figure
16). Les inhibiteurs sont évidemment présents aussi bien chez les sujets normaux que chez les
patients lithiasiques. Mais ils sont globalement moins efficaces chez ces derniers pour
empécher la formation des cristaux, soit parce qu'ils sont présents en quantité insuffisante par
rapport aux promoteurs de la cristallisation, soit parce qu'ils sont structurellement modifiés ;
ce qui altére leurs efficacités [145]. Les inhibiteurs peuvent étre classés en deux grandes
catégories selon leur mécanisme d'action. Certains agissent en complexant I'un des ions qui
entrent dans la composition des espéces cristallisables, par exemple le calcium, I'oxalate ou le
phosphate; ces agents complexants sont des ions mono ou polyatomiques de faible poids
moléculaire, comme les ions citrate [146]. D’autres macromolécules, avec une activité
inhibitrice, qui ont été également trouvées dans l'urine, agissent de différentes manieres au
niveau de la lithogénése. (Tableau 12). Ces inhibiteurs peuvent présenter certaines anomalies
dans la structure et/ou la fonction chez les lithiasiques. [147] Le pH urinaire exerce une
influence considérable sur I'ionisation de plusieurs molécules promotrices ou inhibitrices des

calculs. Cet effet a des conséquences trés importantes sur I'équilibre urinaire, I'efficacité de



I'inhibition et les risques de nucléation hétérogene de I'oxalate de calcium ainsi que sur le
risque de cristallisation spontanée de certaines espéces comme l'acide urique et les
phosphates. Plusieurs especes cristallines ont une faible solubilité en urine acide, c'est le cas
de I'acide urique, la cystine et la xanthine. Un pH acide favorise la précipitation de l'acide
urique. De plus, la cristallisation de I'acide urique peut faciliter la cristallisation de 1’oxalate
de calcium et favoriser les processus de nucléation hétérogéne. Contrairement a I'acide urique,
les phosphates calciques et magnésiens et, & un moindre degre, les urates, ont une solubilité

qui diminue considérablement avec I'élévation du pH des urines. [148]
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Figure 16: Interactions entre cristaux, inhibiteurs et épithélium tubulaire [148]



Tableau 12: Principaux inhibiteurs urinaires de la cristallisation des sels calciques

Type d’inhibiteur

Effets et caractéristiques

PM=1000 Da) :
- Magnésium, Zinc, Citrate,

isocitrate, Pyrophosphate, Phosphocitrate.

Complexent I’un des ions de calcul et forment des sels solubles [148]

(P.M > 10 000 Da) :

Effets et caractéristiques

- Glycosarninoglycanes (sulfates de
chondroitine, d’héparane et de dermatane,

acide hyaluronique)

- Les glycosaminoglycanes sont des polyméres de sucres sulfatés et aminés qui contribuent a préserver I’intégrité de 1’épithélium rénal. Filtrés par les glomérules rénaux,
mais ils peuvent aussi étre produits dans le rein. [149]

- Ces glycosaminoglycanes urinaires ont des propriétés inhibitrices qui s’exercent aussi bien au niveau de la croissance et de 1’agrégation cristalline qu’au niveau de la
nucléation hétérogene, notamment entre acide urique et oxalate de calcium. Un inhibiteur de protéinase a été également trouvé dans l'urine contenant de sulfate de

chondroitine. La protéine empéche la croissance en cristal d'oxalate de calcium. [150]

- Protéoglycanes

-Les protéoglycanes de haut poids moléculaire ont des effets sur la cristallisation d'oxalate de calcium. Elles semblent étre des inhibiteurs plus efficaces de I'agrégation en

cristal que de la croissance. [151]

- Glycoprotéines

Capables d’interférer avec I’'une ou I’autre étape de la lithogénése. [152]

- Néphrocalcine

La néphrocalcine est une protéine acide, avec un grand nombre de résidus d'acide aspartique. On a noté qu'une variété des protéines riches en acide aspartique a été trouvée
dans d’autres tissus minéralisés, ces protéines peuvent empécher la croissance des sels de calcium. L'inhibiteur de la croissance des cristaux d'oxalate de calcium est une
protéine riche en acide uronique nommée (UAP). [153]

La présence de I'acide uronique implique que ceci peut étre un protéoglycane, contenant une chaine latérale de glycosaminoglycane liée par covalence. [154]

- Protéine de Tamm-Horsfall

Tamm-Horsfall (THP). Les données récentes suggérent que THP soit un inhibiteur efficace de I’agrégation du cristal [155] produit uniqguement dans le rein, au niveau de la
branche ascendante large de I’anse de Henle, et sécrété dans 1’urine.

1l est fortement inhibiteur de I’agrégation des cristaux d’oxalate de calcium. [156]

- Uropontine Protéines phosphorylées impliquées dans la lithogénese et participent a la matrice protéique présente dans de nombreux calculs. Les liens étroits entre les radicaux
phosphosérine de ’uropontine et les atomes de calcium des cristaux pourraient expliquer la cohésion tres forte des structures cristallines de ces deux types de calculs.
[148]

- Bikunine Semble avoir avec le Fragmentl de la prothrombine des propriétés inhibitrices intéressantes contre la cristallisation de 1’oxalate de calcium. Ce sont des molécules plus

petites, moins riches en sucres que la protéine de Tamm-Horsfall. Elles sont capables de se fixer sur les germes cristallins urinaires et de s’opposer a leur croissance, ce qui

facilite leur élimination dans les urines. [148]




1.7. Formes de lithiases
1.7.1. Lithiase oxalocalcique
La lithiase oxalocalcique représente 80 a 85 % des formes de lithiases. Ces lithiases sont
parfois associées a du phosphate de calcium [156]. L’oxalate de calcium (CaOx) se cristallise
dans les tubules en tant que oxalate de calcium monohydraté (COM) ou oxalate de calcium
dihydraté (COD). Les calculs rénaux sont des agrégats, contenant pour la plupart des
microcristaux du type COM comme constituant inorganique primaire. Les calculs contiennent
également un peu de protéines incorporées, qui semblent jouer un role adhésif pour ces
agrégats, et elles sont souvent trouvées attachées au bout de la papille rénale. L'urine,
cependant, contient souvent du COD sous forme de simples cristaux de I’ordre de micron.
Ceci suggeére que la formation de COD protege contre la maladie de lithiase en raison de sa
faible capacité de former des agrégats stables et de fortes adhérences aux cellules épithéliales
rénales. Une étude a permis, a 1’aide d’observation microscopique atomique, de comparer les
forces d'adhérence des surfaces morphologiques de COM et de COD. Ces mesures fournissent
I'évidence expérimentale de la faible adhérence de COD et explique son caractére bénin.
[158]. Il existe différents types de lithiases calciques :

« Lithiases avec hypercalciurie
Dans environ 50 % des cas, on retrouve une hypercalciurie favorisant la lithiase
oxalocalcique. L’hypercalciurie est définie par une excrétion urinaire de calcium supérieure a
0,1 mmol/kg de poids/jour dans les deux sexes (4mg/kg). Le mécanisme de 1’hypercalciurie
n’est pas bien connu et celle-ci est donc dite "hypercalciurie idiopathique". L’hypercalciurie
idiopathique tend a étre familiale, elle est plus fréquente chez ’homme et le premier calcul
survient souvent au cours de la troisieme décennie. La cause de I’hypercalciurie idiopathique
n’est pas bien définie mais elle s’associe a une augmentation de 1’activité de 1’ATPase
calcium magnésium membranaire érythrocytaire. Une augmentation du nombre des récepteurs
a la vitamine D a été mise en évidence sur des lymphocytes chez quelques patients avec une
hypercalciurie idiopathique. Jusqu’a présent, il n’a cependant pas €été retrouvé d’anomalie du
géne codant pour la résistance a la vitamine D ou du géne codant pour 1’alpha-hydroxylase
[159].
L’ensemble des hypercalciuries idiopathiques ont en commun une augmentation de
I’absorption nette du calcium intestinal, une augmentation du calcitriol (1,25
dihydroxycholécalciférol) et une augmentation relative de 1’absorption du calcium pour les

taux de calcitriol. La plupart ont également une diminution de la densité minérale osseuse. Le



mécanisme de la formation de lithiase chez ces patients est multifactoriel : augmentation de la
calciurie et de la phosphaturie, pH urinaire élevé et diminution de I’excrétion de citrate.

+« Lithiases hypercalcémiques
Dans environ (2 a 5) % des cas de lithiase hypercalciurique, la calcémie est élevée et parfois
tres modérément.

+« Lithiases calciques sans hypercalciurie
Dans environ la moiti¢ des cas, la lithiase calcique ne s’associe pas a une hypercalciurie
franche. Parmi ces lithiases, la lithiase oxalocalcique est caractérisée par une hyperoxalurie et
peut étre soit génétique, soit acquise [159]. Une hyperoxalurie acquise est retrouvee chez
environ 10% des patients et résulte soit d’une augmentation de 1’absorption intestinale
d’oxalate (hyperoxalurie entérique) soit de la production endogéne augmentée. L’absorption
intestinale d’oxalate se fait essentiellement dans le colon et elle est augmentée par une
diminution du calcium luminal dans la mesure ou I’oxalate forme avec le calcium des sels
insolubles qui ne peuvent alors étre absorbés.
L’oxalate peut étre produit par 1I’oxydation de I’acide ascorbique et I’oxydation du glycolate.
La supplémentation alimentaire en acide ascorbique augmente I’excrétion urinaire d’oxalate
chez certains patients. Dans un certain nombre de cas, aucune anomalie métabolique n’est
retrouvée dans 1’évaluation d’une lithiase calcique.
1.7.2. Autres types de lithiases
Des calculs de Struvite, composées de phosphate d'ammonium et de magnésium, représentent
(15 a 20) % de tous les calculs. Certaines bactéries, telles que Proteus mirabilis et
Ureaplasma urealyticum sécrétent l'uréase, une enzyme qui hydrolyse I'urée en anhydride
carbonique et ammonium qui font monter le pH urinaire et permet a ce type de calcul de
précipiter [160]. En plus des erreurs innées dans le métabolisme d’oxalate et de calcium, il
existe aussi des erreurs innées du métabolisme des acides aminés (cystine) purines ou des
pyrimidines. Les purines sont métabolisées en acide urique, qui existe en tant que sel d'urate
ionisé (soluble) ou acide urique non dissocié (insoluble). La dissociation constante pour
l'acide urique est a un pH proche de 5,35; plus le pH diminue, plus ’acide urique précipite
[160]. La cystinurie est la plus fréquente des maladies lithiasiques héréditaires monogéniques.
Les calculs de cystine comptent pour 10 % des calculs de I’enfant et 1 % de ceux de I’adulte.
C’est une maladie récessive autosomale, qui affecte 1/20.000 individu. L'age maximal de
I'incidence est de 20-30 ans. Les calculs de cystine sont souvent multiples, grands et radio-
opaques. [160] La cystinurie est due a un défaut des mécanismes de transport qui assurent la

réabsorption de la cystine et des acides aminés dibasiques au niveau du tube contourné



proximal. Le défaut de reéabsorption tubulaire entraine une excrétion urinaire anormalement
¢levée de ces aminoacides. La cystine étant trés peu soluble, surtout au pH acide de 'urine
dans la partie distale des néphrons, il en résulte la formation répétée de calculs cystiniques.
[159]

Figure 17: Exemples de quelques types morphologiques de calculs urinaires:

(a) Calcul d’oxalate de calcium monohydraté (whewellite) de type la présentant une ombilication d’origine
papillaire avec un dép6t de carbapatite de type 1\VVal (plaque de Randall). Dimensions : 6x5x4 mm

(b) Calcul d’oxalate de calcium monohydraté (whewellite) de type Id de surface lisse homogene. Dimensions
moyennes : 7x5x5 mm

(c) Calcul d’oxalate de calcium dihydraté (weddellite) de type la présentant des cristaux bipyramidaux aplatis.
Dimensions : 11x9x8 mm

(d) Calcul d’oxalate de calcium présentant un début de conversion cristalline weddellite — whewellite par
déshydratation in situ des cristaux de weddellite : cristaux aux angles plus ou moins émoussés. Dimensions :
12x10x8 mm (le plus gros)

(e) Calcul d’oxalate de calcium présentant une conversion cristalline weddellite — whewellite trés avanceée.
Dimensions : 22x20x17 mm

(f) Calcul d’acide urique de type Il1a. Dimensions : 26x24x18 mm

(g) Calcul présentant en surface un dép6t d’urate d’ammonium de type Il1c (sur une structure sous jacente
d’acide urique de type I11a). Dimensions moyennes : 32x28x22 mm

(h) Calcul coralliforme a surface hétérogéne de type 1Vb composé de carbapatite et de struvite. Dimensions :
46x42x24 mm

(i) Calcul coralliforme a surface cristalline homogéne de type Va composé de cystine pure. Dimensions :
48x42x28 mm



2. Traitements des lithiases

2.1. La diététique

Les principes et 1’objectif du traitement diététique sont de diminuer la concentration des
solutés promoteurs, calcium, oxalate et a moindre degré I’acide urique. Ceci repose
essentiellement sur un réajustement des habitudes nutritionnelles. Les régimes tres stricts sont
abandonnés, ils aboutissent en effet le plus souvent a leur non respect ou a des phénomenes de
carences. [161]

La dilution des urines est fondamentale car elle diminue la concentration de tous les
promoteurs. Par exemple, lorsque la diurése passe de 1 a 2 litres par jour, la concentration du
calcium et celle de 1’oxalate sont divisées par 2 et le produit oxalocalcique réduit de 4 fois.
[160] L’absence de dilution suffisante des urines de nuit, reflétée par une densité élevée des
urines du réveil, est une cause fréquente de récidive lithiasique. L’apport alimentaire en
calcium doit étre modéré pour éviter I’absorption intestinale de 1’oxalate et majorer 1’oxalurie.
Cette restriction en calcium augmente le risque de négativation du bilan calcique et de
déminéralisation osseuse. Inversement, un apport excessif en calcium augmente la calciurie,
notamment en cas d’hypercalciurie idiopathique. L apport optimal en calcium est d’environ
800 mg par jour chez I’adulte, conforme aux recommandations OMS. La teneur en calcium
des principaux produits laitiers et des eaux de boisson peut étre extrémement variable et doit
étre prise en compte pour cet ajustement. L’apport alimentaire en oxalate doit étre réduit mais
il faut savoir que 80 a 90% d’oxalate urinaire provient du métabolisme endogéne
intermédiaire. La réduction porte essentiellement sur les aliments tres riches en oxalate
absorbable en premier lieu le chocolat.

Un apport alimentaire riche en protéines animales et en sel augmente la calciurie; ces apports
alimentaires doivent étre limités et le suivi de ces mesures peut étre apprécié par la
quantification d’urée urinaire pour I’apport protidique et la natriurése pour 1’apport en sel.
[160]

2.2. Traitement médical

Le traitement médical a pour but de diminuer la fréquence des récidives et de réduire la
morbidité due aux calculs préexistants; ce traitement s’efforce surtout d’empécher la
formation de nouveaux calculs [162]. Il comporte un traitement bien codifié de la colique
néphrétique (antispasmodique et anti inflammatoire) [163] et un traitement spécifique. En cas
de persistance d’une hypercalciurie, un traitement médicamenteux complémentaire peut
s’avérer nécessaire. [164] Les traitements médicamenteux différent selon la nature chimique

des calculs en cause: lithiase calcique avec hypercalciurie [165, 166], lithiase calcique avec



hyperoxalurie [167-170]; lithiase urique [160, 163]; lithiase cystinique [160, 162]; lithiase
phosphoammoniaco magnésienne [160, 163, 164].

2.3. Traitement par phytothérapie

La phytothérapie, du grec phytos: la plante et thérapie: cure. Le mot phytothérapie est utilisé
dans les milieux scientifiques pour désigner I'utilisation des plantes médicinales a des fins
thérapeutiques. [171] En ce qui concerne les lithiases, selon les pays et les traditions,
plusieurs especes végetales sont utilisées. La plupart des plantes meédicinales a intérét
diuretique et antilithiasique appartiennent aux groupes des plantes supérieures. Ces espéces
sont reconnues par leur capacité de dissoudre les calculs dans le corps humain par le biais de
principes actifs synthétises au sein de ces plantes. Plusieurs plantes sont utilisées dans le
monde et spécialement en Algérie dans le traitement des lithiases rénales [172]. Certaines
plantes contenant toute une gamme de matieres efficaces peuvent avoir des actions tres
différentes suivant leur préparation [173]. Les principales substances a activité biologique
potentielle sont les métabolites primaires et surtout secondaires.

Les métabolites primaires sont souvent employés comme excipients dans la fabrication des
formes médicamenteuses (édulcorants, polysaccharides).

Les meétabolites secondaires connus sont trés nombreux (plusieurs dizaines de milliers ont
été décrits). lls sont le plus souvent classés en trois catégories principales: composés
phénoliques; terpénes et stéroides; alcaloides. Un grand nombre de ces métabolites
secondaires présente des propriétés pharmacologiques [174, 175].

2.4. Le traitement chirurgical

Le traitement chirurgical des calculs a été radicalement transformé par I'apparition des
techniques de lithotritie extracorporelle et percutanée, et par I'urétéroscopie. [176]

2.4.1. Lithotritie extracorporelle

La lithotritie ou lithotripsie extracorporelle (LEC) est basée sur le principe physique de la
génération d’une onde de choc dont il existe deux types de source, ponctuelle ou étendue.
[177] Le principe est de fragmenter le calcul (taille entre 20 et 30 mm), les fragments
s'éliminant dans les jours ou les semaines qui suivent et pouvant étre recueillis par filtration
des urines.

2.4.2. La chirurgie percutanée

Il s'agit, apres ponction directe des cavités rénales, de dilater le trajet ainsi créé pour pouvoir
introduire dans le rein un systeme optique dont le diamétre est d'environ 1 cm. Ce systeme
permet de voir I'intérieur des cavités et de fragmenter, sous contréle de la vue, les calculs intra

rénaux. Cette technique ne concerne que les calculs volumineux (dont le plus grand diamétre



est supérieur a 30 mm) et la fragmentation se fait le plus souvent a l'aide d'ultrasons. La
chirurgie percutanée a permis de réduire la morbidité de la chirurgie ouverte liée aux calculs
urinaires. [178]

2.4.3. L'urétéroscopie

La miniaturisation des instruments, et surtout des optiques, a permis de fabriquer des
instruments dont le diametre externe est de 2 8 4 mm et qui peuvent donc étre introduits dans
I'uretere. Apres une éventuelle dilatation du méat urétéral, I'urétéroscope est monté dans
I'uretére jusqu'au niveau du calcul. Les calculs de petit diamétre sont extraits en une piéece a
I'aide d'un panier introduit par l'appareil tandis que les calculs plus volumineux (dont le
diametre est supérieur a 7 ou 8 mm) sont fragmentés dans I'uretére avant d'étre extraits. Cette
lithotritie intra-urétérale peut étre faite soit par les ultrasons, soit par le laser pulsé a colorant
soit par ondes de choc locales. Cette technique est la plus efficace pour les calculs de l'uretere
distal ou le taux de succes est de 98%. [179]. Il existe d’autres techniques chirurgicales telles
que la chirurgie ouverte [180].
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Deuxieme Partie:
Partie Experimentale



Matériels et
Meéthodes



1. Objectif

Notre objectif de travail est d’¢tudier I’activité antilithiasique des graines de Nigella sativa L.
sur la lithiase urinaire induit chez les rats wistar par le billet d’une substance lithiasogene;
I’éthyléne glycol.

Dans ce contexte, les graines de Nigella sativa L., les feuilles de Camellia sinensis L., les
feuilles et fleurs d’Erica multiflora L. ont fait ’objet d’une étude phytochimique en
caractérisant les grandes familles des composés vegétaux.

Enfin les extraits; huileux, organiques et aqueux sont testées pour évaluer leurs activités
antibactérienne, antifongique et antiradicalaire.

2. Matériels végétales

2.1. Récolte

La Nigelle étudié dans cette approche expérimental provient du I’Est algérien. La cueillette
d’échantillon a été faite au mois d’Avril 2011 dans la région d’Ain Slatna, située a 20 km au Nord
de wilaya de Bordj bouareridj (Est de I'Algérie). Le Thé utilisé dans notre expérimentation provient
du commerce. Il est connu sous le nom du thé vert de Chine (référence 0071).

Par ailleurs, Erica multiflora L. a été récoltée durant la période allant du mois de février
jusqu'au mois de mars 2010, de station du wilaya d’Oran (Ouest de 1’ Algérie).

Les situations géographiques de cette station figurent dans le tableau 13 et figure 18.

Tableau 13: Situation géographique des stations de récolte.

Région Altitude  Latitude Longitude  Etage bioclimatique
Ain Slatna 928 m 36° 04' 00" 4° 46' 00" continental
Hassi Mefsoukh 250 m 35°48° N 0°22° 0" Semi-aride a hivers tempéré

2.2. Traitement

Les plantes, fraichement récoltées, sont lavées et laiss€es sécher a I’ombre dans un endroit sec
et aéré. Devenues seches, les parties utilisées (tableau 14) sont broyées afin de procéder a
I’extraction.

Tableau 14: Organes végétaux destinés a 1’extraction.

L’espéce végétale Les parties étudiées
Nigella sativa L. Les graines
Camellia sinensis L. Les feuilles
Erica multiflora L. Les feuilles

Les fleurs
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Figure 18: Carte géographique montrant les stations de récolte

2.3. Les huiles essentielles

2.3.1. Procédé d’extraction

L’extraction d’huile essentielle a été effectuée par hydrodistillation dans un Clevenger (figure
19). 100g des graines sont introduits dans un ballon a 3 cols ou fiole de 2 litres, imprégné
d’eau distillée, ’ensemble est porté a I’ébullition pendant 2 a 3 heures.

Les vapeurs chargées d’huile, en traversant un réfrigérant se condensent et chutent dans une
ampoule a décanter, 1’eau et 1’huile se séparent par différence de densité.

L’huile séparée, de I’eau aromatique de couleur jaune et d’odeur tres agréable, est déshydratée
par le sulfate de sodium (Na2SOs4) et conservée a + 4°C.

2.3.2. Calcul du rendement

Le rendement en huile essentielle est le rapport entre le poids d’huile extraite et le poids de la

plante a traiter [1]. Le rendement, exprimé en pourcentage est calculé par la formule suivante:

[R: Ps/Pa x100 ]
Ou
[ — [SPg/TPA] xloo]




Ou:
R : Rendement de 1’huile en %
Pg: poids d’huile en g

Pa: poids de la plante en g

2.3.3. Mesure de la densité
La densité relative d’huile essentielle est le rapport de la masse d’un certain volume d’huile a

20°C et la masse d’un égal volume d’eau distillée a 20°C [2].

Figure 19: Montage d’hydrodistillation employé

pour [’extraction d’huile essentielle.

2.4. Extraction

» Méthode d’extraction
Nous avons procédé a une extraction par décoction 10 % pendant trios temps différentes, une
macération pendant 3 x 24 heures par 1’eau, une infusion a trois concentrations différentes
pendant trios temps différentes, une digestion pendant 3 heures et enfin une extraction par des
solvants a polarité croissante (éther de pétrole, dichlorométhane, méthanol et éthanol). Une
digestion et une décoction du marc ont été entreprises avec 150 ml d’eau distillée a chaque
fois pendant 3 heures a la fin de procédés [3].
2.4.1. Décoction par I’eau
Nous avons procédé a une décoction dans un ballon, de la poudre des différentes parties
étudiées (10 g) dans 100 ml d’eau distillée pendant 5, 10 et 15 minutes au bain marie a 100°C
(figure 20).



Apres refroidissement, nous avons filtré le décocte, le filtrat obtenu a été concentré sous vide

a I’aide d’un Rotavapor (R110) a la température de 45 °C puis Lyophilisé.

Drogue Poudre
10g 10g
Eau 100°C|(5 min) Eau 100°(](10 min)

Poudre
10g

Eau 100°CJ(15 min)

Figure 20: Extraction par décoction de la poudre des différentes parties étudiées

2.4.2. Macération par ’eau
10 g de poudre des drogues ont été¢ mis en macération avec 100 ml d’eau distillée pendant 3 x
24 heurs a la température de laboratoire. Apreés filtration, le macéré obtenu a été concentré au

Rotavapor (R110) a la température de 45 °C puis lyophilisé (figure 21).

Poudre
10g

Eau| (3 x 24%)

Extrait

Figure 21: Extraction par macération de la poudre des différentes parties étudiées

2.4.3. Digestion a 50 °C

Dans un erlenmeyer, nous avons introduit 10 g de poudre préalablement pesé et 100 ml d’eau
distillée, I’ensemble est chauffée a 50°C pendant 3 h. Apreés filtration, le filtrat obtenu a été
concentré au Rotavapor (R110) a la température de 45 °C puis lyophilisé (figure 22).



Poudre
10g

Eau 50°C| (3 Heures)
| |

Extrait Mare
Aquenx

Figure 22: Extraction par digestion de la poudre des différentes parties étudiées

2.4.4. Infusion

Nous avons effectué une infusion a différentes concentrations (0.8, 1.6, 3.2) g. La poudre de
chaque recette a été mise avec 100 ml d’eau distillée bouillante pendant 5, 10 et 15 min.
Aprés filtration, le filtrat obtenu a été concentré au Rotavapor (R110) a la température de

45°C puis lyophilisé (figure 23).

Poudre
(0.8,1.6,3.2) g

A—
Eau bouillante | (5 min, 10 min, 15 min)
|

Extrait Mare
aquenx

Figure 23: Extraction par infusion de la poudre des différentes parties étudiées

2.4.5. Extration par solvants a polarité croissante

25 g de poudre des différentes parties étudiées ont été extraits avec 3 x 50 ml d’éther de
pétrole et mis sous agitation pendant 3 x 24 heures. Apres filtration, le marc est ensuite mis en
agitation avec 3 x 50 ml de dichlorométhane pendant 3 x 24 heures. La méme procédure pour
le méthanol puis pour 1’éthanol. Les extraits d’éther de pétrole, dichlorométhane,
méthanolique et éthanolique ont été concentrés sous vide a 45°C a 1’aide d’un Rotavapor
(R110). A la fin d’extraction par les solvants organiques, le marc a été séché pendant 24 h,
puis il a subi une digestion (50°C) puis une décoction (100°C) avec 150 ml d’eau distillée a
chaque fois pendant 3 heures. Apres filtration et concentration, les extraits aqueux ont été

lyophilisés (figure 24).
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Figure 24: Extraction par solvants a polarité croissante de la poudre des différentes parties

étudiées

3. Etude phytochimique

Une analyse phytochimique est effectuée parallelement aux différents tests biologiques.

La phytochimie de la plante est réalisee par trois solvants de polarités différentes a savoir;
methanol, éthanol et eau. Les extraits bruts (méthanolique, éthanolique et aqueux) sont
préparés par macération de 5 g de la poudre végétale dans 100ml de solvant.

3.1. Phytochimie qualitative

La phytochimie qualitative consiste en la mise en évidence des différentes familles de
composés par la réalisation de réactions chimiques caractéristiques.

3.1.1. Tanins

A 2 ml de la solution a tester ajouter 2 a 3 gouttes de solution FeClz a 2%. Un test positif est
révélé par I’apparition d’une coloration bleue-noire et un précipité (laisser reposer quelques

minutes) [4].



3.1.2. Saponosides

Test 1 : 5 ml de la solution a tester sont bien mélangés avec 10 ml d’eau distillée pendant 2
mn. La formation d’une mousse persistante apreés 15 mn confirme la présence des saponosides
[4].

Test 2 : Evaporer 10 ml d’extrait éthanolique. Traiter le résidu obtenu avec 10 ml de
chloroforme anhydre. Mélanger 5 ml de la solution chloroformique avec 5 ml d’anhydride
acétique. Ajouter quelques gouttes d’acide sulfurique concentré. Agiter puis laisser reposer.
L’apparition d’une coloration violacée fugace virant au vert confirme la présence des
hétérosides stéroidiques [4].

Test 3 : 5 ml de la solution a tester sont mélangés avec 2 ml de chloroforme et 3 ml d’acide
sulfurique concentré. Une couleur rouge-marronne de la couche d’interface indique la
présence des triterpenes hétérosidiques [5].

3.1.3. Flavonoides

Traiter 5 ml de chaque extrait avec quelques gouttes d’HCI concentré. Ajouter une quantité de
tournures de magnésium (Laisser agir). La présence des flavonoides est confirmée par
I’apparition d’une couleur rouge ou orange [4].

3.1.4. Glucosides cardiotoniques

Ce test est basé sur la réaction de Keller-Kiliani. A 1 ml de chaque extrait ajouter 5 ml d’acide
acétique contenant des traces de FeClz et 5 ml d’acide sulfurique contenant des traces de
FeCls. La présence des glucosides cardiotoniqus est confirmee par la formation de deux
phases, une colorée en brun rouge (acide acétique) et la deuxieme en bleu-vert (acide
sulfurique) [5].

3.1.5. Anthracénosides

Ce test est réalisé sur I’extrait éthanolique. En premier lieu, prendre 25 ml d’extrait
éthanolique, ajouter 15 ml d’HCI 10%, porter a reflux pendant 30 mn, refroidir la solution et
I’extraire 3 fois avec 15 ml de methanol afin d’obtenir deux phases, aqueuse et methanolique.
Le test de la présence des anthracénosides est basé sur la réaction de Borntrager. Evaporer 8
ml de la phase methanolique, récupérer le résidu avec 2 ml d’eau chaude, ajouter quelques
gouttes d’NH4OH a 10%. Le test est positif par ’apparition d’une coloration rouge orangée
[5].

3.1.6. Alcaloides

Deux réactifs sont utilisés : réactif de Mayer et réactif de Wagner qui sont préparés comme
suit :

- Réactif de Mayer : 5 g de Kl et 1,358 g de HgCl> solubilisés dans 100 ml d’eau distillée.



- Réactif de Wagner : 2 g de KI et 1,27g d’I2 solubilisé dans 100 ml d’eau distillée.

Ce test se fait par ajout de quelques gouttes de chaque réactif, séparément, aux différents
extraits étudiés. L apparition d’un précipité confirme la présence des alcaloides [6].

3.1.7. Acides aminés

Ce test est basé sur la réaction des acides aminés avec la ninhydrine. A 1ml de la solution a
tester (solubilisée dans 1’eau distillée) ajouter 1ml de solution de ninhydrine préparée dans
I’acétone (ou éthanol) dont la concentration est 1%. Chauffer dans un bain marie et observer
le changement de couleur. La présence des aminoacides est confirmée par 1’apparition d’une
couleur violette [7].

3.2. Phytochimie quantitative

3.2.1. Dosage de calcium

Les graines de Nigella sativa L ont fait ’objet d’une digestion acide et analysées suivant la
methode décrit par [8]. La concentration du calcium a été déterminée par spectrophotométre
d’adsorption atomic (AAS).

3.2.2. Dosage d’Oxalate

La détermination de la concentration des oxalates a été réalisée en utilisant des kits de
diagnostic (SOBIODA SAS, REF: 1310.001, France) selon la méthode de Lartillot et VVogel
[9].

3.2.3. Dosage de tymoquinone

La methode densitometrique HPTLC est utilisée pour la determination de la quantité de
thymoquinone dans I’huile des graines de Nigella sativa L [10].

4. Recherche d’activité antilithiasique

La recherche d’activité antilithiasique est effectuée sur des rats wistar rendus lithiasique par
I’éthylene glycol.

4.1. Description de test biologique

Une grande partie de ce travail s’est déroulée au niveau d'animalerie de I'université de Tiaret,
Institut des Science Vétérinaire (ISV). La premiere étape consiste a I'élevage des animaux
dans le but d'obtenir un nombre important de rats males Rattus norvegicus variété Wistar qui
sont nourris par lI'aliment de bétail (ONAB).

Afin de ne pas stresser I'animal, les animaux se sont mis dans des conditions constantes et
controlées (température plus ou moins constante de 25+2 °C, une humidité comprise entre 35
et 50 % et un rythme nycthéméral de 12h/12h).

IIs sont nourris d’un régime complet standard sous forme des granules ("EL AALF", unité de

Rahouia), composé (tableau 15) de; céréales, tourteaux de soja, issues de céréales, huile de



soja, phosphate monocalcique, carbonate de calcium, lysine, méthionine, choline, plus un

complexe minéralo-vitaminiques.

Tableau 15: Composition de 1’aliment des rats [11].

Ingredients Amounts /100 g of diet
Carbohydrates 58¢
Proteins 15¢g
Lipids 7¢
Linoleic acid 1g
Choline 05¢g
Vitamin A 255 ug
Vitamin D 64mg
Vitamin C 22mg
Vitamin B1 290 pg
Vitamin B2 100 pg
Vitamin B6 500 pg
Vitamin B12 0.8mg
Vitamin PP 7mg
Vitamin E 3.5mg
Vitamin K3 100 pg
Caldum 500 mg
Phosphorus 400 mg
Magnesium 120mg
Iron 15mg
Copper 500 pg
Zinc 400 pg
Manganese 700 pg
Sodium 05¢g

L'eau et I'aliment leur sont fournis ad libitum.

Les tests de I’activité antilithiasique de la plante en question sont effectués a I'age de 3 mois
ou les rats présentent un poids entre 120 et 130g. De ce fait, 1’élevage des animaux constitue
1’étape la plus longue.

4.2. Induction d’une lithiase urinaire

La lithiase urinaire est induite chez des rats males de poids moyen entre 120 et 130 g par le
billet d’éthyléne glycol (Merk, Germany) a raison de 0.75% (v/v) et de chloride d’ammonium
araison de 1.0% (p/v) dissout dans 1’eau de boisson [12].

4.3. Evaluation d’effet antilithiasique d’huile essentielle de Nigella sativa L.

Afin d’évaluer I’effet antilithiasique d’huile essentielle de Nigella sativa L. le protocole
suivant a été adapté;

Les rats sujets sont répartis en cing groupes différents: Groupes des rats normaux témoins,

Groupes des lithiasiques témoins, Groupes des lithiasiques traités avec cystone 750 mg\kg,



Groupes des lithiasiques traités dés le premier jour avec I’huile de Nigella sativa L. et
Groupes des lithiasiques traités dés le 15°™ jour avec I’huile de Nigella sativa L.
Les groupes témoins ne recoivent pas de traitement. En méme temps, les groupes traités
recoivent quotidiennement les mémes doses de ’extrait correspondant.
La voie d’administration est la voie intragastrique (par voie orale) (V.O). Le gavage est
réalisé a I'aide d'une sonde de gavage a raison de 5 ml/kg.
Le suivi des animaux se fait a moyen terme durant 28 jours.
Pour ce faire, 30 rats males Wistar répartis en 05 lots ont été utilisés :

» Lot 1 (Groupe I): Témoins normaux (RTN);

» Lot 2 (Groupe II): Témoins lithiasiques (RTL);

» Lot 3 (Groupe II): Lithiasiques traités par cystone (RLT CY);

» Lot 4 (Groupe 1V): Lithiasiques traités par I’huile essentielle de Nigelle dés le premier

jour (RLT HEz);
> Lot 5 (Groupe V): Lithiasiques traités par I’huile essentielle de Nigelle dés le 15™
jour (RLT HEzs).

4.4. Evolution du poids corporel
Afin de déterminer le poids corporel et la croissance des rats, nous avons suivi I’évolution du
poids corporel, des rats témoins et traités, périodiquement tout au long de I’expérimentation.
Les poids corporels sont mesurées a 1’aide d’une balance en gramme (g) et les variations du
poids corporel des rats par rapport au 1°" jour sont exprimeées en pourcentage (%) et calculé

selon la formule suivante:

(PJ-PJ; x 100
Variation du poids corporel (%)= ——
PJo

PJo : poids corporel au 1er jour ;
PJ : poids corporel au jour J.

4.5. Dosages des parameétres urinaires

Les analyses urinaires sont réalisees périodiqguement (chaque semaine) afin de suivre
I’évolution de ces parametres; Volume, Oxalate, Phosphate, Calcium, Acide urique et
magnésium; tout au long de I’expérimentation.

4.5.1. Mesure de volume urinaire

Afin de déterminer le volume des urines excrétées par les rats, nous avons mesurés

I’évolution du volume des rats témoins et traités, périodiquement tout au long de



I’expérimentation. Le volume est mesuré a 1’aide d’une éprouvette graduée (ml).

4.5.2. Dosage d’Oxalate

La détermination du l a quantit¢é d’Oxalate dans les urines se fait par des méthodes
enzymatiques colorimétriques.

Principe

L’acide oxalique, en présence d’oxalate oxydase, est transformé en peroxyde d’hydrogéne,

qui, produit un composé de couleur bleue.

Réactif 1 Tampon pH 3.80 3-(Dimethylamino) acide conservateurs

Benzoique et stabilisants

Réactif 2 Tampon succinique pH conservateurs
3.80 et stabilisateurs

Réactif 3 Oxalate oxydase peroxydase conservateurs

et stabilisants

Standard Oxalate 0.5 mM conservateurs

et stabilisants

Solution de travail

Me¢langer 1 ml d’urine avec 1 ml de diluant échantillon.

Contréler le pH si nécessaire, ajuster le pH entre 5.0 et 7.0 avec HCI (1N) ou NaOH (1N).
Vider le mélange dans un tube de purification.

Agiter vigoureusement pendant 5 minutes, soit manuellement par inversion et

continuellement, soit grace a un agitateur rotatif. Centrifuger ou filtrer.

Meéthode de dosage
Réactifs Blanc | Standard | Echantillon
Réactif 1 | 500 pl 500 pl 500 pl
Réactif2 | 500 pl 500 pl 500 pl
Eau 50 pl - -

distillée
Standard - 50 pl -

Echantillon - - 50 pl
Réactif 3 100 pl 100 pl 100 pl

Ajouter en dernier le Réactif 3; bien mélanger et laisser incuber pendant 10 minutes.
Faire le zéro avec le blanc réactif et lire les absorbances.

Calcule

[Acide Oxalique = (A échantillon/A standard) x 0.5 x 2 x L d’urine]




Les teneurs en Acide Oxalique sont exprimées en mg/24 h.

4.5.3. Dosage de Phosphate

La détermination du phosphate dans les urines se fait par la méthode U.V
Principe

Le phosphore inorganique est dosé selon la réaction suivante:

Phosphore
Molybdate d’ Ammonium + Acide Sulfurique ——— > Complexe phospho-molybdique

L’absorption de ce complexe a 340 nm est proportionnelle a la concentration en phosphore.

Réactif 1  Acide sulfurique 200 mmol/l

Molybdate 0,40 mmol/I
d’ammonium

Réactif 2  Standard phosphore 5 mg/dl

Standard 50 mg/I
1.61 mmol/l

Préparation d’échantillon

Urine diluée 1/10 avec de ’eau distillée.

Blanc | étalon | Echantillon
Standard - 10 pl -
Echantillon - - 10 pl
Réactif de| 1ml | 1ml 1ml
travaille

Mélanger et lire les DO aprés une incubation de 5 minutes.

Calcule

[ Phosphore = D.O. Echantillon / D.O. Standard ]

Les teneurs en Phosphore sont exprimées en mg/24 h.

4.5.4. Dosage de Calcium

La détermination du Calcium dans les urines se fait par des méthodes colorimétriques
Principe

Le calcium forme avec le complexant crésolphtaléine en milieu alcalin un composé coloré en

violet dont I’intensité est proportionnelle a la concentration en calcium.



Réactif  Tampon Alcalin 500 mmol/I
1

Solution tampon 2-Amino-2-methyl 1 —
Propanol

Réactif  Complexant 0.62 mmol/I
2 crésolphtaléine

Solution chromogéne Hydroxy 8 quinoléine 69 mmol/Il
Réactif  Standard calcium 10 mg/dl
3

Standard 100 mg/I

2.5 mmol/l

Préparation d’échantillon

Urine diluée au 1/3 avec de I’eau distillée, acidifiée a pH 3,4 avec HCI dilué.

Blanc | étalon | Echantillon
Standard - 20 pl -
Echantillon - - 20 pl
Mélange Iml | 1ml 1ml
réactif

Meélanger et lire les DO aprés une incubation de 5 minutes.

Calcule

[ Calcium = D.O. Echantillon / D.O. Standard x n ]

n: valeur du standard

Les teneurs en Calcium sont exprimées en mg/24 h.

4.5.5. Dosage de I’Acide urique

La détermination du 1’Acide urique dans les urines se fait par des méthodes enzymatiques
colorimétriques.

Principe

L’acide urique est dosé selon les réactions suivantes:

Uricase
Acide urique + 2H20 + O, —— > Allantoine + CO2 + H20:



Péroxydase
2H202 + Amino-4-antipyrine + Dichloro 2- 4 Phénolsulfonate -> Quinone rose + 4H,0

Réactif  Tampon pH 7.4 50mmol/I
1 phosphate
Solution tampon  Dichloro 2-4 4 mmol/l
Phenolsulfonate
Réactif  Uricase 70 U/l
2
Enzymes Peroxydase 660 U/I
Amino-4-Antipyrine 1 mmol/I
Réactif  Standard Acide urique 6 mg/dl
3
60 mg/I
357 pmol/l

Préparation d’échantillon

Urine diluée au 1/10 avec de 1’eau distillée.

Blanc | Standard | Echantillon
Standard - 20 pl -
Echantillon - - 20 pl
Réactif de| 1ml 1ml 1 mi
travaille

Mélanger et lire les DO aprées une incubation de 5 minutes.

Calcule

[ Acide urique = D.O. Echantillon / D.O. Standard x n ]

Les teneurs en Acide urique sont exprimées en mg/24 h.

4.5.6. Dosage de Magnésium

La détermination du Magnésium dans les urines se fait par des méthodes colorimétriques
Principe

Le magnésium forme un complexe coloré avec la calmagite en milieu alcalin. La présence
d’EGTA rend la réaction spécifique.

L’intensité de la coloration produite est proportionnelle a la concentration en magnésium.



Réactif  Tampon Amino-Méthyl 1 mmol/l

1 propanol
EGTA 0,20 mmol/I

Réactif  Calmagite 0,30 mmol/I

2

Réactif  Standard 2 mg/dl

3 magnésium
20 mg/I
0,824
mmol/I

Préparation d’échantillon

Urine diluée au 1/10 avec de I’eau distillée, acidifiée a pH 3,4 avec d’HCI dilué.

Blanc | Standard | Echantillon
Standard - 10 pl -
Echantillon - - 10 pl
Réactif de| 1ml 1ml 1 mi
travaille

Mélanger et lire les DO aprées une incubation de 5 minutes.

Calcule

[ Magnésium = D.O. Echantillon / D.O. Standard x n ]

Les teneurs en Magnésium sont exprimées en mg/24 h.

4.6. Dosages des parameétres biochimiques sériques

A la fin d’expérimentation les rats sont anesthésiés et sacrifiées, le sang récupéré a subi une
centrifugation a 10000 tr\min pour séparer le sérum. Ce dernier a fait I’objet des analyses pour
déterminer quelques parameétres biochimiques; Créatinine, 1’urée sanguine (BUN) et Acide
urique

4.6.1. Dosage de I’Acide urique

La détermination du I’Acide urique dans le sérum se fait par une méthode enzymatique
colorimétrique.

Sérum, plasma recueilli sur héparine.

Le méme protocole (échantillon urine) est approuvé pour déterminer la teneur en acide urique.

Les teneurs en Acide urique sont exprimées en mg/dl.



4.6.2. Dosage de I’urée sanguine BUN (Blood Urea Nitrogen)

La détermination du BUN dans le sérum se fait par des méthodes colorimétriques.

Principe

La vitesse de diminution de I'absorbance a 340 nm due a lI'oxydation du NADH en NAD est

proportionnelle & la concentration d'urée dans I'échantillon.

R1 TRISpH 7,8 80 mmol/L
Tampon A-Cétoglutarate 6 mmol/L
R2 Uréase 3750 U/L
Enzymes Glutamate déshydrogénase 6000 U/L

(GLDH)

NADH 0,32

mmol/L

UREA Patron primaire de détection d’urée 50 mg/dL
CAL

Préparation d’échantillon

Serum, plasma recueilli sur héparine.

Blanc | Modéle | Echantillon
RT (mL) 1,0 1,0 1,0
Modele (uL) - 10 -
Echantillon - - 10

Mélanger et consulter les absorbances aux 30 Secondes (A1) et aux 90°™ Secondes (Ay).
Calculer AA=A1- A2

Calcule

[ BUN = (4) Echantillon / (A) Modele x 500 |

Les teneurs en BUN sont exprimées en mg/dl.

4.6.3. Dosage de la Créatinine

La détermination du Créatinine dans le sérum se fait par des méthodes colorimétriques.
Principe

La créatinine forme en milieu alcalin un complexe coloré avec 1’acide picrique. La vitesse de

formation de ce complexe est proportionnelle a la concentration de créatinine.



Réactif 1 Hydroxyde de 1.6 mol/l

sodium
Réactif 2  Acide picrique 17.5 mmol/I
Réactif 3 créatinine 2 mg/dl
Standard 20 mg/l
176,8
umol/1

Préparation d’échantillon

Sérum, plasma recueilli sur héparine.

Standard | Echantillon
Standard 100 pl -
Echantillon - 100 pl
Réactif de 1ml 1ml
travaille

Calcule
Calculer ADO =DO, — DOy
pour le standard et les échantillons.

[ Créatinine = A D.O. Echantillon / A D.O. Standard X n ]

Les teneurs en Créatinine sont exprimées en mg/dl.

4.7. Dosages des paramétres biochimiques rénaux

Une fois les rats sont anesthésiés et sacrifiées, un des deux reins récupéré a subi un séchage a
80 °C dans un four a air chaude. Un échantillon de 100 mg de rein est bouille dans 10 ml de
HCI 1 N pour 30 min puis homogénéiser. L’homogénat a subi une centrifugation a 2000 tr\10
min et le surnageant est récupérer. Ce dernier a fait 1’objet des analyses pour déterminer
quelques parametres rénaux biochimiques; Oxalate, Phosphate et Calcium

Les mémes protocoles (échantillon urine) sont approuvés pour déterminer les teneurs en
Oxalate, Phosphate et Calcium.

Les teneurs sont exprimées en mg/g.

4.8. Etude histologique

Les reins isolés ont été nettoyées de tissu graisseux et conservés dans le formol neutre a 10%.

Une des reins isolé a ensuite été inclus dans des séries de bain d’alcohol et toluéne, puis mis



finalement dans le paraffine en utilisant des méthodes conventionnelles, coupé a des sections
d’une épaisseures de 5 um par un microtome. Les coupes sont recueillies sur des lames en
verre et mises a sécher (durant la nuit a 40-45°C ou pendant 1heure max a 60°C). Ces dérniers
ont subis une coloration a l'aide de I'nématoxyline et éosine. Finalement, les lames
histologiques ont été observées sous microscope optique pour détecter les changements
histopathologiques dans I'architecture de tissu des reins, des microphotographies ont été prises
[13].

5. Activité antioxydante (test au DPPH)

Le pouvoir antioxydant de nos extraits a été testé par la méthode de Blois [14], méthode au
DPPH [15, 16], avec quelques modifications. Ce radical (figure 25) libre stable possede une

coloration violette foncée, lorsqu’il est réduit, la coloration devient jaune pale.

N N:iH
OzN NO; o,N NO,
—_—
HOR j
NO, NO,
1.1-Diphényl-2-picrylhydrazyl (DPPH") (DPPH):H
Violet Pale Orange

Figure 25: Forme libre et réduite du DPPH [17]

5. 1. Préparation de la solution DPPH

Le DPPH 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (CigH12Ns0Os), est solubilisé dans du méthanol
absolu pour en avoir une solution de 0,3 mM.

5. 2. Solution d’extrait

Pour ce test I’échantillon a été préparé par dissolution dans le méthanol absolu [18].

On prépare des solutions dans du méthanol absolu a raison de 1mg/ml. Ces solutions dites
solutions meres, subiront ensuite des dilutions pour en avoir différentes concentrations de

I’ordre de microgramme par ml (Tableau 16).



Tableau 16: Concentrations testées dans le test DPPH.

Extrait Concentration pg /
ml

L’huile 2

essentielle 10

Nigella sativaL. 20
100
300
500
1000
3000
5000

5. 3. Test au DPPH

Dans des tubes secs et stériles, on introduit 2,5 ml de la solution a tester, on ajoute 1ml de
solution au DPPH. Apres agitation par un vortex, les tubes sont placés a 1’obscurité, a une
température ambiante pendant 30 minutes. Pour chaque concentration, le test est répété 3 fois.
La lecture est effectuée par la mesure de I’absorbance a 517 nm par un spectrophotometre.
Pour chaque dilution, on prépare un blanc, constitué de 2.5ml de la solution a testé additionné
de 1ml de méthanol. Le contr6le négatif est composé de 1 ml de la solution méthanolique au
DPPH (0,3 mM) et de 2.5 ml de méthanol.

Le contrdle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard; I’acide
ascorbique et le Trolox (acide 6-Hydroxy-2, 5, 7,8-Tetramethylchroman-2-Carboxylique
"C14H1804") dont I’absorbance est mesuré dans les mémes conditions que 1’échantillon test.

5. 4. Expression des résultats

Pour obtenir la concentration efficace qui reduit la concentration initiale de DPPH de 50%,
aussi bien que la puissance antiradicalaire (ARP égal a 1/ ECso) [19], les résultats sont
exprimés en activité antioxydante.

L'activité antioxydante, qui exprime la capacité de piéger le radical libre est estimée par le
pourcentage de décoloration du DPPH en solution dans le méthanol. L’activité antioxydante
"AA%" est donnée par la formule suivante : [19]

[ AA % =100 - {[(*'j*bs tesr_*Abs B]ﬂlll_‘} X 100] /Abs connul} ]

Soit :
AA : Activité Antioxydante

Abs : Absorbance a la longueur d’onde de 517 nm.



Les résultats sont exprimés par la moyenne de trois mesures + écart type.

La valeur ECso (autrement appelée la valeur ICsp) est déterminée pour chaque extrait, est
défini comme étant la concentration du substrat qui cause la perte de 50% de l'activité de
DPPH (couleur) (exprimée en mg de substrat/g de DPPH). Ou encore, c’est la concentration
de I'échantillon exigé pour diminuer de 50% I'absorbance de la solution contréle constitué de
méthanol et DPPH.

Les valeurs ECsop moyennes ont été calculees par les régressions linéaires des trois essais
séparés ou l'abscisse est représentée par la concentration des composés testés et I'ordonnée par
I'activité antioxydante en pourcentage [20].

6. Activité antibactérienne et antifongique

6.1. Les souches testées

Nous avons repérés des patients, qui étaient des sujets atteints de la lithiase urinaires,
hospitalisés ou non dans I’hdpital de Ain Tedless, wilaya du Mostaganem.

Les prélevements des souches microbiennes sont effectués, par isolement a partir des urines
des patients.

Les souches utilisées dans les tests font parties de deux groupes de microorganismes (tableau
17), qui sont des pathogénes et des contaminants.

L’isolement des souches est effectué sur des milieux solides; Mac Conkey, gélose nutritive et
Chapman pour les souches bactériennes et milieu sabouraud (chloramphénicol + actidione)
pour la souche de levure. La purification des souches est effectuée par la suite. Aprés un
examen microscopique et coloration de Gram, nous procédons a I’identification des souches.
L’identification des souches bactériennes est réalisée par galerie classique et plaque API20E
(BioMérieux S.A., Marcy I’Etoile, France) pour les Enterobacteriacea (E. coli, Proteus
mirabilis et Klebsiella pneumoniae) et Pseudomonas spp. Et les plaques APIStaph
(BioMeérieux S.A.) pour les Staphylococcus spp.

Pour les souches fongiques nous avons appliqué le test de Blastése puis procédé a la
détermination de leurs caractéres biochimiques par galerie classique et plaque APICandida.



Tableau 17: source des souches concernées par les tests

Les souches La source

Les bactéries

1. Les souches de références

E. coli ATCC 25922 Institut de pasteur d’Alger.

Proteus mirabilis ATCC 7002

Klebsiella pneumoniae ATCC 27736

Staphylococcus aureus ATCC 33862

Pseudomonas aerogenosa ATCC 27853

2. Les souches cliniques

E. coli Laboratoire de microbiologie de 1’hdpital de
Proteus mirabilis Ain Tedless wilaya de Mostaganem.
Klebsiella pneumoniae

Staphylococcus aureus

Pseudomonas aerogenosa

Les levures

1. La souche de référence

Candida albicans ATCC 10231 Institut de pasteur d’Alger.

2. La souche clinique

Candida albicans Laboratoire de microbiologie de 1’hopital de

Ain Tedless wilaya de Mostaganem.

Avant les tests, les souches ont subi une série de repiquage pour s’assurer de leur pureté.
6.2. Conservation des souches
Les souches ont été conservees a 4°C dans des tubes stériles contenant 10 ml de milieu de
culture incliné (gélose nutritive).
6.3. Les milieux de culture
Suivant les méthodes employées dans ’essai et selon les souches, nous avons utilisés comme
milieux de culture les suivants:
» Gelose Nutritive, Bouillon Nutritif et Gélose Muller Hinton pour les bactéries,
» Bouillon Nutritif, milieu Sabouraud et Gélose Muller Hinton pour les levures.
6.4. Préparation des précultures
Pour chaque microorganisme, 10 ml de milieu de culture fraichement préparé et stérilisé

(Bouillon Nutritif) a été inoculé avec une colonie prélevé d’une culture de 24 heure, incubé



durant 24 heure. Apres 24 heure d’incubation, 1 ml de cette culture a été dilué dans 1I’ecau
distillé stérile (9 ml), pour en avoir une concentration de 0,1.
La suspension d’inoculum a été ensuite dilué¢ 1:10 dans de I’eau distill¢ stérile pour avoir une
concentration de 1 x 107 cfu/ml.
6.5. Les techniques microbiologiques
6.5.1. Sensibilité des souches vis-a-vis des antibiotiques
Principe
Le but de la réalisation d’un antibiogramme est de prédire la sensibilité d’un germe a un ou
plusieurs antibiotiques dans une optique essentiellement thérapeutique [21].
Choix des antibiotiques
Le choix des antibiotiques a été fait en fonction de la disponibilité.
« Les antibiotiques
- Quinolones: Acide Nalidixique ‘Na’ 30ug
- Cephalosporines: Cefazoline ‘Cz’ 30ug
- Colistine: Colistine ‘Cs’ 50ug
- Cyclines: Doxycycline ‘Do’ 30ug
- Macrolides: Erythromycine ‘E’ 15ug
- Aminosides: Kanamycine ‘K’ 30ug
- Aminosides: Néomycine ‘N’ 30ug
- Quinolones: Norfloxacine ‘Nor’ Sug
- Pénicillines: Oxacilline ‘Ox1” 1pg
- Synergistines ou streptogramines: Pristinamycine ‘Pt’ 15ug
- Rifampicine: Rifampicine ‘Ra’ 30ug
- Cyclines: Tétracycline ‘Te’ 30pg
- Trimethoprime + Sulfamides: Trimethoprime + Sulfamide ‘Sxt’ 1.23/23.75 pg
¢ Les antifongiques
-Nystatine: Mycostatine 30 ppm.

Méthodes d’étude

Pour les bactéries, on a testé leur sensibilité par la méthode des disques ou antibiogrammes
standard [22], ainsi, cette méthode a été aussi appliquée pour les levures.

Ces méthodes de diffusion ou antibiogrammes standard sont les plus utilisées par les
laboratoires de diagnostic. Des disques imprégnés des antibiotiques a tester, sont déposeés a la

surface d’un milieu gélos¢, préalablement ensemencé avec une culture pure de la souche a



étudier. Dés I’application des disques, les antibiotiques diffusent leurs contenus de maniére
uniforme si bien que leurs concentrations qui sont inversement proportionnelles a la distance
de disque. Aprés incubation, les disques s’entourent de zones d’inhibition circulaires
correspondant a une absence de culture [23].

Application

Dans des boites de pétri de 9 cm de diamétre contenant 10° cfu/ml de culture bactérienne
ensemencé a la surface de gélose de MH, des disques imprégnés de 20 ul d’antibiotiques sont
appliqués a la surface a des distances déterminés (5 disques/boite). Les boites sont incubées a
une température ambiante pendant 30 min, puis dans un réfrégérateur a 4 °C (2 heures)
ensuite dans une étuve a 37°C pendant 24 heures. La lecture des résultats se fait par la mesure
de la zone d’inhibition, qu’est représentée par une auréole formée autours de chaque disque
ol aucune croissance n’est observée.

6.5.2. Test de pouvoir antimicrobien

Essai antimicrobien

L’essai antimicrobien a été réalisé par la méthode de diffusion sur gélose [24, 25] la gélose
Mueller Hinton [26] a été employé pour 1’essai de la sensibilité des différentes souches [27,
28].

Test par diffusion sur disque

Des cultures pures développées durant 24 heures dans un bouillon nutritif, dénombrées a
I’aide d’une lame appelée « Salambini », ajustées par 1’eau distillée stérile pour passer de
concentration 1 x 10% cfu/ml au 1 x 107 cfu/ml. 0,1 ml de chaque suspension, contenant
approximativement 1 x 106 cfu & été étaler a la surface du milieu gélosé Mueller Hinton. Des
disques de papier buvard chargées de 20 pl de I’extrait, de 6 millimetres de diametre,
sphériques ont été placés a la surface gélosé seche, inoculée au préalable par une suspension
microbienne pure.

Les boites de pétri rempli a raison de 10 ml/boite [25]. Aprés incubation & 37°C £ 1°C
pendant 24 heures, les diameétres des zones claires d’inhibition autour des disques ont été
mesures.

6.5.3. Détermination de la concentration minimal inhibitrice CMI

C’est la méthode de référence, qui peut €tre pratiquée en milieu liquide ou solide. Lorsque la
mesure de CMI est effectuée selon une technique en milieu liquide, on distribue dans un
premier temps, dans une série de tubes a hémolyse stériles, sous un méme volume, des
concentrations décroissantes d’huile essentielle (en progression géométrique en raison de 2).

Puis on ajoute dans chacun des tubes, sous un méme volume (100ul), une culture de bactéries



en phase exponentielle de croissance, diluée de facon a obtenir une concentration finale
d’environ 10° cfu/ml (inoculum microbien optiquement invisible).
La CMI (figure 26) sur la souche étudiée est définie comme etant la plus faible concentration

inhibant, apres une incubation (18 a 24 heures de contact a 37°C), toute croissance

bactérienne visible a 1’ceil [29, 30].

Culture en phase exponentielle de

croissance d’une souche bactérienne

Dilution
v
108 cfu/ml
(concentration finale)
100 pl
v v v
0 0.5 0.25 0.125 0.0625 0.03125 mg/mi

Incubation (18 — 24 heures a 37 °C)

|

Figure 26: Détermination de la concentration minimale inhibitrice CMI



7. Analyses statistiques
Les calculs statistiques sont souvent utiles pour la détermination des valeurs normales ou plus
exactement des valeurs de référence. Comme pour I’évaluation de précision et I’exactitude
d’analyse. Pour cela une comparaison entre les différents groupes de rats est réalisée par un
test de Student. Ce test nous donne le degré de signification «P» ou la différence est
significative si (P <0,05).

7.1. La moyenne

71 valeur de test

7.2. La variance

7.3. L’écart-type

7.4. L’erreur standard de la moyenne (Sm)
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7.5. Test de Student

Dans les études, il est important de savoir si deux échantillons d’individus ou encore deux ou
plusieurs séries de résultats d’expériences ou d’observations doivent étre considérés comme
réellement différents.

En cas de petits échantillons (n1 et/ou n2 < 30)

Dans un premier temps on calcule la variance commune comme suit :

2 2 2 2
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Dans ces conditions. La variance standard de la différence des moyennes est :
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Pour comparer les deux moyennes on applique le teste de Student, a v degrés de liberté qui

dépend de la taille de 1’échantillon :

v=dll=n+n,—-2

Si le (t) calculé ou expérimentale est plus élevé que (tv) de la table de Student, la différence
entre les moyennes des deux échantillons est significative [31, 32].

La valeur de «t» nous donne le degré de signification «P» lu sur la table de Student. La
différence entre deux moyennes est :

Peu significative : P < 0.05 (*) ;

Significative : P < 0.01 (**) ;

Tres significative : P < 0.001 (***).
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Reésultats et
Interprétation



1. Extraction des huiles essentielles

1.1. Rendement et densité

L’estimation de rendement d’huiles essentielle brut est résumée dans la figure 27. La valeur
est 1.72 %; (g) par rapport a 100g de plante seche (graines).

La mesure de densité "'d" effectuée a 20°C d’huiles essenticlle de Nigella sativa L est
moyenne. La valeur de "'d"" & 20°C est de 0.82 (figure 28).
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Figure 27: Rendement en huile essentielle Figure 28: Densité d’huile essentielle

2. Etude phytochimique :

2.1. Tests qualitatifs :

Le screening phytochimique réalisé sur les graines de Nigella sativa L, les feuilles de
Camellia sinensis L et les feuilles et fleurs d’Erica multiflora L nous a permis d’avoir les
résultats présentés au tableau 18.

L’ajout du FeClz aux trois extraits a permis de mettre en évidence la présence des tanins au
niveau de tous les extraits des trois plantes mais leur absence dans 1’extrait méthanolique de
Nigella sativa L.

Ce dernier a signialé la présence des saponisides dans 1’extrait aqueux et leur absence dans les
restes des extraits de Nigella sativa L. Ce pendant les Stéroides et les Triterpénoides ont
prouvées leurs richesse dans toutes les extraits de Nigella sativa L. et Camellia sinensis L
mais leus pauvreté dans les extraits d’Erica multiflora L.

Les flavonoides ont réclamés présent suite au test colorimeétrique de détection sur toute la

gamme des extraits des trois plantes objets d’étude.



Tableau 18: Résultats des tests phytochimiques

Espéce Nigella sativa L Camellia sinensis L Erica multiflora L
Composé EA EE EM EA EE EM EA EE EM
Tanins + + - + + + + + +
Saponosides:  Test 1 + - - + + + + - -
Stéroides + + + + + + + + +
Triterpénoides  + + + + + + - - -
Flavonides + + + + + + + + +
Glucosides cardiotoniques + + - + - + + - +
Anthracénosides + + - + - - - - -
Alcaloides: Test 1 + + - + - - - - -
Test 2 + + - + - - - - -
Huiles volatiles + + + + / + - - -
Acides gras / + + / + + / / /
Acides aminés + / / + / + + / /

EA : Extrait Aqueux, EE : Extrait Ethanolique, EM : Extrait Méthanolique

+ : Détecté
- Non détecté
/ - Non effectué

D’autres métabolites sont mis en évidence. Un résultat positif de la réaction de Keller-Kiliani
effectué sur les extraits aqueux confirme la présence des glucosides cardiotoniques.

L’analyse qualitative des anthracénosides nous a permet de confirmer leurs présences.

Ainsi, nous avons constaté I’existence des alcaloides sels au niveau des extraits aqueux et
éthanolique chez Nigella sativa L et aqueux de Camellia sinensis L prouvée par la formation
de précipité ainsi que I’huile volatile et les acides gras révélés par I’obtention d’un résidu
arbme et un résidu gras.

La recherche des acides aminés montre une richesse dans les extraits aqueux.

Les graines de Nigella sativa L, les feuilles de Camellia sinensis L et les feuilles et fleurs
d’Erica multiflora L sont tres riche en composés pouvant étre actifs. L’usage de solvants de
polarité différente semble influencer sur la qualité de composeé extrait. Nous pouvons conclure
que I’eau est le solvant le plus polaire qui permet une bonne extraction de la plupart des
métabolites secondaire présents dans les plantes.

2.2. Tests quantitatifs :

Ces tests ont pour but de quantifier quelques composés minéral et aromatique.



Tableau 19: Caractéristiques chimiques (matiére seche) des graines de Nigella sativa L.
(mg/kg)

élements Nigella sativa

Calcium 536 + 18.93
Oxalate 0.031+0.01

Les valeurs sont exprimées en moyenne = SD de trois tests.

La matiere minérale ou cendres, présente une teneur importante. Ces minéraux sont

représentés surtout par des éléments tels que le Ca* (536 mg) et I’Oxalate (0.031mg).
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Figure 29: Chromatagramme HPTLC d’huile essentielle des graines de Nigella sativa L.

Les composés phénoliques sont présents en taux élevé (2.7%). Cela a été montré par les tests
phytochimiques, par la mise en évidence de la présence des flavonoides, tanins, ’huile
essentielle et autres.

3. Evaluation d’effet antilithiasique d’huile essentielle de Nigella sativa L.

Les essais d’évaluation d’activité antilitiasique de HENS (Huile Essentielle de Nigella sativa
L) ont été réalisés en plusieurs étapes afin de suivre son efficacite.

Pour chaque essai, nous avons des lots prévus de rats normaux (sains), lithiasiques, traités et
témoins (non traités).

Les rats sont rendus lithiasiques par I’ethyléne glycol administré par voie intra-gastrique. La
lithiase rénale résultante était variable d’un animal a I’autre.

3.1. Evolution du poids corporel

Les résultats de I’effet du traitement des rats normaux et des rats lithiasiques par 1’extrait brut
de Nigella sativa L par administration orale (5 ml/kg) p.c d’huile essentielle de Nigella sativa

L, sur I’évolution du poids corporel, durant 28 jours, sont représentés dans la tableau 20.



Tableau 20: Variation du poids corporel chez les rats normaux lithiasiques soumis a un

gavage intra-gastrique quotidien de 5 ml/kg p.c d’huile essentielle de N. sativa L durant 28

jours.

Jours Groupe | Groupe 11 Groupe 111 Groupe 1V Groupe V

0 126,33 £ 4,03 127,33 +£ 3,50 128,33 £2,94 125,50 + 3,93 124,66 + 3,14

7 163,00 + 5,83 118,17 £ 1,94 149,00 + 5,44 &b 124,50 +£ 3,51 & 111,00 + 3,033
14 186,00 + 5,73 110,17 £ 2,99 & 169,83 + 6,58 "™ 127,17 £ 4,44 70" 102,33 +2,80 %"
21 207,67 £5,00 100,83+ 2,04 188,33 + 5,82 b™* 145,67 + 4,543 0™ 102,17 + 3,493
28 234,17 £7,98 94,67 £ 2,87 204,33 + 3,770 166,33 + 4,03 0™ 109,33 + 1,863 9"

Les valeurs sont exprimées en moyenne + SD de trois tests. (n = 6 animales/groupe).
a Comparisons sont mis avec Groupe |I.

b Comparisons sont mis avec Groupe II.

* Statistiquement significative a p < 0.05.

** Statistiquement significative a p < 0.01.

*** Statistiguement significative a p < 0.001.

Nous avons enregistré une diminution progressive (-25.65 %) du poids corporel chez les rats
lithiasiques témoins (non traités) par rapport aux deux lots; rats témoin normaux (+85.36 %)
et lithiasiques traités avec cystone (+59.22 %).

Par contre, les rats lithiasiques traités avec 1’huile des graines dés le 1¢" jour, on a observé une
Iégére diminution du poids corporel apres la premiere semaine, puis une re-augmentation des
la 2°™ semaine du traitement jusqu'a la fin d’expérimentation (+32.53 %). En revanche, une
nette diminution du poids corporel est enregistrée chez les rats de cinquiéme lot durant les
trois premieres semaines (-18.04 %) puis une légére croissance corporelle apreés la troisieme
semaine (+7.01 %), alors qu’une faible variation du poids a été observée chez les rats
normaux non traites.

3.2. Dosages des parametres urinaires

3.2.1. Mesure de volume urinaire

Le tableau 21 représente la variation de volume urinaire excrété durant 28 jours apres
I’administration intra-gastrique de 5 ml/kg p.c d’huile des graines de Nigella sativa L, chez
les rats lithiasiques traités des le premier jour (RLT HE3) et rats lithiasiques traités dés le
15" jour (RLT HE1s), comparée aux rats lithiasiques traités avec cystone (RLT CY), rats

témoins normaux (RTN) et rats témoins lithiasiques (RTL).



Tableau 21: Variation du volume urinaire chez les rats normaux lithiasiques soumis a un
gavage intra-gastrique quotidien de 5 ml/kg p.c de I’huile essentielle de Nigella sativa L

durant 28 jours.

Jours  Groupe l Groupe 11 Groupe 111 Groupe IV Groupe V

0 08,00 + 1,09 07,00 + 0,89 07,83+0,75 07,17+ 0,75 06,83+ 0,75

7 07,83+ 1,17 12,33 £ 0,82 17,00 + 0,89 &b 14,50 + 2,593 12,33 £0,51%"
14 09,00 + 0,63 17,00 + 0,55 19,16 + 0,752 18,67 +2,16 %" 18,00 + 0,89
21 09,83 + 0,75 18,50 + 1,053 21,83 +0,75%" 24,33 2,423 20,00 + 2,28 &
28 09,33+ 1,03 19,67 +0,81%" 23,33 +1,03% 27,83 £2,31%"0™  2183+2,31%"

Les valeurs sont exprimées en moyenne + SD de trois tests. (n = 6 animales/groupe).
a Comparisons sont mis avec Groupe I.

b Comparisons sont mis avec Groupe II.

* Statistiquement significative a p < 0.05.

** Statistiquement significative a p < 0.01.

*** Statistiquement significative a p < 0.001.

Durant les 4 semaines, nous avons enregistré chez les rats rendus lithiasiques traités avec
(RLT CY, RLT HE; et RLT HE1s) une augmentation progressive de volume d’urine excrété a
partir de la 1°® semaine; elle varie de (7.83, 7.17 et 6.83) ml a (23.33, 27.83 et 22.83) ml
respectivement. Cette augmentation est significative a la fin d’expérimentation pour les rats
lithiasiques non traités (RLT).

En revanche, pour les rats normaux témoins (RTN), nous n’avons remarqué aucun
changement significatif de volume urinaire. Celle-ci reste dans les limites normales.

3.2.2. Dosage d’Oxalate

Durant les quatre semaines de traitement, nous avons observé une augmentation d’oxalate
chez les deux lots des rats lithiasiques non traités (RTL) et traités avec I’huile de Nigella
sativa L. dés la troisieme semaine RLT HE1s (tableau 22). Cette variation est importante chez
les lithiasiques non traités, cette augmentation est hautement significative p < 0.01 & la 3™
semaine. Mais nous pouvons remarquer qu’aux deux premieres semaines, les deux groupes
ont des taux d’oxalate proches.

En revanche, les deux autres groupes lithiasiques traités; avec cystone et 1’huile de Nigella

satriva L. dés la 1°® semaine ont présentés des taux d’oxalates (06.30 et 06.98) mg/24h



respectivement peu comparables a ceux signalés chez les rats témoins normaux de premier lot
(05.23) mg/24h. A partir de ces résultats, il semble que notre extrait est efficaces pour
stabilisé le taux d’oxalate.

Pour les rats normaux, le taux d’oxalate reste, dans les limites, normale. Une Iégére variation
est observée et qui reste statistiquement non significative.

3.2.3. Dosage de phosphate

Le taux de phosphate des rats impliqués dans ce test (tableau 22) montre une légére variation
en taux de phosphate des rats lithiasiques traités avec cystone 05.92 mg/24h et I’huile de
nigelle dés le jour 06.16 mg/24h, paraport aux rats témoins non traités de premier lot 05.87
mg/24h. Par contre, ceux traités par I’huile de nigelle dés la troisiéme semaine et lithiasique
non traités ont présentés une légeére élévation (07.00 et 07.99) mg/24h respectivement. Cette
augmentation p < 0.01 est moyennement importante par rapport a celle des lithiasiques
témoins. De ce, nous pouvons conclure que notre I’huile pourrait agir positivement sur la
stabilité des concentrations phosphatique.

3.2.4. Dosage de calcium

Le tableau 22 illustre la variation de concentration de calcium des rats témoins et traités. Le
traitement a la 1% semaine des rats lithiasiques par 750mg/kg de cystone provoque une
diminution de taux de calcium (-19.11 %) alors qu’une re-augmentation est observée a la 2™
semaine (+1.82 %). L’extrait d’huile brut a 5 ml/kg semble étre non efficace et sans influence
sur la variation de concentration de calcium des rats lithiasiques des lots 4 et 5.

Chez les rats normaux, I’évolution de taux calcique est normale et qu’aucune variation n’a été
enregistrée chez les animaux normaux.

3.2.5. Dosage d’acide urique

Le tableau 22 résume la réponse des rats de différents lots lithiasiques ou saines, traités avec
cystone ou I’huile de nigelle dés la premiére RLT HE: et la troisiéme semaine RLT HEs vis-
a-vis la variabilit¢ de taux d’acide urique. L’huile de Nigella sativa L qui a amélioré
I’excrétion d’acide urique chez les rats lithiasiques RLT HE; de quatriéme lot (+38.57 %). De
méme, pour les rats temoins normaux (+2.16 %) et lithiasiques traités avec cystone (+26.95
%) ont conservées des taux d’acide urique presque stable et comparable.

A partir de ces résultats, nous pouvons conclure que 1’huile de Nigella sativa L. a la dose
testée est efficace sur la diminution de taux d’acide urique excrété.

3.2.6. Dosage de magnésium

Nous représentons dans le tableau 22, la variation de concentration magnésique durant les 28

jours de traitement. Les rats lithiasiques traités par cystone et ’huile de Nigella sativa L. RLT



HE: présentent une faible diminution dés la premiere semaine de traitement et qui continue
jusqu’a la 4°™ semaine (-16.67 %) et (-21.75 %) respectivement. Cette variation est
statistiquement non significative. Sauf que, pour les lithiasiques témoins, le taux de

magnésium est en constante diminution jusqu'a attendre un taux de 1.56 mg/24h (- 43.07 %).



Tableau 22: L’effet d’huile des graines de Nigella sativa L sur le taux urinaire d’Oxalate,

Phosphate, Calcium, Acide urique et Magnesium chez les rats sujets de test (mg/24 h).

Jours Groupe | Groupe 11 Groupe 11 Groupe IV Groupe V
Oxalate

0 05,21 +£0,15 05,08 + 0,08 05,03 £0,10 05,11+ 0,09 05,06 + 0,08

7 05,24 + 0,06 06,75 + 0,06 ™ 05,36 + 0,06 05,49 + 0,10 06,68 + 0,097
14 05,26 +£0,10 08,25 + 0,07 05,62 + 0,09 05,88 + 0,08 %™ 08,16 +0,11%™
21 05,22 £ 0,03 10,17 £0,12%" 05,92 + 0,08 06,42 + 0,09 08,87 + 0,06 "
28 05,23 £ 0,08 11,82 £ 0,07 06,30 + 0,10 06,98 + 0,07 "™ 09,27 £ 0,120
Phosphate

0 05,87 £0,12 05,99 + 0,06 05,87 £ 0,08 05,88 £ 0,09 05,91 +0,09

7 05,85+ 0,16 06,38 + 0,06 % 06,02 + 0,07 05,96 + 0,08 06,28 + 0,03%

14 05,93 £ 0,06 06,81 + 0,07 05,93 + 0,06 06,05 + 0,11 06,81 +0,05%"
21 05,95 + 0,08 07,37 +0,11%" 05,90 + 0,11 06,07 + 0,08 06,96 + 0,06 "™
28 05,87 £ 0,09 07,99 + 0,09 05,92 + 0,06 06,16 + 0,10 "™ 07,00 + 0,07 0™
Calcium

0 00,69 + 0,03 00,56 + 0,05 00,68 + 0,03 00,61 + 0,08 00,53 £ 0,05

7 00,71 +0,03 00,34 + 0,07 00,55 + 0,02 00,48 + 0,06 """ 00,32 + 0,09
14 00,67 £ 0,03 00,24 + 0,08 00,56 + 0,07 00,41 + 0,060 00,28 + 0,05
21 00,60 + 0,07 00,21 + 0,04 00,60 + 0,10 00,39 + 0,07 "™ 00,24 + 0,08
28 00,66 + 0,08 00,13 + 0,04 00,61 +0,11° 00,34 + 0,08 00,21 + 0,04
Uric acid

0 01,39+£0,03 01,34 +0,06 01,41 +0,07 01,40+ 0,04 01,41+0,04

7 01,41 +£0,04 01,68 + 0,08 01,49 +0,08 01,52 + 0,04 01,63 +£0,05%

14 01,40 £ 0,02 02,16 + 0,06 01,62 +0,10%5 01,65 + 0,035 01,82 +0,06 %"
21 01,40 £ 0,05 02,47 + 0,064 01,72 £ 0,070 01,78 0,06 %> 02,16 + 0,07 &0
28 01,42 +0,04 02,79 + 0,09 01,79 £ 0,135 01,94 + 0,08 "™ 02,02 + 0,07
Magnesium

0 02,77 £ 0,08 02,74 £0,12 02,88 + 0,06 02,85 + 0,05 02,81+0,10

7 02,80 0,07 02,36 + 0,07 02,76 + 0,04 02,71+ 0,07 02,48 + 0,09%

14 02,81 £0,07 02,06 + 0,06 02,69 + 0,05 02,51 + 0,08 02,35 + 0,054
21 02,72 £0,07 01,80 +£ 0,07 02,52 +0,06 %> 02,37 + 0,045 02,23 + 0,045
28 02,81 +0,08 01,56 + 0,05 02,40 0,065 02,23 +0,06 "> 02,11 + 0,045

Les valeurs sont exprimées en moyenne + SD de trois tests. (n = 6 animales/groupe).



a Comparisons sont mis avec Groupe I.

b Comparisons sont mis avec Groupe II.

* Statistiquement significative a p < 0.05.
** Statistiqguement significative a p < 0.01.

*** Statistiquement significative a p < 0.001.

3.3. Dosages des parameétres biochimiques sériques

La lithiase rénale induite est associée a des altérations significatives de quelques parameétres
sériques clés incluant I’acide urique, I'urée sanguine (BUN) et la créatinine.

Le tableau 23 présente 1’évolution de quelques parametres biochimiques sériques (créatinine,
acide urique et BUN,).

3.3.1. Dosages de créatinine

D’aprés les résultats regroupés dans le tableau 23, nous n’avons pas pu noté des différences
significatives de 1’évolution de créatinine sérique, aprés 28 jours, chez les rats soumis a une
administration orale quotidienne dés le 1* jours a 750 mg/kg de cystone (+21.74 %) et ’huile
de Nigella sativa L a 5 ml/kg p.c, (+36.23 %) par rapport au rats de premier lot; mises a part
une augmentation significative (+59.42 % et +44.92 %) mg/dl chez les rats du 2°™ et 5™ lot
respectivement.

3.3.2. Dosages d’acide urique

L’analyse d’evolution d’acide urique sérique, 28 jours aprés 1’administration orale d’extrait
d’huile brut de Nigella sativa L a 5 ml/kg p.c, présentés dans le tableau 23, nous a permis de
constater qu’il n’y a pas d’augmentation significatives de taux d’acide urique chez les rats de
3eme 4éme gt 5EMe |ots,

Par contre, nous avons noté une différence significative chez les rats du lot RTL, apres 28
jours, par rapport aux rats témoins RTN (+120.23 %).

3.3.3. Dosages d’urée sanguine (BUN)

D’apres les résultats, présentés dans le tableau 23, du dosage d’urée sanguin chez les rats
Wistar suivis durant 28 jours apreés 1’administration de 5 ml/kg p.c d’huile des graine du
Nigella sativa L, nous n’avons pas enregistré une augmentation significative du taux d’urée
sanguin, avec des valeurs de I’ordre de (+10.57 %) et (+17.55 %) chez les rats des lots RLT
CY et RLT HE: respectivement.

Mais, elle est significative a (+24.15 %) et (+37.46 %) chez les rats des lots RLT HE15 et
RLT par rapport aux rats de lot ttmoins (RTN),



Tableau 23: L’effet d’huile des graines de Nigella sativa L sur le taux des parametres

sériques de Créatinine, Acide urique et Urée sérique (BUN) chez les rats sujets de test (mg/di).

Parameteres Groupe | Groupe 11 Groupe 111 Groupe 1V Groupe V
Creatinine 00,69 +0,04 01,10+0,02* 00,84 +£0,04*°" 00,94 +0,01%" 01,00+ 0,027
Acide urique 01,73+0,05 03,81+0,08%" 01,97 £0,04* " 02,13 £0,03¥" "™ 02,23 + 0,03

Urée sérique (BUN)  33,21+0,06 45,65+0,29%"  36,72+0,11% "™ 39,04 £ 0,12 41,23 +0,09%™

Les valeurs sont exprimées en moyenne + SD de trois tests. (n = 6 animales/groupe).
a Comparisons sont mis avec Groupe |.

b Comparisons sont mis avec Groupe II.

* Statistiquement significative a p < 0.05.

** Statistiquement significative a p < 0.01.

*** Statistiquement significative a p < 0.001.

3.4. Dosages des parameétres biochimiques rénaux

Le tableau 24 montre des détails sur la conservation des reins en composants cristallins, a
savoir I’oxalate, calcium et phosphate chez les rats de différents lots normaux et lithiasiques.
La teneur d'oxalate, calcium et phosphate a augmentée significativement (P<0.01) en
homogénat rénale chez les rats de groupe 11 (05.79, 00.45 et 03.76) respectivement. Le taux
élevé d'oxalate a eu comme conséquence suite a I'accumulation d'oxalate dans les reins. En
revanche, le traitement préventive et curative, avec ’huile de Nigella sativa L, a enregistré
une réduction significatif (P<0.01) dans la rétention des reins en oxalates, calcium et
phosphate. Ces résultats sont comparables avec les rats de 3™ |ots traitées avec cystone
(01.69, 00.25 et 02.58) respectivement.

Tableau 24: Effet d’huile de Nigella Sativa L sur les paramétres biochimiques rénaux chez

les rats normaux et lithiasiques (mgg)

Composant Groupe | Groupe 11 Groupe I Groupe IV Groupe V
crystalline
Oxalate 01,41 £ 0,02 05,79 £ 0,11¢" 01,69 + 0,08 ™ 02,17 £ 0,09 &> 02,45 + 0,06 ">
Phosphate 02,33+0,03 03,76 + 0,08 %™ 02,58 + 0,07 03,00 + 0,10 " 03,22 + 0,05 0"
Calcium 00,20 + 0,02 00,45 + 0,03 00,25 + 0,05 00,29 + 0,04 &b 00,33+ 0,10

Les valeurs sont exprimées en moyenne + SD de trois tests. (n = 6 animales/groupe).
a Comparisons sont mis avec Groupe |I.

b Comparisons sont mis avec Groupe II.

* Statistiquement significative a p < 0.05.

** Statistiquement significative a p < 0.01.



*** Statistiguement significative a p < 0.001.

3.5. Etude histologique

L'étude histopathologique des sections renal a également soutenu les résultats ci-dessus.
L’observation a permis d’observer des distensions des tubules rénaux et une congestion du
parenchyme rénal par rapport a l'architecture des reins des rats témoins normaux (RTN)
(figure 30.a).

Les tubules ont semblé focalement enthousiastes et entourés par une infiltration inflammatoire
(figure 30.b). L'épithélium aplati avec la dégénération vacuolaire focale (figure 30.f) et la
nécrose cellulaire a encadré les tubules. L'infiltration inflammatoire s'est principalement
composée de lymphocytes mdrs infiltrant I'épithélium tubulaire. Les cristaux irréguliers
étaient présents a l'intérieur des tubules et dans le long du néphron et au niveau papillaire.

Le groupe IV traitée avec I’huile des graines des nigelles a montrée une histologie normale du
rein (figure 30e) et des glomérules normaux avec un léger cedéme des cellules tubulaires.

Ce traitement administré aux rats a également montré un rétablissement de parenchyme.
Cependant, le rétablissement épithélial tubulaire rénal était moins significatif par rapport aux
rats traités par la drogue standard; cystrone (figure 30.c).

L TR

Figure 30. a: parenchyme renal Figure 30. d: Dommages des tubules
normale chez RTN (H&E x40). rénaux et du systeme collecteur
(fléche

bleue) chez RLT; (H&E x40).

D

Figure 30.’b: Tubules entourés Figure 30. f: Epithelium aplati
par infiltration inflammatoire avec dégénération vacuolaire
principalement de lymphocytes focale; (H&E x10).

(fleche noir); (H&E x40).
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Figure 30. e: Histologie renal normal Figure 30. c: Rétablissement de
avec un glomerule normal et un léger parenchyme renal chez les rats
oedeme des cellules tubulaires chez traités avec cystone; (H&E x40).
les rats traités avec 1’huile de Nigella
Sativa L; (H&E x40).

4. Test du pouvoir antioxydant

En raison de I’implication des radicaux libres dans diverses pathologies, les recherches de
nouvelles molécules pouvant palliées le déficit du systeme de défense endogéne se sont
largement intensifiées.

L’activité antioxydante exprime la capacité de réduction des radicaux libres. Pour nos extraits,
nous avons employé la méthode au DPPH, ce radical libre présente une coloration violet
sombre, lorsqu’il est piéger par des substances antioxydantes, la forme réduite conféré a la
solution d’une coloration jaune pale, le virage vers cette coloration et I’intensité¢ de la
décoloration de la couleur de la forme libre en solution dépend de la nature, la concentration
et la puissance de la substance antiradicalaire.
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Figure 31: Pouvoir antioxydant d’acide ascorbique

Les figures 31 représentent I’absorbance du DPPH résiduel en fonction de la concentration de
la source de I’antioxydant (Acide ascorbique). L’hinibition est en relation linaire et

proportrionnelle avec la concentration de I’antioxydant, dont (R?= 0,996).



L’activité antioXydante de nos extraits est exprimée en ECso (tableau 25), ce parametre a été
apparemment introduit par Brand-Williams et ses collaborateurs et a été ensuite employé par
plusieurs groupes de chercheurs pour présenter leurs résultats, il défini la concentration
efficace du substrat qui cause la perte de 50 % de I’activité de DPPH (couleur). Ces ECso sont
déterminés graphiquement des trois tests séparés dont I’abscisse représente la concentration

de I’extrait brut et I’ordonné 1’activité antioxydante en pourcentage.

Tableau 25: ECsp et puissance antioxydante (ARP) de Nigella sativa L, Camellia sinensis L,

Erica multiflora L et I’extrait standard (Acide ascorbique).

L’extrait EC50 (pg/ml) ARP

Nigella sativa L 451,09 + 13,32 0,0022 + 0,0002
Camellia sinensis L 214,41 +£1,08 0,0047 £ 0,0005
Erica multiflora L 1224857 + 2.07 8,1642 + 00,7144
Acide ascorbique 104,07 £0.13 0,0096 + 0,0008

Les valeurs sont exprimées en moyenne + SD de trois tests.

Les extraits de Camellia sinensis et Nigella sativa L ont présentés une capacité de réduction
du radical libre proche de celle de standard (Acide ascorbique), la concentration requise pour
la neutralisation et la stabilité de 50 % de la concentration du DPPH est autour du (214.41 et
451.09) ug/ml respectivement (tableau 25).

4.1. Etude comparative d’activité antioxydant

Les histogrammes 32 et 33 comparent les valeurs ECso en pg/ml des antioxydants naturels et
commerciaux.

Selon les figures 32 et 33 et en comparant les résultats obtenus avec le standard, on classe

’activité et la puissance antioxydante suivant 1’ordre :

Acide ascorbique > Camellia sinensis L >Nigella sativa L >>> Erica multiflora L
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Figure 32: ECso d’extrait d’Erica Figure 33: ECso d’extrait standard (Acide
multiflora L. ascorbique), Camellia sinensis L et I’huile
essentielle de Nigella sativa L.

5. Résultats du test du pouvoir antimicrobien

5.1. Origine et identification des souches microbiennes

L’utilisation de milieux d’isolement sélectifs ainsi que 1’examen microscopique a 1’état frais
suivi d’une coloration de Gram, ont permis de classer les souches bactériennes isolées en trois

groupes:

+ Souches appartenant a la famille des Enterobacteriaceae, dont les formes des colonies
sont variables de couleur rouge sur milieu Mac Conkey;
+ Souches appartenant a la famille des Pseudomonadaceae, leurs colonies sont rondes,
lisses a bord régulier, de couleur jaune sur milieu Mac Conkey;
+ Souches appartenant au genre Staphylococcus spp. avec des petites colonies rondes,
lisses, a bord régulier, de couleur jaune dorée sur milieu Chapman.
Les souches fongiques isolées et purifiées apparaissent en milieu solide en colonies blanches,
arrondies ou ovoides, lisses crémeuses et dégagent une odeur dite de levure. Elles sont Gram
positif, a bourgeonnements multilatéraux, ce qui nous amene a conclure qu’elles
appartiennent au genre Candida spp.
La détermination des caractéristiques biochimiques des souches bactériennes étudiées est

rapportée dans les tableaux 26, 27 et illustrés dans les figures 34 et 35.



Tableau 26: Caracteres biochimiques (Api 20E) des bactéries étudiées Gram négatif

Espéces Escherichia Proteus Klebsiella Pseudomonas
bactériennes coli mirabilis pneumoniae aerogenosa

Tests biochimiques

Gram - - - -
Mobilité + + + +
Forme bacille bacille bacille bacille
Type respiratoire Aérobie Aérobie Aérobie Aérobie
facultatif facultatif facultatif stricte
B-galactosidase (ONPG) + - + -
Argenine dihydrolase (ADH) - - - +
Lysine décarboxylase (LDC) + - + -
Ornithine décarboxylase (ODC) + + - -
Citrate de sodium (CIT) - + + +
Thiosulfate de sodium (H2S) - + - -
Uréase (URE) - + + -
Tryptophane désaminase (TDA) - + - -
Indole (IND) + - - -
Pyruvate de sodium (VP) - - + -
Gélatine de kohn (GEL) - + - +
Glucose (GLU) + + + +
Mannitol (MAN) + - + -
Inositol (INO) - - + -
Sorbitol (SOR) + - + -
Rhamnose (RHA) + - + -
Saccharose (SAC) - - + -
Melibiose (MEL) + - + -
Amydaline (AMY) - - + -

Arabinose (ARA) + - + -
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Figure 34: (Api 20 E) Caracteres biochimiques des bactéries étudies Gram négatif

Du tableau 26, sur la totalité des souches nous avons appliqué les tests de la galerie classique.

Les résultats obtenus pour chaque souches sont comparés aux données de “Bergy’s Manuel of

Systematic Bactériology”.

Les souches appartenant a la famille des Enterobacteriaceae sont des bacilles a Gram négatif,

mobiles, aérobies facultatifs, arginine déhydrolase négatifs, dégradant le glucose.

Toutefois, certains de leurs caractéres biochimiques nous les avons classées comme suites:

- La souche d’Escherichia coli qui produis la S-galactosidase, dégrade le mannitol,
sorbitol, rhammnose, melibiose et I’arabinose. Elle posseéde les deux enzyme; la lysine

décarboxylase et I’ornithine décarboxylase positive.




- La souche de Proteus mirabilis qu’est f-galactosidase négative, produit 1’ornithine
décarboxylase, 1’uréase, tryptophane désaminase, gélatinase et H»S. Elle ne dégrade
que le glucose et mélibiose.

- La souche de Klebsiella pneumoniae qu’est S-galactosidase positive, possede les
enzymes: la lysine décarboxylase, 1’uréase et 1’ornithine décarboxylase et une absence
de dégagement de H-S.

La détermination des caractéristiques des souches bactériennes appartenant a la famille des
Pseudomonadaceae par galerie classique nous a permis de les attribuer a 1’espéce
Pseudomonas aerogenosa. Ce sont des bactéries Gram négatives, mobiles, aérobies strictes,
arginine déhydrolase positives. Elles dégradent le citrate, glucose, mannitol, 1’inositol,

sorbitol, rhammnose, saccharose, melibiose et 1’arabinose.
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Figure 35: (Api Staph) Caracteres biochimiques de la bactérie étudie Gram positif

Du tableau 27, Les résultats obtenus par 1’identification des souches du genre Staphylococcus
spp. ont permis de conclure qu’ils sont des Staphylocoques dorés.
Ces bactéries sont des cocci immobiles, Gram positif, aérobie facultatif. Elles produisent une

arginine déhydrolase et une uréase. Elles dégradent le glucose, mannitol et le saccharose.



Tableau 27: Caractéres biochimiques de bactérie étudie Gram positif

Espéce bactérienne: Staphylococcus aureus
Tests biochimiques

Gram +
Mobilité -

Forme Coccobacille
Type respiratoire Aérobie facultatif

Témoin négatif (0) -

Témoin positif (D-glucose (GLU)) +
D-fructose (FRU) +
D-mannose (MNE) +
Maltose (MAL) +
Lactose (LAC) +
D-trehalose (TRE) +
D-mannitol (MAN) +
Xylitol (XLT) -
D-melibiose (MEL) -
Réduction des nitrates en nitrites (NIT) +

Phosphatase alcaline (PAL)

Pyruvate de sodium (VP) +
Raffinose (RAF) -
Xylose (XYL) -
Saccharose (SAC) +
Méthyl-aD-glucopyranoside (MDG) -
N-acétyl-glucosamine (NAG) +
Arginine dihydrolase (ADH) +
Uréase (URE) +

» Lalevure (Candida albicans)
Les souches fongiques sont Gram positives, aérobies stricts. Les tests biochimiques effectués
nous ont permis de confirmer 1’appartenance des souches a 1’espece Candida albicans.
Ces souches dégradent le glucose et le galactose, elles sont uréase, raffinose et a-Amydaline
positive.
Le tableau 28 et la figure 36 montrent les déférentes caractéres biochimiques de la levure
étudier.



Tableau 28: Caracteres biochimiques de la levure étudie

Espéce:  candida albicans
Tests biochimiques

Gram +
Type respiratoire Aérobie stricte
Glucose (GLU) +
Galactose (GAL)) +
Saccharose (SAC) -
D-trehalose (TRE) -
Raffinose (RAF) +
S Maltose (8 MAL) -
o Amydaline (a AMY) +

B Xylose (pnacPXYP) -
B N-acétyl-glucosamine

B Mannitol  (pcarLPMAY) -
S Galactose

Uréase (URE) +

Api Candida : Candida albicans

Figure 36: (Api Candida) Caractéres biochimiques de la levure étudiée

5.2. Résultats de I’antibiogramme

L’antibiogramme consiste a rechercher la sensibilité des souches vis-a-vis des antibiotiques.
Nous avons testé I’activité de treize antibiotiques par la méthode standard des disques.

» Sur E. coli

A la lumiére de la figure 37 nous pouvons noter que la plus grande zone d’inhibition a été
observé au niveau de Norfloxacine ‘Nor’ soit un diametre de (26.3 mm) et la plus petite zone
d’inhibition a été observé au niveau de Doxycycline ‘D0’ soit un diametre de (9 mm) et cela
pour la méme souche; E. coli clinique. Par contre, la souche de référence E. coli ATCC 25922
a marqué une zone d’inhibition de (20 mm) avec Cefazoline ‘Cz’ et (10 mm) avec

Erythromycine ‘E’.



En revanche, les deux souches ont manifesté une certaine résistance variable contre ces
antibiotiques. La résistance est totale pour les deux souches qui se croitre d’une fagon
normale en présence des antibiotiques (Trimethoprime + Sulfamide ‘Sxt’, Tétracycline ‘Te’,
Oxacilline ‘Ox1’, Néomycine ‘N’, Kanamycine ‘K’ et Acide Nalidixique ‘Na’) pour la
souche de référence E. coli ATCC 25922.

Les mesures des zones d’inhibition illustrés dans la figure 37 qui nous montrent les valeurs

en mm des zones d’inhibitions les plus élevés atteintes.

B Ecoli REF ATCC 25922
B Ecoli clinique

30 7

Diamétre de la zone
d'inhibition en mm

Sxt Te Ra Pt Ox1 Nor N K E Do GCs Cz Na
Antibiotiques

Figure 37: Diamétre de zone d’inhibition en fonction des antibiotiques sur la croissance
d’E. coli

Les figures 38 et 39 sont des photographies montrent I’effet des antibiotiques sur la croissance

d’E. coli clinique et référence ATCC 25922.

Figure 38: Photo d’activité des antibiotiques sur la croissance d’E. coli ATCC 25922



Figure 39: Photo d’activité des antibiotiques sur la croissance d’E. coli clinique

> Sur Proteus mirabilis

La figure 40 rapporte les résultats de mesure des zones d’inhibitions avec les antibiotiques.

B Proteus mirabilis REF ATCC 7002
B Proteus mirabilis clinique
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Figure 40: Diamétre de zone d’inhibition en fonction des antibiotiques sur la croissance

de Proteus mirabilis

D’une maniére générale, les antibiotiques utilisés ont provoqué une baisse notable dans le
développement de Proteus mirabilis traduisait par des zones d’inhibition qui varie de 13.3
mm a 15mm en moyenne avec Rifampicine ‘Ra’ et La Norfloxacine ‘Nor’ respectivement
pour la souche de référence ATCC 7002. Photo de figure 41.

Par ailleurs, la plus faible zone d’inhibition (7 mm) a été enregistré pour la souche clinique
avec Acide Nalidixique ‘Na’. Photo de figure 42

On observe une large résistance contre la majorité des antibiotiques utilisés.

Les figures 41 et 42 sont des photographies qui montrent I’effet des antibiotiques sur la

croissance de Proteus mirabilis clinique et référence ATCC 7002.



A

Figure 41: Photo d’activité des antibiotiques sur la croissance de Proteus mirabilis ATCC
7002

Figure 42: Photo d’activité des antibiotiques sur la croissance de Proteus mirabilis clinique

» Sur Klebsiella pneumoniae

Nous avons résumés les résultas d’antibiogramme sur les deux souches de Klebsiella

pneumoniae dans la figure 43.
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Figure 43: Diamétre de zone d’inhibition en fonction des antibiotiques sur la croissance

de Klebsiella pneumoniae



Comparativement a la souche clinique, les antibiotiques utilisés ont provoqué une nette
¢lévation en diamétre de zone d’inhibition avec la souche de référence ATCC 27736 de
Klebsiella pneumoniae; (26.7 mm, 22.3 mm et 19.3 mm) contre (20 mm, 11.7 mm et 10.7
mm) en moyenne avec la Norfloxacine ‘Nor’ 5ug, (Trimethoprime + Sulfamide) ‘Sxt’ et
Kanamycine ‘K’ respectivement (figure 43).

Apparemment, les deux souches ont enregistré une certaine résistance vis-a-vis le reste des
antibiotiques (la Tétracycline ‘Te’, la Pristinamycine ‘Pt’, I’Oxacilline ‘Ox1’ et la Néomycine
‘N’) figure 45.

Les figure 44 et 45 sont des photographies qui montrent 1’effet des antibiotiques sur la
croissance de Klebsiella pneumoniae clinique et référence ATCC 27736.

Figure 44: Photo d’activité des antibiotiques sur la croissance de Klebsiella pneumoniae
ATCC 27736

Figure 45: Photo d’activité des antibiotiques sur la croissance de Klebsiella pneumoniae
clinique

» Sur Pseudomonas aerogenosa

D’aprés la figure 46, nous pouvons noter que cette bactérie est la plus résistante bactérie vis-
a-vis la plus part des antibiotiques utilisées.

Cependant, elle est faiblement sensible au Rifampicine ‘Ra’ (9.7 mm, 9.3 mm) pour les deux
souches; Pseudomonas aerogenosa ATCC 27853 et Pseudomonas aerogenosa clinique,
respectivement et moyennement sensible aux Norfloxacine ‘Nor’ (16 mm et 21 mm) et
Colistine ‘Cs’ (12.7 mm et 14.3 mm) pour les deux souches; Pseudomonas aerogenosa
ATCC 27853 et clinique, respectivement, figures 47 et 48.



L’étude de I’antibiogramme sur les deux souches de Pseudomonas aerogenosa est résumee

dans la figure 46.

B Pseudomonas aerogenosa REF ATCC 27853

B Pseudomonas aerogenosa clinique
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Figure 46: Diamétre de la zone d’inhibition en fonction des antibiotiques sur la croissance

de Pseudomonas aerogenosa

Les figures 47 et 48 sont des photographies qui montrent I’effet des antibiotiques sur la

croissance de Pseudomonas aerogenosa clinique et référence ATCC 27853.

Figure 47: Photo d’activité des antibiotiques sur la croissance de Pseudomonas aerogenosa
ATCC 27853

:

Figure 48: Photo d’activité des antibiotiques sur la croissance de Pseudomonas aerogenosa

clinique



» Sur Staphylococcus aureus
Les ésultats de mesure de diamétre des zones d’inhibition issu suite au test de

I’antibiogramme exercer par les antibiotiques sur les deux souches de Staphylococcus aureus

est regroupées dans la figure 49.

B Staphyloccocus aureus REF ATCC 33862

B Staphyloccocus aureus clinique
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Figure 49: Diamétre de zone d’inhibition en fonction des antibiotiques sur la croissance

de Staphylococcus aureus

Du la figure 49, la majorité des antibiotiques ont été actifs sur les deux souches;
Staphylococcus aureus ATCC 33862 et Staphylococcus aureus clinique avec des zone
d’inhibition allant de (7.7 mm a 28.7 mm) pour Staphylococcus aureus clinique et de (18.3
mm a 39.3 mm) pour Staphylococcus aureus ATCC 33862 avec Kanamycine ‘K’,
Pristinamycine ‘Pt’ et Rifampicine ‘Ra’ respectivement.

En revanche, les deux souches ont manifesté une résistance contre Néomycine ‘N’, figure 50.

La figure 50 est une photographie qui montre I’effet des antibiotiques sur la croissance de

Staphylococcus aureus clinique.

Figure 50: Photo d’activité des antibiotiques sur la croissance de Staphylococcus aureus

clinique



5.3. Résultats de I’antifongigramme

Les résultats de I’antifongigramme selon le diamétre de lauréole d’inhibition sont résumés
dans la figure 51.

La figure 51 nous renseigne sur I’activité de nystatine vis-a-vis la levure C. albicans qui s’est
montré moyennement sensible a la dose de 30 ppm. Une zone d’inhibition de 11.7 mm et 9.7

mm respectivement; Condida albicans ATCC 10231 et Condida albicans clinique.

B Candida albicans REF ATCC 10231
B Candida albicans clinique
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d'inhibition en mm

1
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Figure 51: Diamétre de zone d’inhibition en fonction de 1’antifongique sur la croissance

de Candida albicans

5.4. Résultat de ’activité antimicrobienne d’huile essentielle

Nous avons évalué 1’activité antimicrobienne d’huile essentielle de Nigella sativa L par la
méthode de Test par diffusion sur disque. Ensuite pour chaque disque nous avons mesuré les
diamétres des zones d’inhibition. Les figures suivantes nous montrent les résultats des
diameétres d’inhibitions pour chaque bactérie.

On note ici que la méthode utilisée est celle de M.C.Mathabe, que le disque déposé a la
surface du milieu gélosé est chargé de 20 pl d’extrait naturel.

On note ici que la méthode utilisée est celle de Vincent, que le disque déposé a la surface du
milieu gélosé est chargé de 20 pl d’huile aromatique. Les zones d’inhibitions des différentes

souches avec les différents extraits sont résumées dans le tableau 29.



Tableau 29: Résultat d’activité antimicrobienne en mm d’huile essentielle de Nigella sativa L

Microorganisme Zone d’inhibition en
mm
Bactérie Gram négatif E. coli ATCC 25922 15+0,47
Clin 13+0,81
Proteus mirabilis ATCC 7002 13+0,81
Clin 12+ 0, 00
Klebsiella pneumoniae ATCC 27736 18 £ 0,47
Clin 15+0,00
Pseudomonas aerogenosa ATCC 27853 11+0,81
Clin 08 + 0,00
Bactérie Gram positif Staphylococcus aureus ATCC 33862 24 + 1,63
Clin 21+0,81
Levure Candida albicans ATCC 10231 10 £0,47
Clin 09 +0,47
Clin: clinique

Notre I’huile essentielle a montré une activité moderé avec des zone d’inhibitions allant de (8
a 24) mm; elle est moyennement importante sur les souches de références que les souches
cliniques. Notant que la plus importante activité a été enregistrée sur la souche de
Staphylococcus aureus ATCC 33862 avec une aérole de 24 mm et la plus faible a été signialé
chez Pseudomonas aerogenosa Clin (8 mm).
5.5. Résultat de I’activité antimicrobienne des extraits de Camellia sinensis L
Nous avons évalué I’activité antibactérienne des extraits aqueux et organiques de Camellia
sinensis L par la méthode de Test par diffusion sur disque. Ensuite pour chaque disque nous
avons mesur¢ les diamétres des zones d’inhibition. Les figures suivantes nous montrent les
résultats des diametres d’inhibitions pour chaque bactérie.
On note ici que la méthode utilisée est celle de M.C.Mathabe, que le disque déposé a la
surface du milieu gélosé est chargé de 20 pl d’extrait naturel et que pour ces derniers, 1’extrait
brut sec se trouve en solution dans le DMSO.

» Sur la croissance de E. coli
La majorité des extraits ont été positifs sur les deux souches; cliniques et référence.
La plus grande zone d’inhibition a été signalé avec I’extrait d’infusion au bout de 15 minutes,
avec 3,2 g (22 mm) pour la souche E. coli ATCC 25922 contre (8 mm) avec ’extrait de
dichlorométhane figure 52. Du méme temps, on a enregistré des diametres des aureoles allant
du (8.3 mm) a (15 mm) avec ’extrait d’infusion au bout de 5 minutes avec 3,2 g et I’extrait

d’éthanol respectivement pour E. coli clinique.



Cependant, I’extrait de Méthanol a donné des réactions négatives avec les deux souches.

Les résultats concernant 1’étude de pouvoir antimicrobien de Camellia sinensis L sur les deux
souches de E. coli sont présentés dans la figure 52.
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Figutr 52: Diamétre de zone d’inhibition en fonction des extraits de Camellia sinensis L
sur la croissance d’E. coli

» Sur la croissance de Proteus mirabilis
Selon la figure 53 les extraits ont présenté une certaine activité modérée dont les diametres
des zones d’inhibition ont atteint les (28 mm). Une bonne activité, la plus élevée pour Proteus
mirabilis ATCC 7002 a été remarquée avec I’extrait de Méthanol (28.3 mm) et la valeur
faible de I’auréole d’inhibition a été de (8 mm) qui a été enregistré sur Proteus mirabilis
clinique avec I’extrait d’éthanol. Par ailleurs la plus grande valeur de zone d’inhibition pour
Proteus mirabilis clinique a été signalé au bout de 15 minutes avec 3,2 g (18.3 mm).

Nous avons résumés les résultas de ’activité antibactérienne de Camellia sinensis L sur les

deux souches de Proteus mirabilis dans la figure 53.
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Figure 53: Diametre de zone d’inhibition en fonction des extraits de Camellia sinensis L

sur la croissance de Proteus mirabilis

» Sur la croissance de Klebsiella pneumoniae
Nous remarquons suivant la figure 54, que quelque soit le type d’extrait naturel et quelque
soit la concentration d’extrait, Camellia sinensis L posseéde une faible activité sur les deux
souches avec un intervalle de zone d’inhibition allant de 8.3 mm au 15.7 mm.
L’étude de D’activité antimicrobienne de Camellia sinensis L sur les deux souches de

Klebsiella pneumoniae est résumée dans la figure 54.
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Figure 54: Diamétre de zone d’inhibition en fonction des extraits de Camellia sinensis L
sur la croissance de Klebsiella pneumoniae



» Sur la croissance de Pseudomonas aerogenosa
Les extraits de Méthanol, décoction, éther de pétrole et éthanol de Camellia sinensis L ont
engendré¢ de fortes zones d’inhibition avec la souche de référence ATCC 27853 par rapport au
souche clinique; (27 mm, 20.7 mm, 19.3 mm et 19 mm) contre (13.3 mm, 14.7 mm, 12.7 mm
et 8 mm) en moyenne respectivement.
Les résultats de 1’étude d’activité antibactérienne des extraits de Camellia sinensis L sur les

deux souches de Pseudomonas aerogenosa sont résumeés dans la figure 55.
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Figure 55: Diamétre de zone d’inhibition en fonction des extraits de Camellia sinensis

L sur la croissance de Pseudomonas aerogenosa

» Sur la croissance de Staphylococcus aureus

Apparemment, les extraits aqueux d’espéce végétale Camellia sinensis L n’ont présenté aucun
effet inhibiteur sur la croissance d’espéce bactérienne Staphylococcus aureus de référence.

Au contraire, ils s’avérent exercer une action inhibitrice sur 1’espece bactérienne
Staphylococcus aureus clinique avec des zones d’inhibition allant de (12.3 au 23.7) mm, 31
mm) pour I’extrait de macération, I’extrait de digestion et I’extrait d’infusion au bout de 10
minutes avec 1.6 g, respectivement.

En revanche, Staphylococcus aureus ATCC 33862 a été sensible aux extraits organiques de
I’espece végétale Camellia sinensis L et a donné des valeurs marquantes allant du (24.7 mm)

au (32.7 mm) avec I’extrait d’éthanol et méthanol respectivement.



L’effet de Camellia sinensis L sur la croissance des deux souches de Staphylococcus aureus a
donné les résultats suivants consignés dans la figure 56.
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Figure 56: Diametre de zone d’inhibition en fonction des extraits de Camellia sinensis L

sur la croissance de Staphylococcus aureus

» Sur la croissance de Candida albicans

La figure 57 montre que Les zones d’inhibition de pouvoir antimicrobien des extraits de
Camellia sinensis L a donné des résultats généralement significatifs et a sensibiliser les deux
souches de Condida albicans.

La plus élevé fut observé au niveau du I’extrait de Méthanol (30.3 mm) pour Condida
albicans ATCC 10231 et le plus faible au niveau d’extrait éthananolique (9.7 mm) pour
Condida albicans clinique.

Les résultats obtenus a partir des tests effectuer sur les deux souches de Candida albicans

pour déterminer son activité antimicrobienne sont résumés dans la figure 57.
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Figure 57: Diamétre de zone d’inhibition en fonction des extraits de Camellia sinensis L

sur la croissance de Candida albicans

5.6. Résultat de I’activité antimicrobienne des extraits d’Erica multiflora L
Les résultats obtenus de 1’activité antibactérienne des extraits aqueux et organiques d’Erica
multiflora L par la méthode M.C.Mathabe nous montrent une large variation des diametres
des zones d’inhibition atteignant les 25.3 mm selon la souche et en fonction de nature
d’extrait.

» Sur lacroissance d’E. coli
En effet, la comparaison de deux souches E. coli ATCC 25922 et clinique, nous révéle que les
extraits aqueux d’Erica multiflora L sont moyennement actifs, elles présentent une
sensibilisation plus ou moins modérée sur les deux souches d’E. coli avec des diameétres des
zones d’inhibition allant de 14.7 mm au 8.3 mm pour E. coli ATCC 25922 contre 8.3 mm au
9 mm pour E. coli clinique avec les extraits d’infusion au bout de 15 minutes a 6 g et 1’extrait
d’infusion au bout de 10 minutes a 3 g respectivement a I’exception des extraits organiques
qu’ont signalées aucune sensibilité sur les deux souches.
Le diamétre de la zone d’inhibition de pouvoir antibactérien sous ’effet des extraits d’Erica

multiflora L sur les deux souches d’E. coli est présenté dans la figure 58.
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Figure 58: Diamétre de zone d’inhibition en fonction des extraits d’Erica multiflora L

sur la croissance d’E. coli

» Sur la croissance de Proteus mirabilis

Les extraits aqueux d’Erica multiflora L préparés a déférentes concentrations (1,5 - 3 - 6 et 10
9/100 ml) de matiére végétale, en engendré en moyenne des zones d’inhibition sur la
croissance des germes par comparaison aux extraits organiques d’espeéce végétale qui n’a
rapporté aucun effet sur la croissance des germes, dont une moyenne du (16.7 mm, 8.3 mm)
pour la souche de Proteus mirabilis clinique et du (13.7 mm et 8.3 mm) pour la souche
Proteus mirabilis ATCC 7002.

La figure 59 regroupe les déférents résultats obtenus sur 1’étude de I’activité antibactérienne

des extraits d’Erica multiflora L sur les deux souches de Proteus mirabilis.
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Figure 59: Diamétre de zone d’inhibition en fonction des extraits d’Erica multiflora L

sur la croissance de Proteus mirabilis

» Sur la croissance de Klebsiella pneumoniae
Apparemment, les extraits organiques de ’espéce végétale Erica multiflora L n’ont présenté
aucun effet inhibiteur sur la croissance de 1’espéce bactérienne Klebsiella pneumoniae.
Aussi, il a été remarqué que les extraits aqueux préparés a différentes concentrations de
matiére végétale exercent des effets inhibiteurs comparables sur la croissance de Klebsiella
pneumoniae ATCC 27736 et cliniques; les nombres moyens des zones d’inhibition sont
estimés a (13 mm, 12 mm et 8.7 mm) pour la souche clinique et (11.7 mm et 8.3 mm) pour la
souche de référence et cela avec I’extrait d’infusion au bout de 15 minutes avec 1,5 g, I’extrait
de digestion au bout de 180 minutes avec 10 g et ’extrait de décoction au bout de 5 minutes
avec 10 g respectivement.
Nous avons rapportes les résultats tirer de test de pouvoir antibactérien effectuer sur les deux
souches de Klebsiella pneumoniae avec les défférentes extraits d’Erica multiflora L et se sont
présentées dans la figure 60.
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Figure 60: Diamétre de zone d’inhibition en fonction des extraits d’Erica multiflora L

sur la croissance de Klebsiella pneumoniae

» Sur la croissance de Pseudomonas aerogenosa

L’ensemble des extraits aqueux préparés a 1.5, 3, 6 et 10 g/100 ml de matiéres végétales ont
provoqué une réduction moyenne sur la croissance de Pseudomonas aerogenosa traduisait par
des valeurs allant de 8 mm a 14.33 mm pour la souche Pseudomonas aerogenosa ATCC
27853 avec I’extrait d’infusion au bout de 5 minutes avec 1,5 g et I’extrait d’infusion au bout
de 15 minutes avec 3 g, respectivement et des chiffres allant de 9 mm a 12 mm pour la souche
de Pseudomonas aerogenosa clinique avec 1’extrait d’infusion au bout de 10 minutes avec 1.5
g et I’extrait de décoction au bout de 5 minutes avec 10 g, respectivement.

Toutefois, aucune zone d’inhibition n’est observée avec les extraits organiques figure 61.

Les résultats de la mesure de diamétre des zones d’inhibition issu suite au test de pouvoir
antimicrobien exercer par les extraits d’Erica multiflora L sur les deux souches de

Pseudomonas aerogenosa sont regroupées dans la figure 61.
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Figure 61: Diamétre de zone d’inhibition en fonction des extraits d’Erica multiflora L

sur la croissance de Pseudomonas aerogenosa

» Sur la croissance de Staphylococcus aureus

Les extraits d’Erica multiflora L ont provoqués une inhibition marquante allant de (11.3 mm,
19 mm et 25 mm) pour Staphylococcus aureus ATCC 33862 contre des zones d’inhibition
allant de (0 mm, 13 mm et 15 mm) pour Staphylococcus aureus clinique avec 1’extrait de
dichlorométhane au bout de 72 heures avec 25 g et I’extrait d’infusion au bout de 15 minutes
avec 1,5 g et I’extrait d’infusion au bout de 15 minutes avec 6 g, respectivement.

On signale ici qu’il y a une résistance des deux souches avec les extraits d’éthanol et éther de
pétrole.

Les résultats concernant 1’étude de pouvoir antimicrobien d’Erica multiflora L sur les deux

souches de Staphylococcus aureus sont présentées dans la figure 62.
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Figure 62: Diamétre de zone d’inhibition en fonction des extraits d’Erica multiflora L

sur la croissance de Staphylococcus aureus

» Sur lacroissance de Candida albicans

D’aprés la figure 63, le pouvoir antibactérien des extraits d’Erica multiflora L a marqué une
large inhibition traduisait par des zones d’inhibition allant de 11.7 mm a 25.3 mm pour la
souche de référence Condida albicans ATCC 10231 avec I’extrait de méthanol et de digestion
et contre des zones allant de 8 mm a 22 mm pour la souche clinique avec ’extrait de
décoction au bout de 15 minutes, a 10 g et I’extrait d’infusion au bout de 5 minutes, au 6 g de
matériel végétale, respectivement.

En revanche, les deux souches ont manifesté une certaine résistance variable contre les
extraits d’éther de pétrole et dichlorométhane.

La figure 63 résume les déférentes résultats obtenus suite au test de pouvoir antimicrobien des

extraits d’Erica multiflora L sur les deus souches de Candida albicans.
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Figure 63: Diametre de zone d’inhibition en fonction des extraits d’Erica multiflora L

sur la croissance de Candida albicans

5.7. Résultat de la détermination de Concentration Minimal Inhibitrice CMI

5.7.1. Nigella sativa L

Nous avons rapportées les défférentes résultats obtenus suite au test de détermination de la
concentration minimale inhibitrice dans le tableau 30.

Tableau 30: Résultats de la Concentration Minimal Inhibitrice CMI en (mg/ml) d’huile

essentielle de Nigella sativa L relatives aux différentes souches microbiennes étudiées

Microorganisme CMI en (mg/ml)
Bactérie Gram négatif E. coli ATCC 25922 0,312
Clin 0,625
Proteus mirabilis ATCC 7002 0,625
Clin 0,625
Klebsiella pneumoniae ATCC 27736 0,312
Clin 0,312
Pseudomonas aerogenosa ATCC 27853 0,625
Clin 1,250
Bactérie Gram positif Staphylococcus aureus ATCC 33862 0,078
Clin 0,156
Levure Candida albicans ATCC 10231 1,250
Clin 1,250

Clin: clinique



Du tableau 24, nous remarquons que les valeurs de CMI varient entre (1.25 — 0.078) mg/ml.
La souche Staphylococcus aureus ATCC 33862 a été la plus sensible 0.078 mg/ml.
5.7.2. Camellia sinensis L
» Sur la croissance de E. coli
Nous avons rapportées les defférentes résultats obtenus suite au test de détermination de la

concentration minimale inhibitrice dans le tableau 31.

Tableau 31: La Concentration Minimal Inhibitrice CMI en (mg/ml) des extraits de Camellia

sinensis L relatives aux souches d’E. coli; cliniques et référence ATCC 25922

Camellia sinensis L Souches
Extrait Concentration | Temps (minutes) REF E. coli CLI

(mg/ml) ATCC 25922 E. coli

Décoction par 10 /100 5 1,250 0,625

’eau distillée 10 1,250 0,625

15 0,625 0,625

Macération par 10 /100 4320 0,625 1,250
I’eau distillée

Digestion a 50 °C 10 /100 180 0,625 0,625

par I’eau distillée

Infusion par I’eau 0.8 /100 5 0,312 1,250

distillée 10 1.250 0,625

15 0,312 0,625

1.6 /100 5 0,625 0,312

10 0,312 0,625

15 0,312 0,312

3.2/100 5 0,625 0,156

10 0,625 0,625

15 0,039 0,312

Ether de pétrole 25 /150 4320 1,250 1,250

Dichlorométhane 25 /150 4320 1,250 1,250

Méthanol 25 /150 4320 - -

Ethanol 25 /150 4320 1,250 1,250

(Digestion + 25 /150 (180 + 180) 1,250 1,250
décoction) par
I’eau distillée

(-): Résistante; non exécuté

Du tableau 31, nous avons remarqué que les valeurs de CMI varient entre (1.25 — 0.039)
mg/ml. La souche E. coli ATCC 25922 a été la plus sensible, elle a été sensible avec I’extrait
d’infusion 0.039 mg/ml au bout de 15 minute a 3,2 g contre la valeur de CMI 0.156 mg/ml

qui a été signalé avec 1’extrait d’infusion au bout de 5 minute a 3,2 g avec E. coli clinique.




Par ailleurs, les extraits organiques de I’espéce végétal Camellia sinensis L ont sensibilisé les
deux souches a une CMI de 1.25 mg/ml.

» Sur la croissance de Proteus mirabilis
Nous avons résumes les résultas de détermination de concentration minimale inhibitrice de

Camellia sinensis L sur les deux souches de Proteus mirabilis dans le tableau 32.

Tableau 32: La Concentration Minimal Inhibitrice CMI en (mg/ml) des extraits de Camellia

sinensis L relatives aux souches de Proteus mirabilis; cliniques et référence ATCC 7002

Camellia sinensis L Souches
Extrait Concentration | Temps (minutes) REF CLI
(mg/ml) Proteus mirabilis | Proteus mirabilis
ATCC 7002
Décoction par 10/100 5 0,078 0,625
I’eau distillée 10 0,156 0,625
15 0,156 1,250
Macération par 10/100 4320 0,625 -
’eau distillée
Digestion a 50 °C 10/100 180 0,039 0,625
par I’eau distillée
Infusion par I’eau 0.8 /100 5 0,156 0,156
distillée 10 0,156 0,156
15 0,156 1,250
1.6 /100 5 0,156 0,078
10 0,312 0,078
15 0,156 0,156
3.2/100 5 0,312 0,156
10 0,625 0,156
15 0,078 0,039
Ether de pétrole 25 /150 4320 0,312 0,625
Dichlorométhane 25 /150 4320 0,312 1,250
Méthanol 25 /150 4320 0,039 0,156
Ethanol 25 /150 4320 0,625 1,250
(Digestion + 25 /150 (180 + 180) 0,312 1,250
décoction) par
I’eau distillée

(-): Résistante; non exécuté

Le tableau 32, montre que les valeurs de CMI des extraits sont actives sur les deux souches de
Proteus mirabilis; ATCC 7002 et clinique. Les valeurs de CMI obtenus de cette étude
expéerimentale avec les déférentes extraites de Camellia sinensis L donne des valeurs qui varie
entre (1.25 et 0.039) mg/ml. La grande valeur de concentration minimale inhibitrice été

observée sur Proteus mirabilis clinique avec les extraits d’infusion au bout de 15 minutes a




0,8 g de matériel végétale a 100 ml d’eau ainsi qu’avec les extraits de dichlorométhane,

éthanol et de digestion + décoction.

En revanche, Proteus mirabilis ATCC 7002 a été la moins sensible aux extraits de Camellia

sinensis L avec des valeurs enregistrées au dessus de 0.625 mg/ml.

» Sur la croissance de Klebsiella pneumoniae

Les résultats concernant 1’étude de détermination de la concentration minimale inhibitrice de

Camellia sinensis L sur les deux souches de E. coli sont présentés dans le tableau 33.

Tableau 33: La Concentration Minimal Inhibitrice CMI en (mg/ml) des extraits de Camellia

sinensis L relatives aux souches de Klebsiella pneumoniae; cliniques et référence ATCC

27736
Camellia sinensis L Souches
Extrait Concentration | Temps (minutes) REF CLI
(mg/ml) Klebsiella Klebsiella
pneumoniae pneumoniae
ATCC 27736
Décoction par 10/100 5 0.312 0.625
’eau distillée 10 0.625 1.250
15 0.156 0.625
Macération par 10/100 4320 1.250 -
I’eau distillée
Digestion a 50 °C 10/100 180 0.156 1.250
par I’eau distillée
Infusion par I’eau 0.8/100 5 0.312 0.312
distillée 10 0.625 0.156
15 0.156 0.312
1.6 /100 5 0.156 0.312
10 0.156 0.625
15 0.156 1.250
3.2/100 5 0.312 0.625
10 0.312 1.250
15 0.312 0.625
Ether de pétrole 25 /150 4320 0.156 0.625
Dichlorométhane 25 /150 4320 0.312 0.625
Méthanol 25 /150 4320 0.625 0.156
Ethanol 25 /150 4320 0.625 1.250
(Digestion + 25 /150 (180 + 180) 0.625 0.625

décoction) par
I’eau distillée

(-): Résistante; non exécuté




Les extraits de Camellia sinensis L ont été active sur la souche de Klebsiella pneumoniae

ATCC 27736 plus que clinique car ce dernier a donné des valeurs supérieur (0.156, 0.312)

mg/ml a celle donne sur la souche Klebsiella pneumoniae ATCC 27736 (1.25, 0.625) mg/ml

avec les extraits de digestion au bout de 3 heures a 10 g et extrait de dichlorométhane au bout

de 3 jours a 25 g de Camellia sinensis L respectivement.

» Sur la croissance de Pseudomonas aerogenosa

Les résultats de ’étude de la détermination de CMI des extraits de Camellia sinensis L sur

les deux souches de Pseudomonas aerogenosa sont résumes dans le tableau 34.

Tableau 34: La Concentration Minimal Inhibitrice CMI en (mg/ml) des extraits de Camellia

sinensis L relatives aux souches de Pseudomonas aerogenosa; cliniques et référence ATCC

27853
Camellia sinensis L Souches
Extrait Concentration | Temps (minutes) REF CLI
(mg/ml) Pseudomonas Pseudomonas
aerogenosa aerogenosa
ATCC 27853
Décoction par 10/100 5 0.039 0.156
’eau distillée 10 0.078 0.156
15 0.156 0.312
Macération par 10 /100 4320 1.250 -
I’eau distillée
Digestion a 50 °C 10 /100 180 0.078 0.312
par I’eau distillée
Infusion par I’eau 0.8 /100 5 0.078 1.250
distillée 10 0.078 0.312
15 0.156 0.156
1.6 /100 5 0.078 0.312
10 0.156 -
15 0.156 0.312
3.2/100 5 0.156 0.312
10 0.156 0.156
15 0.156 0.156
Ether de pétrole 25 /150 4320 0.039 0.312
Dichlorométhane 25 /150 4320 0.156 0.625
Méthanol 25 /150 4320 0.039 0.312
Ethanol 25 /150 4320 0.039 1.250
(Digestion + 25 /150 (180 + 180) 0.312 0.312
décoction) par
I’eau distillée

(-): Résistante; non exécuté




Les extraits de Camellia sinensis L ont provoqués une inhibition sur la croissance des deux
souches de Pseudomonas aerogenosa traduisait par des valeurs de CMI qui en atteints une
moyenne de 1.25 mg/ml.

Au méme temps, la souche de référence a été fortement sensibilisé par les extraits organiques
de Camellia sinensis L 0.039 mg/ml et qui a marqué une valeur de CMI du 1.25 mg/ml avec
I’extrait de macération au bout de 3 jours par comparaison au souche clinique qui a été
moyennement sensible avec les extraits organiques avec des valeurs de CMI allant de (0.312
au 1.25) mg/ml, tableau 34.

» Sur la croissance de Staphylococcus aureus
La détermination de la CMI des extraits de Camellia sinensis L des deux souches de

Staphylococcus aureus ont donné les résultats suivants consignés dans le tableau 35.



Tableau 35: La Concentration Minimal Inhibitrice CMI en (mg/ml) des extraits de Camellia
sinensis L relatives aux souches de Staphylococcus aureus; cliniques et référence ATCC
33862

Camellia sinensis L Souches
Extrait Concentration | Temps (minutes) REF CLI
(mg/ml) Staphylococcus Staphylococcus
aureus aureus
ATCC 33862
Décoction par 10 /100 5 - 0.156
I’eau distillée 10 - 0.156
15 - 0.078
Macération par 10 /100 4320 - 1.250
I’eau distillée
Digestion a 50 °C 10 /100 180 - 0.156
par I’eau distillée
Infusion par I’eau 0.8/100 5 - 0.312
distillée 10 - 0.156
15 - 0.156
1.6 /100 5 - 0.156
10 - 0.078
15 - 0.078
3.2/100 5 - 0.156
10 - 0.078
15 - 0.078
Ether de pétrole 25 /150 4320 0.078 0.078
Dichlorométhane 25 /150 4320 0.078 0.156
Méthanol 25 /150 4320 0.078 0.039
Ethanol 25 /150 4320 0.156 0.625
(Digestion + 25 /150 (180 + 180) 0.156 0.312
décoction) par
I’eau distillée

(-): Résistante; non exécuté

A la lumiére de tableau 35, nous pouvons noter que la souche Staphylococcus aureus ATCC
33862 a été résistante aux extraits aqueux et fortement sensible aux extraits organiques avec
des valeurs de CMI de (0.156 et 0.078) mg/ml avec les extraits d’éthanol, digestion +
décoction et I’extraits d’éther de pétrole, dichlorométhane et méthanol respectivement.

Par contre, la souche clinique a été moyennement sensible avec la totalité des extraits avec
des valeurs comprises entre (0.625 et 0.078) mg/ml.

» Sur la croissance de Candida albicans
Les résultats obtenus a partir des tests effectués sur les deux souches de Candida albicans

pour déterminer son CMI sont résumés dans le tableau 36.




Tableau 36: La Concentration Minimal Inhibitrice CMI en (mg/ml) des extraits de Camellia
sinensis L relatives aux souches de Candida albicans; cliniques et référence ATCC 10231

Camellia sinensis L Souches
Extrait Concentration | Temps (minutes) REF CLI
(mg/ml) Candida albicans | Candida albicans
ATCC 10231
Décoction par 10/100 5 0.156 0.156
I’eau distillée 10 0.156 0.156
15 0.156 0.312
Macération par 10 /100 4320 0.312 0.625
I’eau distillée
Digestion 4 50 °C 10 /100 180 0.078 0.156
par I’eau distillée
Infusion par I’eau 0.8 /100 5 0.156 0.156
distillée 10 0.156 0.156
15 0.156 0.156
1.6 /100 5 0.156 0.156
10 0.078 0.312
15 0.156 0.156
3.2/100 5 0.156 0.312
10 0.156 0.312
15 0.156 0.312
Ether de pétrole 25 /150 4320 0.625 0.312
Dichlorométhane 25 /150 4320 0.156 0.312
Méthanol 25 /150 4320 0.078 0.156
Ethanol 25 /150 4320 0.312 1.250
(Digestion + 25 /150 (180 + 180) 0.312 -
décoction) par
I’eau distillée

(-): Résistante; non exécuté

En effet, la comparaison de deux souches de Condida albicans ATCC 10231 et clinique
tableau 36, nous révéle que les extraits aqueux et organiques de Camellia sinensis L sont
fortement actifs. Elles présentes une sensibilisation plus ou moins modeérée sur les deux
souches de Condida albicans avec des valeurs de CMI allant de (0.078 au 0.625) mg/ml pour
Condida albicans ATCC 10231 contre 0.156 mg/ml au 1.25 mg/ml pour Condida albicans
clinique avec les extraits de digestion au bout de 3 heures a 10 g de Camellia sinensis L et
I’extrait d’éthanol au bout de 72 heures & 25 g de Camellia sinensis L respectivement.

5.7.3. Erica multiflora L

» Sur la croissance d’E. coli
La détermination de CMI sous I’effet des extraits d’Erica multiflora L sur les deux souches

d’E. coli est présentée dans le tableau 37.




Tableau 37: La Concentration Minimal Inhibitrice CMI en (mg/ml) des extraits d’Erica

multiflora L relatives aux souches d’E. coli; cliniques et référence ATCC 25922

Erica multiflora L Souches
Extrait Concentration | Temps (minutes) REF E. coli CLI
(mg/ml) ATCC 25922 E. coli
Décoction par 10/100 5 1.250 -
I’eau distillée 10 1.250 1.250
15 1.250 -
Maceération par 10/100 4320 1.250 -
I’eau distillée
Digestion 4 50 °C 10 /100 180 0.312 1.250
par I’eau distillée
Infusion par I’eau 1.5/100 5 1.250 1.250
distillée 10 - -
15 1.250 1.250
3/100 5 0.625 1.250
10 1.250 1.250
15 1.250 1.250
6 /100 5 1.250 1.250
10 0.625 0.625
15 0.156 1.250
Ether de pétrole 25 /150 4320 - -
Dichlorométhane 25 /150 4320 - -
Méthanol 25 /150 4320 - -
Ethanol 25 /150 4320 - -
(Digestion + 25 /150 (180 + 180) - -
décoction) par
I’eau distillée

(-): Résistante; non exécuté

Apparemment, les extraits organiques de 1’espéce végétale Erica multiflora L n’ont pas été
exécutés car elles ne présentent aucun effet inhibiteur sur la croissance de deux souches de E.
coli.

Au contraire, les extraits aqueux ont faiblement sensibilisé la souche E. coli clinique car on a
enregistré des valeurs élevées de CMI 1.25 mg/ml. Par ailleurs, E. coli ATCC 25922 a donné
des valeurs comparables a celle d’E. coli clinique sauf avec 1’extrait d’infusion au bout de 15
minutes a 6 g et I’extrait de digestion qui ont enregistré des valeurs de CMI (0.312, 0.156)
mg/ml respectivement, tableau 37.

» Sur la croissance de Proteus mirabilis
Le tableau 38 regroupe les déférents résultats obtenus sur 1’étude de la détermination de la

CMI des extraits d’Erica multiflora L sur les deux souches de Proteus mirabilis.




Tableau 38: La Concentration Minimal Inhibitrice CMI en (mg/ml) des extraits d’Erica
multiflora L relatives aux souches de Proteus mirabilis; cliniques et référence ATCC 7002

Erica multiflora L Souches
Extrait Concentration | Temps (minutes) REF CLI
(mg/ml) Proteus mirabilis | Proteus mirabilis
ATCC 7002
Décoction par 10 /100 5 1.250 0.312
’eau distillée 10 0.625 1.250
15 1.250 1.250
Macération par 10 /100 4320 0.625 0.625
I’eau distillée
Digestion a 50 °C 10 /100 180 0.625 0.312
par I’eau distillée
Infusion par I’eau 1.5/100 5 0.625 -
distillée 10 1.250 -
15 1.250 1.250
3/100 5 0.625 1.250
10 0.625 0.312
15 0.625 0.312
6 /100 5 0.312 0.625
10 0.625 0.312
15 0.625 0.078
Ether de pétrole 25 /150 4320 - -
Dichlorométhane 25 /150 4320 - -
Meéthanol 25 /150 4320 - -
Ethanol 25 /150 4320 - -
(Digestion + 25 /150 (180 + 180) 0.625 -
décoction) par
I’eau distillée

(-): Résistante; non exécuté

Globalement, les extraits aqueux d’Erica multiflora L ont provoqué une inhibition sur la
croissance des germes avec des valeurs de CMI allant de (0.078 a 1.25) mg/ml.

Ainsi, ces extraits aqueux ont inhibiez la croissance de Proteus mirabilis ATCC 7002 avec
des valeurs comprise entre (1.25 et 0.625) mg/ml. Par contre, la souche clinique a été plus
sensible aux extraits d’Erica multiflora L ou on signale des valeurs plus bas de I’ordre de
(0.078, 0.312) mg/ml avec I’extrait d’infusion au bout de 15 minutes a 6 g et ’extrait de
digestion au bout de 3 heures et I’extrait d’infusion au bout de 5, 10 minutes a 3 g de matériel

végetale respectivement, tableau 38.




» Sur la croissance de Klebsiella pneumoniae

Nous avons rapportés les résultats tirer de test de CMI effectuer sur les deux souches de

Klebsiella pneumoniae avec les déférentes extraits d’Erica multiflora L et se sont présentées

dans le tableau 24.

Tableau 39: La Concentration Minimal Inhibitrice CMI en (mg/ml) des extraits d’Erica

multiflora L relatives aux souches de Klebsiella pneumoniae; cliniques et référence ATCC

27736
Erica multiflora L Souches
Extrait Concentration | Temps (minutes) REF CLI
(mg/ml) Klebsiella Klebsiella
pneumoniae pneumoniae
ATCC 27736
Décoction par 10 /100 5 - 1.250
I’eau distillée 10 0.625 0.625
15 1.250 1.250
Macération par 10 /100 4320 1.250 0.625
I’eau distillée
Digestion a 50 °C 10 /100 180 - 0.312
par I’eau distillée
Infusion par I’eau 1.5/100 5 0.625 -
distillée 10 1.250 -
15 0.625 0.312
3/100 5 1.250 1.250
10 - 0.625
15 - 1.250
6 /100 5 0.625 0.625
10 1.250 0.625
15 1.250 1.250
Ether de pétrole 25 /150 4320 - -
Dichlorométhane 25 /150 4320 - -
Méthanol 25 /150 4320 - -
Ethanol 25 /150 4320 - -
(Digestion + 25 /150 (180 + 180) 1.250 1.250
décoction) par
I’eau distillée

(-): Résistante; non exécuté

Du tableau 39, aprés la détermination de la concentration minimale inhibitrice on a pu juger

que les deux souches Klebsiella pneumoniae ATCC 27736 et clinique sont faiblement

sensible aux extraits d’Erica multiflora L vu les hautes valeurs de CMI comprise entre (1.25

et 0.625) mg/ml, au méme temps elle a été resistante vis-a-vis des extraits organiques.




» Sur la croissance de Pseudomonas aerogenosa
Les résultats de mesure de CMI issu suite au test par les extraits d’Erica multiflora L

sur les deux souches de Pseudomonas aerogenosa sont regroupés dans le tableau 40.

Tableau 40: La Concentration Minimal Inhibitrice CMI en (mg/ml) des extraits d’Erica
multiflora L relatives aux souches de Pseudomonas aerogenosa,; cliniques et référence ATCC
27853

Erica multiflora L Souches
Extrait Concentration | Temps (minutes) REF CLI
(mg/ml) Pseudomonas Pseudomonas
aerogenosa aerogenosa
ATCC 27853
Décoction par 10 /100 5 0.625 0.312
’eau distillée 10 0.625 1.250
15 0.625 0.625
Macération par 10 /100 4320 1.250 -
I’eau distillée
Digestion a 50 °C 10 /100 180 0.625 1.250
par I’eau distillée
Infusion par I’eau 1.5/100 5 1.250 -
distillée 10 0.625 1.250
15 0.625 1.250
3/100 5 0.312 0.625
10 0.625 -
15 0.156 0.625
6 /100 5 0.312 0.625
10 0.156 0.625
15 0.625 1.250
Ether de pétrole 25 /150 4320 - -
Dichlorométhane 25 /150 4320 - -
Méthanol 25 /150 4320 - -
Ethanol 25 /150 4320 - -
(Digestion + 25 /150 (180 + 180) 1.250 1.250
décoction) par
I’eau distillée

(-): Résistante; non exécuté

L’ensemble des extraits aqueux d’Erica multiflora L ont provoqué des inhibitions a des
hautes valeurs de CMI qui atteint (1.25 et 0.625) mg/ml.

Ce pendant il faut signalé que les extraits organiques n’ont pas été exécutés car elles ne
possédent aucun effet inhibiteur sur la croissance de Pseudomonas aerogenosa clinique et

référence, tableau 40.




» Sur la croissance de Staphylococcus aureus
Les résultats concernant 1’étude de détermination de la CMI des extraits d’Erica multiflora L

sur les deux souches de Staphylococcus aureus est donnée dans le tableau 41.

Tableau 41: La Concentration Minimal Inhibitrice CMI en (mg/ml) des extraits d’Erica
multiflora L relatives aux souches de Staphylococcus aureus; cliniques et référence ATCC
33862

Erica multiflora L Souches
Extrait Concentration | Temps (minutes) REF CLI
(mg/ml) Staphylococcus Staphylococcus
aureus aureus
ATCC 33862
Décoction par 10/100 5 0.625 1.250
’eau distillée 10 0.625 1.250
15 0.625 1.250
Macération par 10 /100 4320 0.312 0.625
I’eau distillée
Digestion a 50 °C 10 /100 180 0.312 0.625
par I’eau distillée
Infusion par I’eau 1.5/100 5 0.625 1.250
distillée 10 0.625 -
15 0.312 0.625
3/100 5 0.312 1.250
10 0.625 1.250
15 0.625 1.250
6 /100 5 0.625 0.312
10 0.156 0.625
15 0.156 0.625
Ether de pétrole 25 /150 4320 - -
Dichlorométhane 25 /150 4320 1.250 -
Méthanol 25 /150 4320 0.625 0.312
Ethanol 25 /150 4320 - -
(Digestion + 25 /150 (180 + 180) 0.625 0.312
décoction) par
I’eau distillée

(-): Résistante; non exécuté

Selon le tableau 41, les extraits d’Erica multiflora L ont présenté une certaine activité
modérée dont les CMI atteint une valeur moyenne de 0.156 mg/ml. Une bonne activité, pour
Staphylococcus aureus ATCC 33862 0.156 mg/ml a été remarquée avec 1’extrait d’infusion

au bout de 10 et 15 minutes a 6g de matériel végétale. Par contre la CMI la plus élevée 0.312




mg/ml qui a été enregistré sur Staphylococcus aureus clinique, avec 1’extrait de méthanol et

I’extrait de digestion + décoction.

On rapporte que les extraits d’éther de pétrole et éthanol n’ont pas été exécutée car elles n’ont

aucun effet inhibiteur sur les deux souches.

> Sur la croissance de Candida albicans

Le tableau 42 résume les déférents résultats obtenus suite au test de détermination de CMI des

extraits d’Erica multiflora L sur les deus souches de Candida albicans.

Tableau 42: La Concentration Minimal Inhibitrice CMI en (mg/ml) des extraits d’Erica

multiflora L relatives aux souches de Candida albicans; cliniques et référence ATCC 10231

Erica multiflora L Souches
Extrait Concentration | Temps (minutes) REF CLI
(mg/ml) Candida albicans | Candida albicans
ATCC 10231
Décoction par 10 /100 5 0.625 -
’eau distillée 10 0.625 1.250
15 1.250 1.250
Macération par 10 /100 4320 0.312 1.250
I’eau distillée
Digestion a 50 °C 10 /100 180 0.156 0.625
par I’eau distillée
Infusion par I’eau 1.5/100 5 0.625 1.250
distillée 10 0.625 1.250
15 0.625 0.625
3/100 5 0.312 1.250
10 0.312 0.312
15 0.312 0.312
6 /100 5 0.312 0.312
10 0.312 0.312
15 0.312 0.312
Ether de pétrole 25 /150 4320 - -
Dichlorométhane 25 /150 4320 - -
Méthanol 25 /150 4320 1.250 0.625
Ethanol 25 /150 4320 - 0.625
(Digestion + 25 /150 (180 + 180) 1.250 1.250
décoction) par
I’eau distillée

(-): Résistante; non exécuté

A la lumiére de tableau 42, nous pouvons noter que la levure Condida albicans ATCC 10231

a été résistante aux extraits d’éther de pétrole et dichlorométhane et fortement sensible aux




extraits aqueux avec des valeurs de CMI de (0.625 et 0.156) mg/ml avec les extraits de
décoction, d’infusion a 1,5 g et extraits de digestion respectivement.

Par contre, la souche clinique a été moyennement sensible avec des valeurs comprises entre
(1.25 et 0.312) mg/ml.



Discussion Générale



Discussion générale

Au cours des dernieres décennies, une attention particuliére a ciblé 1’utilisation des plantes
médicinales dans le traitement et le contrle de différentes pathologies conformément aux
recommandations de I’OMS.
En Algérie, la recherche des plantes dotées d’une activité pharmacologiques a connu ces
derniéres années un essor a travers les enquétes ethnopharmacologiques et 1’évaluation
scientifique de ces plantes, parmi elles; Nigella sativa L, Camellia sinensis L et Erica
multiflora L objets de ce travail.
Parmi ces plantes prometteuses, nous citons la nigelle qui est connue sous le nom vernaculaire
arabe «habet el-baraka» ou « habba sawda ». Notre prophete Mohammed au 7° siécle nous les
a recommandés [1] «Soignez-vous en utilisant la graine de nigelle, c’est un remede contre
tous les maux a I’exception de la mort ».
En outre, la préparation des tisanes joue un facteur primordial dans I’extraction des principes
actifs et le traitement envisagé; la décoction ou I’infusion sont souvent les méthodes de
préparation des plantes médicinales les plus utilisées et les plus citées dans la littérature. Dans
de trés rares cas, d'autres méthodes de préparation et d'utilisation ont été enregistrées comme
des applications directes du matériel végétal en poudre ou sous la forme d'inhalation de
vapeurs [2, 3]. Les limites majeures de ces modes de préparation sont le non-respect des
regles d'asepsie, la non-maitrise des posologies, le non contrdle des temps de préparation et
un défaut de conservation.
L’analyse approfondie de I’inventaire de plante dans notre étude nous a permis de dégager les
faits marquants suivants:
¢ l’islamisation du pays a joué¢ un rdle primordial dans le développement culturel
médicinal. Parmi les plantes citées comme antimicrobien Camellia sinensis L et
antilithiasiques Nigella sativa L, et certaines sont tirées directement du Coran et des
manuscrits religieux. C’est le cas notamment de; Nigella sativa, Zingiber officinale.
« Parmi les plantes citées, certaines sont communes avec d’autres pharmacopées
traditionnelles, surtout celles du bassin mediterranéen. Le brassage culturel favorise
I’échange de savoir-faire relatif aux systémes de soin traditionnels.
% Les habitudes alimentaires et les facteurs nutritionnels sont considérés comme la
pierre angulaire dans I’urolithiase, et du méme pour son traitement et prévention. La

cuisine algerienne est caractérisée par sa diversité et sa richesse en espéces végétales



(Iégumes, épices, fruits) utilisées a la fois comme ingrédients alimentaires et pour

leurs propriéteés thérapeutiques.
D'autres études systématiques sur la composition chimique, les actions pharmacologiques et
la toxicité des matiéres végétales seront nécessaires pour prouver leur valeur médicinale.
En outre, les mécanismes cellulaires et moléculaires des plantes enregistrées doivent encore
étre déterminés chez des modeles animaux et des informations détaillées sur leur utilisation, la
dureée et la posologie; doivent étre étudiees avant la prescription au profil de la santé humaine.
Dans ce contexte la présente étude constitue, une approche expérimentale a travers laquelle
nous contribuons a 1’évaluation de ’activité antilithiasique d’huile essentielle brute de la
partie aérienne (graine) de Nigella sativa L. Au méme temps, tester le pouvoir antimicrobien
avec Nigella sativa L, Camellia sinensis L et Erica multiflora L contre quelques germes
responsables d’induire une infection urinaire.
Les recherches préliminaires nous a permis de conclure que la plupart des activités
pharmacologiques sont attribuées a Camellia sinensis L [4, 5], Erica multiflora L [6, 7] et
I’huile essentielle de Nigella sativa L [8-17].
De ce fait, ceci nous a poussés a 1’étude in-vivo afin d’évaluer les effets antilithiasiques de
I’extrait huileux de Nigella sativa L, in-vitro pour déterminer le pouvoir antimicrobien de
Nigella sativa L, Camellia sinensis L et Erica multiflora L ainsi que la mise en évidence des
différentes familles de composés chimiques présents dans les extraits testes.
Les rendements les plus importants d’huile essentielle des graines de Nigella sativa L, feuilles
de Camellia sinensis L et feuilles et fleures de Erica multiflora L sont de 1’ordre de 1,82%,
34,6% et 26,6% du poids total, respectivement.
Toutefois, il est difficile de comparer ces résultats avec ceux de la bibliographie, car le
rendement n’est que relative et semble étre li¢ aux propriétés génétiques des graines ainsi qu’a
I’origine géographique, aux conditions et a la durée de stockage, de la récolte et aussi aux
solvants et méthodes d’extraction appliquées.
Phytochimie
Les tests phytochimiques réalisés sur Nigella sativa L, Camellia sinensis L et Erica multiflora
L montrent leurs richesse en plusieurs composés pouvant étre a l'origine des effets
antilithiasiques, antioxydants et antimicrobiens trouvés au cours de cette étude. La graine de
nigelle et les feuilles de thé vert, qui sont I’axe de cette contribution, contient la majorité de
composés décelés dans la plante ce qui peut étre ardemment lié a son efficacité.
Nigella sativa L est trés riche en saponosides, les huiles volatiles, les acides aminés, les

glucosides cardiotoniques [18], les alcaloides [19], les tannins, les flavonoides, calcium et



thymoquinone [19, 20]. Cependant, Erica multiflora L est riche en matiere de flavonoides, les
tannins, saponosides [21]. Camellia sinensis L a réclamé les mémes constituants que Nigella
sativa L [22-28].

Les composés phénoliques constituent un groupe vaste de molécules dont font partie les
tannins, les flavonoides, les coumarines, les anthraquinones, les phénols simples et les acides
phénoliques. Dans ce modeste travail, nous avons confirmé la richesse des trois plantes en
tannins. Ce dernier est, dans certaines conditions, un précurseur des flavonoides [29]. En ce
qui concerne les minéraux, les graines de Nigella sativa L, a semblé contenir des quantités
utiles de calcium (536 mg/g); ces montants étant comparables aux valeurs correspondantes
(572 mg/g) rapporté dans la littérature [30].

Récemment, la présence de TQ (Thymoquinone) en graine de Nigella sativa L a été
confirmée en utilisant des méthodes a rendement tres poussé (TLC) et la méthode (HPLC)
[20, 31]. Une méthode de (HPTLC) pour mesurer le constituant pharmacologiquement actif
(TQ) dans I'huile des graines de Nigella sativa L a été récemment décrite par Ghosheh et al
[32].

La totalité des composants volatils extraits par les solvants organiques montrent la présence
d'un pourcentage bas de Thymoquinone (2.7+0.05%). Ces résultats sont tout a fait semblables
a ceux obtenus par D'Antuono dans le cas d’hydrodistillation des graines de Nigella sativa L
provenus du Maroc [33] et d'lIran [34].

La composition chimique d’une plante refléte directement sa physiologie qui peut étre le
résultat d’une adaptation a un environnement. Pour discuter les teneurs en composés détectes
chez les trois plantes, il faut, avant tout, maitriser les notions de physiologie végétale.

Activité antilithiasique

La discussion du mode opératoire est souvent négligée malgré son importance capitale. Le
choix de la plante, la voie d’administration, I’induction de la pathologie ainsi que les
parameétres suivis sont des points essentiels a fixer afin d’avoir des résultats discutables.

Dans cette approche, nous avons fixé comme objectif 1’étude de ’activité antilithiasique de
I’huile essentielle de Nigella sativa L en suivant I’évolution de quelques paramétres urinaires
(Volumes, Oxalate, Phosphate, Calcium, Acide urique et Magnésium), biochimiques sériques
(Urée nitrogene BUN, Créatinine et 1’Acide urique) et finalement biochimiques rénaux
(Oxalate, Calcium et Phosphate).

Ces parameétres sont les plus recherchés dans la thérapie du la lithiase rénale.



Dans ce cadre, différents modéles expérimentaux d’induction de la lithiase urinaire sont
approuvées; parmi elles I’éthyléne glycol et chloride d’ammonium qui sont trés utilisées pour
son induction d’une urolithiase [35].

Dans la présente étude, 'administration chronique de 0,75% d’éthyleéne glycol et 1% de
chloride d’ammonium aux rats males Wistar a eu comme conséquence une hyperoxalurie.

Des études précédentes ont indiqué que l'administration d’éthyléne-glycol aux rats males
résulte la formation des calculs rénaux composées principalement d'oxalate de calcium apres
14 jours d’administration. Le précurseur principal d'acide oxalique dans les mammiferes est
I’acide glyoxalique [36].

Le mécanisme biochimique pour ce processus est lié & une augmentation de la concentration
urinaire en oxalate. La formation des calculs qu’est provoquée par une hyperoxalurie, et qui
cause en conséquence la plus grande conservation rénale et I'excrétion d'oxalate, d’autres
études plus t6t ont prouveé que la quantité de calculs formés chez les rats femelles était moins
significative par comparaison aux rats males [37]

Le dépot rénal en oxalate de calcium par 1’éthyléne glycol et chlorure d'ammonium chez les
rats est fréquemment employé. Chlorure d'ammonium est rapporté qu’elle accélere 1’induction
de lithiase rénale [38, 39].

La dose testée de NSGH est de 5 ml/kg [40]. De moment que ce dernier est doué d’une
activité antilithiasique remarquable.

La formation des calculs urinaires aura lieu en raison des changements quantitatives en
parametres urinaire, telle que I’hyperoxalurie et I’hypercalciurie, menant a la sursaturation
urinaire, qui se cristallise plus tard, on formant des agrégats et finalement des calculs [41-43].
La conversion oxydante enzymatique du glucolate en oxalate par I'intermédiaire de glyoxylate
est la voie métabolique principale impliquée dans la synthése endogéne d'oxalate. Les
perturbations enzymatiques sont les facteurs causatifs pour 1’hyperoxalurie idiopathique;
tandis que, l'absorption intestinale défectueuse de l'oxalate joue un réle essentiel dans
I’hyperoxalurie et en conséquence provoque une augmentation de la concentration urinaire en
oxalate [44].

L'excrétion d'oxalate et de calcium en urine ont été excessivement augmentées chez les rats
redu lithiasiques. Puisque il a été prouvé que I’hyperoxalurie est un facteur de risque plus
significatif dans la pathogénie des calcules rénaux que 1’hypercalciurie, les changements des
taux d'oxalate urinaires sont relativement beaucoup plus importants que ceux du calcium [45].
L’¢lévation de calcium urinaire est un facteur favorisant la nucléation et la précipitation de

CaOx ou apatite (CaPh) [46]. L'augmentation du depdt de calcium dans les reins et son



excrétion urinaire peut étre due au mal reabsorption tubulaire rénal [47]. L’huile essentielle de
Nigella sativa L diminue les taux d’oxalate et de calcium dans 1’urine et leurs rétentions dans
les reins. On a observé une augmentation remarquable en concentration urinaire en phosphate
chez des rats lithiasiques. L'excrétion urinaire en phosphate accrue avec l'oxalate semble
fournir un environnement approprié pour la formation des cristaux de CaPh, qui induit le
dépo6t de CaOx [48]. Le traitement avec I'extrait des graines de Nigella sativa L rétablie le
niveau de phosphate urinaire, en réduisant le risque de formation des calculs.

Dans l'urolithiase, les taux de filtration glomérulaires diminue (GFR), dues a I'obstruction de
la sortie d'urine par des calcules dans le systéme urinaire. En raison de ceci, des déchets, en
particulier des substances azotées telles que I'urée, créatinine et 1’acide urique qui
s’accumulent dans le sang [49]. En outre, la plus grande peroxydation de lipide et la
diminution du potentiel antioxydant ont été rapportés dans les reins des rats traités avec un
inducteur de lithiase [50, 51].

Dans ce contexte, il a été rapporté que l'oxalate peut induire la peroxydation de lipide et
endommager le tissu rénal par réaction avec des acides gras polyinsaturés dans les cellules de
membrane [52]. En parallele, Chez les mémes sujets, les niveaux sériques éleves de
créatinine, BUN et acide urique indiquent des dommages rénaux marqués. Cependant, dans la
médecine traditionnelle, Nigella sativa L est employé comme diurétique. En conséquence
accelere la dissolution des calcules préformées dans le régime préventif.

L'étude histopathologique a soutenu ces résultats. Les niveaux sériques nettement élevés en
BUN, créatinine et acide urique chez les rats lithiasiques étaient indicatifs de la nécrose en
avant de I'épithélium rénal. De cela, les dommages se sont localisés a la derniére partie de
néphron et le systeme collecteurs. Le taux élevé d’oxalate dans 1’urine et méme dans les reins
peuvent étre 'un des facteurs causatifs d’une dégénération peroxydative de 1'épithélium rénal.
Cependant, le traitement préventif empéche la peroxydation des lipides induits par I’oxalate et
cause la regénération de I'épithélium rénal.

Activité antioxydant

Diverses études ont déterminé expérimentalement les capacités des extraits naturelles a piéger
les radicaux libres. Cette activité dépend d’un certains nombre de paramétres; la dose, la
structure, les substituant et le degre de polymérisation de la molécule. Le DPPH est un radical
libre stable, qui accepte un électron ou un proton pour donner une molécule diamagnétique
stable. Il est tres utilisé dans le criblage des activités de piégeage des radicaux libres. Les
antioxydants réagissent avec le DPPH pour le convertir en a-a,diphényl-p-picryl-hydrazine,

de couleur jaune. Le degré de décoloration exprime le potentiel de piégeage de I’antioxydant.



On considere les terpeneoides, flavonoides, alcaloides et les tannins comme des substances
potentiellement antioxydants. Ce pendant, la présence de ces substances indique que nos
extraits sont dotés d’une activité antioxydante. Les meilleurs antioxydants naturels sont
I’huile essentielle Nigella sativa L et I’extrait méthanolique de Camellia sinensis L. Les
piégeurs les plus efficaces du radical libre DPPH sont ceux qui possédant des valeurs ECso les
plus basses: I’extrait méthanolique de Camellia sinensis L (214,41 ug/ml) et I’huile
essentielle Nigella sativa L (451,09 pg/ml)

Nos extraits, Camellia sinensis L, Erica multiflora L et I’huile essentielle de Nigella sativa L
sont actifs, cela est due surement a la complexit¢ d’extrait brute en substances
polyphénoliques et la synergie entre eux pour une meilleure activité antioxydante [53].

Des savants ont postulé les réactions selon lesquelles les composés phénoliques (AH)
interférent avec 1’oxydation des lipides en cédant leurs hydrogeénes aux radicaux lipidiques,

puis entrent en compétition avec les réactions de propagation [54].

ROO+AH — ROOH+A’
RO+AH—ROH+A’
ROO+A'—ROOA
RO+A" — ROA
RO+RH — ROOH+R’

L’efficacité de I’antioxydant (AH) augmente si la force de la liaison A-H est faible et le
radical (A) résultant doit étre le plus stable possible [54], chélateurs des ions métalliques [55,
56]. Plusieurs études ont montrés que les groupements hydroxyles dans les composés
phénoliques et flavonoides sont responsables de leurs pouvoirs antioxydants [57, 58], et aussi
les sites d’hydroxylation des différents noyaux affectent la potentialité antioxydante [59].

A des fins comparatives, un antioxydant standard est utilisé; ’acide ascorbique. Il a montré
une activité antiradicalaire trés puissante avec des ECso de 1’ordre de 104,07 pg/ml et un APR
de I’ordre de 0,0096.

Les extraits testés, représente des pouvoirs actifs avec des ECso de 1’ordre 214,41 pg/ml a
12248,57 ug/ml pour des APR qui varie de 0,0047 a 8,1642, respectivement.

En comparaison avec 1’antioxydant standard, on aura cet ordre;

Acide ascorbique > Camellia sinensis L > Nigella sativa L >>>> Erica multiflora L



Acide ascorbique est 2 fois plus actives que 1’extrait de Camellia sinensis L et 4 fois plus que
I’huile essentielle mais 118 fois plus actif que I’extrait d’Erica multiflora L. L’effet fort est
probablement attribué a leur richesse en composés phénoliques et en flavonoides. Ce dernier
possede une activité significativement supérieure (p<0,05), ceci peut étre dd a la contribution
des huiles essentielles ainsi qu’aux d’autres composés lipidiques dont 1’activité antiradicalaire
qui a été largement étudiée. Le carvacrol, le t-anthenol et le 4-terpineol aussi bien que la
thymoquinone, sont de puissants agents réducteurs du radical DPPH, et piégeurs du radical
hydroxyle [60].

L’activité antiradicalaire d’huile des graines de la nigelle et les feuilles de Camellia sinensis L
a été investiguée par [61] et [4], respectivement. Cette étude a été menée sur I’huile fixe et ses
fractions, en utilisant deux radicaux libres stables; le DPPH et le radical glavinoxyl. L activité
antiradicalaire manifestée par 1’huile brute a été interprétée par une action combinée des
différents antioxydants endogénes contenus dans 1’huile et elle est corrélée avec la teneur en
acides gras polyinsaturés, en composes insaponifiables et en phospholipides, de méme que la
valeur de peroxyde initiale d’huile brute.

Globalement, les résultats obtenus dans le présent travail indiquent 1’existence d’une
corrélation remarquable et significative entre le pouvoir antiradicalaire d’extrait de nigelle et
leurs composés phénoliques. Comme 1’on montré un grand nombre de travaux réalisés sur
I’activité antiradicalaire d’extraits des plantes [62-64].

En effet, les composés phénoliques et plus particulierement les flavonoides sont reconnus
comme des substances potentiellement antioxydants ayant la capacité de piéger les especes
radicalaires et les formes réactives de 1’oxygene, ’effet scavenger des flavonoides (FLOH)
est attribué a leur faible potentiel redox qui les rend thermodynamigquement capable de réduire
les radicaux libres (Re) par un transfert d’atome d’hydrogéne a partir des groupements
hydroxyle. Cette réaction donne naissance au radical aroxyle (FLOe¢) et a la molécule
radicalaire rendu stable (RH), le (FLOe¢) subira par la suite un réarrangement structurale
permettant la redistribution de I’électron célibataire sur le cycle aromatique et la stabilisation
de radicaux aroxyle [65].

Pouvoir antimicrobien

On note ici que la méthode utilisée est celle de Vincent, que le disque déposé a la surface du
milieu gélosé est chargé de 20 ul d’extrait naturel.

L’huile essentielle de Nigella sativa L et les extraits de Camellia sinensis L ont présenté une
puissante activité dont les diamétres des zones d’inhibition ont atteints les 24 mm, 32.7 mm

respectivement. Dans cette étude, 1’huile de Nigella sativa L et I’extrait méthanolique de



Camellia sinensis L ont manifestés comme des bons inhibiteurs de croissance sur les Gram*
que les Gram’; ce qu’est confirmé par [66-68]. Un certain nombre de composés issus de
plantes posseédent une activité considérable souvent contre les bactéries de Gram™ mais pas
contre les bactéries Gram™ de faite qu’elles sont dotés d’une barriére efficace a la
permeabilité, consistée en membrane externe, qui limite la pénétration des composés
exogenes et une resistance au multi-drug qui expulsent des toxines a travers cette barriére. 1l
est possible que l'inefficacité s’apparente a la plantes antimicrobiennes soit en grande partie
due a cette barriére [69].

Une bonne activité la plus élevée a été remarqué contre la souche S. aureus ATCC 33862
dont la valeur moyenne de I’auréole d’inhibition a été de 24 mm avec 1’huile de Nigella sativa
L mais 32,7 mm avec ’extrait méthanolique de Camellia sinensis L.

Nos résultats se concorde avec ceux trouvé par [70], qui parlent d’une trés bonne activité
antimicrobienne de S. aureus MTCC 737 et que 1’huile essentielle testé par la technique des
disques, les a permis d’obtenir des zones d’inhibitions de 18mm, 14mm ,16mm, 14mm contre
respectivement S. aureus, E. coli, K. pneumonia et P. aeroginosa.

La présence des composes biologiquement actifs tels que a-thujene, 2(1H)-naphthalenone, a-
pinéne, a-phellandrene, limonene, thymoquinone, myristicine etc.. en huile volatile de Nigella
sativa L ont contribué & I'activité antimicrobienne d'huile volatile [70-74].

Nous avons remarqué aussi, que C. albicans et P. aeroginosa (Clinique) se sont montré
insensibles contre I’action d’huile essentielle de la nigelle. Nos résultats se concordent avec
les travaux de [70, 75], observant une faible activité contre les mémes souches de Nigella

sativa L récolté de I’Inde.
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Conclusion générale

A I’issue de ce travail, il en ressort que la phytothérapie demeure une pratique encore
largement utilisée par la population algérienne pour le traitement de nombreuses maladies
dont la lithiase urinaire, malgré le développement socioéconomique et meilleur prise en
charge médicale des malades.

Notre pays est doté d’une biodiversité végétale immense et une grande partie de cette
flore est constituée par des especes médicinales qui restent a découvrir.

Ce présent travail a porté dans un premier temps 1’identification des groupes phytochimiques,
qui caracterisent les extraits des parties végétales des trois plantes choisis appartenant a des
biotopes et familles botaniques différentes. Dans un deuxiéme temps, la recherche d’activités
biologiques et les potentialités que peuvent avoir ces extraits in vitro et in vivo a savoir les

capacités antibactériennes, antifongiques, antioxydantes et antiurolithiasique.

Sur le plan phytochimique, les résultats montrent une composition riche et variée en
métabolites secondaires ou les flavonoides, saponosides, les acides aminés, les tannins et les
glycosides cardiotoniques ont caractérisé tous les extraits bruts, alors que les thymoquinones
et les alcaloides particularisent 1’espéce de Nigella sativa L. Nous nous sommes intéressés
plus a cette derniére pour déterminer les taux de Calcium et d’oxalate de 536 = 18,93 mg/g et

0,031 + 0,01 mg/g respectivement.

Les résultats de cette présente étude montrent clairement que les substances naturelles
sont capables d’inhiber la croissance des agents bactériens et fongiques qui sont responsables
d’induire une infection urinaire. Pour I’huile essentielle, cette inhibition est témoignée par des
diametres des aréoles (souches cliniques) allant de 12 a 15 mm pour les bactéries Gram™ et 21
mm pour les Gram* alors qu’elle est faible 09 mm pour la levure. Ces derniers sont soutenus
par des concentrations minimales inhibitrices CMI qui varient entre 0,156 et 1,250 mg /ml ;
alors qu’elle est importante avec les extraits aqueux et organiques de Camellia sinensis L., et
Erica multiflora L. avec des diamétres des zones d’inhibitions de 08 a 18,3 mm pour les
Gram’, 33,6 mm pour les Gram™ et 27 mm pour la levure. La CMI de ces derniers confirme

cela avec des concentrations allant de 0,039 au 1,250 mg /mL.

Les potentialités antioxydantes de différents extraits méthanoliques et aqueux sont

évaluées par piégeage directe des radicaux libres par la méthode du radical libre DPPH. Les



résultats in vitro, ont révélé des activités antioxydantes par I’ensemble des extraits bruts et
particulierement les extraits organiques. Un fort pouvoir de piégeage du DPPH similaire a
I’acide ascorbique exercé par I’huile essenticlle de Nigella sativa L et 1’extrait méthanolique
de Camellia sinensis L s’est manifesté; la valeur EC50 la plus basse est lue avec Erica
multiflora L (12248,57 pg/ml).

Les capacités antioxydantes révélées in vitro sont en relation directe avec le contenu
en metabolites secondaires de chaque extrait dépendent de I’ensemble des substances
antioxydants, de leur nature, leur quantité, leur structure et de toutes les interactions
moléculaires qui peuvent agir de fagon synergique pour faire hausser cette activité. Cette
étude suggere que non seulement les composés phénoliques sont les substances antioxydants
par excellence mais d’autres substances non phénoliques pouvant étre des antioxydants plus
efficaces et plus puissantes et que les espéces les plus riches en polyphénols ne sont pas pour

autant de bons antioxydants.

Dans ce travail, les effets néphroprotectifs et antiurolithiasiques d’huile des graines de
Nigella sativa L (NS), qui est une plante algérienne traditionnelle généralement connue sous
le nom de Habba souda, a été évalué. Cette étude a été menée pour déterminer si I’huile
essentielle pourrait empécher ou réduire I'agrégation de calculs d'oxalate de calcium dans les
néphrolithiases expérimentales chez les rats Wistar.

L’huile a été administrée oralement et quotidiennement, pendant 28 jours aux rats
néphrolithiasiques a une dose de 5 ml/kg. Les parameétres tels que : le poids corporel, le
volume urinaire, 1’oxalate, le phosphate, I’index rénal, le niveau créatinine sérique, 1’acide
urique sérique, I’urée sérique et les ions (Ca?*, Mg?*), ont été évalués durant et aprés 28 jours
de traitement chez les rats. En outre, une étude histopathologique des coupes colorées avec
I’hématoxyline et éosine des reins a été réalisee.

L'effet des extraits a pu étre avantageux en empéchant la rétention des calculs
urinaires, en réduisant la nécrose rénale et empéchant ainsi la rétention cristalline. Il est en
ressort que I’huile a pu apporter des grammes de gains +32,53 g (p < 0,01) et augmentation de
volume urinaire ce qu’explique I’effet diurétique 27,83 ml contre 9,33 ml chez les rats
normaux en maintenant les taux des parametres biochimiques urinaires (p < 0,01). Les
résultats des coupes histologiques témoignent sur 1’effet protecteur d’huile essentielle.

Dans ce travail, le traitement des rats lithiasiques par I’extrait I’huileux permet la mise
en évidence d’un effet chémoprotecteur et préventif de ces substances contre I’induction de la

lithiase urinaire.



Les principaux résultats de 1’analyse pharmacologique de I’huile essentielle de notre
plante sélectionnée pour cette étude; (Nigella sativa L) montrent bien que son extrait possede

un effet antilithiasique chez les rats de laboratoire.

Potentiellement, les plantes médicinales antilithiasique et antimicrobiennes peuvent
offrir une large réponse au probléme complexe de la lithiase rénale et des perspectives
thérapeutiques pour une meilleure prise en charge. En effet, elles peuvent jouer un réle
d’adjuvant alimentaire a titre préventif, ou augmenter I’efficacité d’agents antilithiasiques
oraux afin de retarder I’apparition des complications dégénératives de la pathologie. Elles
permettent également de lutter contre les effets délétéres, tel que le stress oxydatif et la
lipopéroxydation.

Dans ce contexte, les résultats de la recherche de mécanismes d’action de ces
composés montrent une activité antioxydante permettant la neutralisation des radicaux libres

0Xxygeénés génerés au niveau des cellules du parenchyme rénale.

Suivant les résultats qu’on a obtenu expérimentalement, nous pouvons prédire que les
huiles essentielles sont plut6t des antimicrobiennes et des agents antioxydants de premiére
classe.

Cependant, comme le recommande 1I’OMS, la validation d’usage des drogues
végétales comme remede traditionnel dans le traitement du la lithiase urinaire devrait passer
par I’évaluation de leur efficacité, de leur innocuité et la standardisation de leur emploi. Il
pourrait constituer un moyen complémentaire dans le traitement du la lithiase urinaire et
introduit dans le systeme de soin conventionnel. En effet, les plantes médicinales se
caractérisent souvent par leur teneur en plusieurs composés actifs doués de modes d’action

différents.

Enfin, la mise en ceuvre de plantes médicinales reste un axe de recherche majeur qui

devrait s’accomplir au travers de nouvelles collaborations notamment en pharmacologie.



Annexe



Exploration étiologique de la pathologie de lithiase urinaire
1. Laclinique
Elle constitue la premiére étape dans 1’exploration, par 1’interrogatoire dont nous recherchons
toutes les donneées relatives a la maladie lithiasique urinaire (antécédents lithiasique..), enfin
I’examen clinique recherche les signes de gravité, et les manifestations pouvant étres en
relation avec une autre co-morbidité.
2. La radiologie
Elle est nécessaire pour objectiver la maladie lithiasique urinaire, et pour le suivi.
Les moyens radiologiques les plus courant sont: la radiologie standard, la tomodensitométrie,
I’échographie, et dans une moindre proportion 1’imagerie par résonance magnétique.
3. La biologie
L’exploration biologique des facteurs de risques de la maladie lithiasique doit étre réalisée, en
externe, dans les conditions habituelles d’activité, d’alimentation et de boissons du patient.
Idéalement, le bilan métabolique est guidé par les résultats de 1’analyse morpho-
constitutionnelle, et est débuté six semaines apres un épisode lithiasique (colique néphrétique)
ou une manceuvre thérapeutique (lithotripsie).
Le bilan biologique a réaliser comporte :
Un bilan sanguin, avec :

» glycémie a jeun
calcium
phosphore
créatinine
urée
acide urique
parathormone(PTH) intacte
chlore

réserve alcaline

S V V V V V V V V

Un bilan urinaire, avec :
créatinine

urée

acide urique
calcium

sodium

V V V VYV V V

volume urinaire



» densité urinaire
» bandelette urinaire (BU) et/ou étude cytobactériologique des urines (ECBU)
» cristallurie
4. Analyse morpho-constitutionnelle
4.1. Etude de la cristallurie
La cristallurie résulte d'une sursaturation urinaire et, plus précisément, d'une rupture
d'équilibre entre promoteurs et inhibiteurs de la cristallisation urinaire.
La cristallurie peut s‘observer en dehors de tout contexte pathologique, toutefois, la présence
de cristaux particuliers (cystine, struvite par exemple), méme en absence de signes cliniques,
doit orienter vers des processus pathogénes spécifiques.
L’étude de la cristallerie, se fait selon le schéma suivant :
+ Recueil des urines
1% urines du réveil, couvrant une longue période du nycthémére, et correspondant a une
sursaturation souvent importante, conservées entre 20°C et 37°C; jamais a 4°C et examinées
au laboratoire dans les 2 heures
» Préparation de I’échantillon: urine homogénéisée par retournement; en aucun cas il ne
faut chercher a sensibiliser la recherche de cristaux (pas de culot de centrifugation).
» Me¢éthode d’étude: microscope optique avec polarisation
» Protocole d’étude standard:
¢+ Echantillon traité dés la réception
¢+ Mesure du pH a 0,1 ou 0,2 unités pres
¢+ Mesure de la densité urinaire : tres utile afin de juger de la bonne répartition
nycthémérale des apports hydriques
0 > 1020: apports hydriques mal répartis; risque de récidive pendant la nuit
0< 1015: idéale au réveil
0 < 1012: idéale dans la journée
» Examen au microscope a polarisation apres homogénéisation par retournement, pour
la:
+»+ Détermination des espéces cristallines (et non chimiques).
+«+ Determination des faciés cristallins.
+ Comptage des cristaux par espéce cristalline.
+» Mesure des tailles moyenne et maximale des cristaux (cellule de Malassez ou
équivalent)

++ Comptage des agrégats.



¢+ Mesure des tailles moyenne et maximale (agrégats).

¢+ Calcul du coefficient d’agrégation (37. 40).

Classification morpho-constitutionnelle des calculs urinaires



Tabbeau 1

Classification morpho-constitutionnelle des calouls urinaires selon Daudon et al

Type el Sous- Ty

Compoasants chimiques

Aspect morphologigue

Tterpritation clindguee

morphologiques Périphérie Section
I
la Whewellite Mamelonné, ombilication, plague de Randall. Brun Concentrique a cristallisation radiale, brun foncé Hyperoxalurie intermittente, Cacchi Ricel
génEralement loncé
I Whewellite Rugueux, mamelonng, mamelons sounvent cassés, voire Inorganisé, parfois lacunaire. Brun foncé Hyperoxalurie avec stase urclogique, hyperoxalurie
creux. Pas d'ombilication. Brun foncé 3 brun nodr ancienme
I Whesweellite Lisse bourgeonng, couleur créme Cristaux prismatiques plus oo moins  soudés, Oxalose, hyperoxalurie primaine
inorganisé. Brun clair 3 créme
1d Whewellite Lisse, brun, jaine Concentrique en trés fnes couches sans Hyperoxalurie aver confinement analomigque souvent
cristallisation radiale li¢ a des anomalies morphologiques des woies urinaires
e Whewellite Localement bourgeonnante, mamelonnée ou rugeuse, Localement inorgamisée ou 3 struciune radiale, Hyperoxaluries absorptives, pathologies intestinales
Brun jaune clair 3 brun Brun jaune clair 4 brun inflammatoires [maladie de Crohn etfou résection de
lintestin gréle), diarrhées graisseuses
I
l1a Weddellire Cristaux bipyramidawsx brillants aux angles wifs. Brun Cristallisation radiale liche. Brun, jaune clair Hypercalciurie
clair, jaune
133 Whewellite ot Cristaux épais et termes aux angles émoussés, beige Inorganisé, brun, jaune Hypercalciurie intermittente et hyperoxalurie
weetldellite Crime
i Weddellite Rugueux, beige 3 jaune Concentrique en périphérie mais inorganise Hypercalciurie aver stase
au centre. Brun, jaune plus ou moins foncé
]
lita Acide urigque anhydre Lisse ou trés peu bosselé. De beige 3 orange Concentrigque i cristallisation radiale. ODcre & rouge Hypermuricurie intermittente avec pH urinaire acide
1Th Acide urique anhydre et Rugueux, poneux, Créme & brun roage Inorganise, compacte. Orange &3 rouge Hyperuricurie, pH urinaire acide
dihydraté
ke Il'r;ur:le-.i Ruguenx, porewus, Créae J hn Inorganisé, compacie. Gris 3 biun Hyperraturie et alcalinisation thérapeutioue
1md URAM Rugurux, porews. Gris @ brun Inorganisé. Gris a brun Aver phosphates : diarrhies infecticuses ou latrogénes
aver carence phosphorée et hyperuricurie
Aver struvite © hyperuricurie + infection urinaire &
EErmes uréasiques
Aver acide urique @ alcalinisation thisapeat gue
n
al Carbapatite Rugueux, bosselé, Blanc 5 beige Friable, concentrique. Blanc 3 beige Infection urinaire, hypercalciurie, yperparatiyroidie
primaire, acidose tubulaire secondaire
ak Carbapatite e BosselE, craqueld, vermisse, brun jasne Concentrique en couches de coulears allerndes, Troubles de Pacidilicaiion rénale (acidose d"Albright,
protiEines blanc et brun Sjiygren, Cacchi Ricei)
b Carbapatite, struwite et Bosselé, rugpueux avec des dépdts blancs & brun foncé Concentrigque en couches de couleurs alternées, Infection urinaire avec alcalinisation
LIRAM blanc et brun
Ve Carbapatite ot struvite Cristanx sondés aux angles peu vifs, Banc Liche, concentricité ot structure radiale  floue Infection urinaine 4 germes uréasigues
blanchditre
W Brushite Rugueux ou pommelé, lEptrement ranslocide, Créme 3 Concentrigque radiale, Créme 3 grge Hypercalciurie,  hyperparathyroidie,  hyperphospha-
beige turie
L
Va Cystine Granuleux ou bosselé, cirews, transludide brun i jaune Hadiale, grossier. Jaune & brun clair Cystinurie
Wi Cystine et carbapatite Plus ou moins lisse, Créme J jaine Finement concenirigque, jaine au centre ef Cystinurie traitée par alcalinisation
blanchitre en péripherie
Wi
Via Prodéines ot Souvent mou, lisse. Blanc 3 brun Inorganisé, brun 4 blanchitre en condensation Pyélonéphrite
phosphates variahle
Vib Protiines ot divers Ruguenx, ccaille, Brom 4 noir Fruilketi, friable. Brun & noir Lithiases medicamenteases ot storetion de proteines
constituants tubaglaires
Vic Protéines et whewellite Lisse, Brum noir Inorganisé ou composé dune couche protéigque, Diakhyse

oomtenant des éléments cristallins brun noir




Fiqure 1 : Section inorganisée brune résultant
d'une conversion progressive de weddellite en
whewellite (type IIb). Calcul composé de whewellite

(80 %), de weddellite (15 %) et de carbapatite (5 %)

Fiqure 2 : Section concentrique diffuse. Calcul de
composition mixte : carbapatite au centre, cystine

en periphérie

Figure 3 : Section radiale diffuse brun-jaune plus

ou moins clair. Calcul de type lla composé de
weddellite (90 %), whewellite (8 %) et carbapatite (2

%)

Eigure 4 ;. Section concentrique compacte. Ce
calcul vesical d'acide urique anhydre de couleur
orangée contient des couches bleues qui marquent
la prise d'antiseptiques urinaires a base de bleu de

méthyléne

Fiqure 5 : Calcul de type la, mamelonné, brun
foncé, présentant une ombilication papillaire et
développé a partir d'un moule tubulaire de

carbapatite beige



Figure 6 : Calculs multiples a surface presque lisse
de couleur beige a brun correspondant a des faces
d'accolement résultant du frottement de plusieurs

calculs les uns contre les autres. Composition

whewellite

Figure 7 : Calcul coralliforme

Fiqure 8 : Calcul d'indinavir

Figure 9 : Calcul pur de N-acétylsulfadiazine de

morphologie et de couleur caractéristiques

Figure 10 : Calcul d'amoxicilline




