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Résumé

L’utilisation des plantes médicinales ou de leurs extraits pourrait constituer une
excellente alternative aux problemes de résistance aux antifongiques.Dans 1'objectif
de trouver des extraits de plantes a activité contre les infections dermiques, les feuilles
de Lawsonia inermis L,ont été macéré dans I’éthanol ; apres évaporation a I’aide d’un
retavapor, 1’extrait hydroalcoolique obtenu a été soumis au criblage phytochimique par
des méthodes standards et qui a révélé sa richesse en flavonoides, tannins, stérols
zterpénoides et en saponines.

L’analyse spectrale a mis en évidence des molécules de nature Flavonol, Flavone,
et a mis en évidence la présence du Lawsone qui est la molécule bioactive de Lawsonia
inermis L .

Par les méthodes d'incorporation en milieu solide et de dilution, I’évaluation du pouvoir
antidermatophyte et antibacterien a été comparée avec celui de la myconazol pour les
dermatophytes et deux antibiotiques de références Péniciline G et Gentamicine pour les
bactéries . A la concentration la plus élevée 1’extrait de la plante Lawsonia inermis L a
montré une activité antifongique et antibacterienne vis —a-vis de toutes les souches
sélectionnées.

L’extrait hydroalcoolique de Lawsonia inermis L. a ét€ plus actif avec la souche T.
mentagrophytes a un diametre d’inhibition de 60mm et pour T.erinacei le diametre de la
zone d’inhibition a été de 56 mm tandis qu’un diametre de 32 mm a été observé avec la
souche M.canis

Pour I’activité antibactérienne 1’extrait du henné a développé une importante activité avec
E.coli a un diamétre d’inhibition de 28mm suivie de S.aureus et P.aerogenosa a un
diamétre de 22 et 21mm respectivement .

L’étude in vivo a montré que la pommade traditionnelle fabriqué avec 1’extrait de
Lawsonia inermis L a un pouvoir sur les mycoses cutanées chez les rats.

Les résultats de cette étude justifient 1’usage traditionnel de 1’extrait de Lawsonia inermis
L dans le traitement des dermatoses . Cette plante mérite donc d’étre protégée et valorisée.

Mots clés : Lawsonia inermis L.; activité antidermatophyte ; activité antibacterienne

Criblage phytochimique .



Abstract

The use of medicinal plants or their extracts could be an excellent answer solving to the

problems of resistance to antifungals.

In order to find extracts of active plants against dermal infections, the leaves of Lawsonia
inermis L, were macerated in ethanol; after evaporation with a retavapor, the
hydroalcoholic extract obtained was subjected to phytochemical screening by standard
methods and which revealed its richness in flavonoids, tannins, sterols and terpenoids and
saponins. Spectral analysis revealed Flavonol and Flavone molecules, and highlighted the

presence of Lawsone, the active of biomolecule of Lawsonia inermis L.

By solid incorporation and dilution methods, the evaluation of antidermatophyte and
antibacterial potency was compared with that of myconazol for dermatophytes and two
antibiotics of reference Penicilline G and Gentamicine for bacteria. At the highest
concentration the Lawsonia inermis L plant extract showed antifungal and antibacterial
activity against all selected strains. The hydroalcoholic extract of Lawsonia inermis L. was
more active with the strain 7. mentagrophytes with a diameter of inhibition of 60 mm and
for T. erinacei the diameter of the inhibition zone was 56 mm. 32 mm was observed with

the strain M.canis.

For the antibacterial activity the henne extract has developed an important activity on
E.coli with a diameter of inhibition of 28mm compared to S.aureus and P.aeruginosa with

a diameter of 22 and 21 mm respectively .

The in vivo study showed that the traditional ointment made with Lawsonia inermis L

extract has a power inhealing a cutaneous mycoses in rats.

The results of this study shawed the traditional use of Lawsonia inermis L extract in the

treatment of dermatoses. This plant therefore deserve to be protected and valued.

Keywords: Lawsonia inermis L .; antidermatophyte activity; antibacterial activity

Phytochemical screening
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Introduction

INTRODUCTION

Les dermatophytes sont des champignons filamenteux microscopiques qui se
caractérisent principalement par leur affinité particuliere pour la kératine. Ce sont
des eumycetes appartenant a la classe des ascomycetes ; leur reproduction asexuée,
observée sur les cultures du laboratoire, permet de décrire trois genres : Epidermophyton,
Microsporum et Trichophyton. Ils sont a [’origine, chez ’homme et ’animal, de
lésions superficielles touchant la peau glabre (épidermophyties), les ongles (onyxis),

les poils (folliculites) ou les cheveux (teignes). Les infections causées par les

dermatophytes sont relativement fréquentes. (Padhye A et al,2005 ; Fidel P1 et al 2006)

Par ailleurs, les dermatophyties restent localisées au niveau des couches superficielles
de I’épiderme ; les atteintes profondes, y compris chez les patients immunodéprimés, sont
exceptionnelles. (TanyaGreywal Sheila FallonFriedlander ;2018) Cependant, en raison
de la difficulté a différentier cliniquement une dermatophytie d’une autre dermatose
(ceci est particulierement vrai pour les ongles dystrophiques), le recours au
laboratoire s’impose. En effet, il est important de poser avec certitude le diagnostic
d’onyxis a dermatophytes avant de mettre en route tout traitement, surtout systémique, en
raison de la durée prolongée de celui-ci (de 3 a 6 mois), de son cofit élevé et des effets
indésirables potentiels des antifongiques. En outre, la connaissance de l’origine de la
contamination permettra éventuellement d’instaurer un traitement antifongique correct
ainsi que des mesures prophylactiques, comme le traitement des animaux de compagnie

dont les maitres présentent des lésions dermatophytiques

Cependant, la complexité chimique de beaucoup de produits issus de la nature fait
qu’actuellement le développement de la chimie organique s’associe a la chimie des
produits naturels dans lesquels les techniques d’extraction, de séparation, de détermination
de la structure et particulicrement de synthese ont été développées pour comprendre la
variation structurale des produits naturels afin d’identifier les composés biologiquement

actifs pour I’usage médicinal.

La plante Lawsonia inermis L appelée couramment « le Henné » est un arbuste tres
populaire en Algérie qui appartient a la famille des Lythracées ;Elle est tres utilisée comme
colorant naturel des cheveux, des mains et des pieds depuis 1’antiquité. Le henné est aussi

connu en médecine traditionnelle pour ses vertus pharmacologiques.
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Introduction

Du fait du potentiel démesuré qu'offrent les produits naturels, en particulier ceux d’origine
végétale, et de I’intérét de leur étude tant du point de vue fondamental qu’appliqué, nous

avons fixées au cours de ce travail quatre grands objectifs

e I’isolement et I’identification des souches dermatophytes

e [’étude phytochimique des composés de 1’extrait de Lawsonia inermis L

e [’évaluation de [Dactivité antibactérienne et antifongique de différents
concentrations de ’extrait des feuilles de la plante Lawsonia inermis L (Henné),

cultivé dans la région d’ Adrar.

e [’étude in vivo chez le rat (application d’'une pommade fabriquée a base de

henné)

Page 2






N {
f
vy

&
| . )
Caapit e& /

e




Chapitre 1 La phytothérapie

1. La phytothérapie

La phytothérapie se définit comme [’utilisation a des fins thérapeutiques de plantes
(du grec : phutos), dans leur intégralité, en partie (fleur, feuille, tige, racine) ou
sous la forme d’extraits divers (décoctions, distillats, huiles essentielles). Le livre «
The Divine farmer’s classic of herbalism », conc, u il y a plus de 2800 ans par
unauteur chinois (Shen Nong), serait la premiere trace écrite de cettepratique

médicale.( Benzie IFF, 2011).

La phytothérapie fait partie de la médecine traditionnelle appelée aussi médecine
alternative ou parallele. Elle connait de nos jours un renouveau exceptionnel en Occident,
spécialement dans le traitement des maladies chroniques (Iserin et al., 2001).
Environ 35 000 especes de plantes sont employées a des fins médicinales, ce qui
constitue le plus large éventail de biodiversité utilisé par les €tres humains. Les
plantes médicinales continuent de répondre a un besoin important malgré l'influence

croissante du systeme sanitaire moderne (Elqaj et al., 2007).

Cette consommation de plantes par 1’€tre humain s’exerce schématiquement selon
deux axes : une vision holistique qui s’intéresse aux effets des plantes sur 1’individu
dans sa globalit¢ et qui correspond plutdt a [’herboristerie et une vision plus
scientifique centrée sur 1’analyse des actions de plantes sur les symptomes des
maladies et la recherche des molécules actives : la phytothérapie proprement dite.(

Laccourreye, O et al 2017).

La recherche en phytothérapie fait appel a des études d’efficacité réalisées in vitro et in
vivo, chez ’homme comme chez 1’animal. Sa particularité réside dans 1’existence de
substances actives ayant des effets synergiques dans des mélanges de végétaux mais aussi
parfois au sein d’un seul végétal et également dans la difficulté a isoler ces principes actifs.
L’écueil principal rencontré dans les études phytothérapeutiques est le manque de
standardisation de ces études, défaut récurrent des médecines alternatives. En
phytothérapie, ce manque de standardisation concerne les systemes sur lesquels un
extrait végétal est testé, la teneur précise de cet extrait végétal, sa provenance, sa
fraicheur, etc. Ces éléments constituent autant de variations empéchant les études

d’étre completement reproductibles et surtout comparables entre elles(Wyllie 2006).
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Chapitre 1 La phytothérapie

Il y’a différents types de phytothérapie :

2.

Aromathérapie : est une thérapeutique qui utilise les extraits aromatiques de
plantes (essences et ou huiles essentielles), ce sont des produits complexes a
utiliser souvent a travers la peau.( Couic-Marinier, F.,2016)

Gemmothérapie : , la gemmothérapie est une méthode thérapeutique qui
utilise des bourgeons végétaux (foliaires ou floraux) mais également d’autres
tissus embryonnaires vivants en voie de croissance (jeunes pousses, radicelles).
Ces tissus sont obligatoirement recueillis frais et employés sous forme de macérats
glycérinés buvables( M. Tétau et al.,2011 ; P. Adrianne.,2011)

Herboristerie : consiste dans la préparation et la commercialisation de plantes
médicinales ou de préparations dérivées. La préparation repose sur des méthodes
simples, le plus souvent a base d'eau : décoction, infusion, macération. (Zeghad,
2008)

Homéopathie : (du grec 6moioz/homoios, « similaire » et pduoz/pathos, «
souffrance » ou « maladie »), inventée par Samuel Hahnemann en 1796.elle
consiste a traiter une maladie par des substances susceptibles de produire des
troubles semblables a ceux déterminées par la maladie elle-méme.( Philibert C et
al.,2015 ; De Nonneville, A et al.,2018)

Phytothérapie pharmaceutique : utilise des produits d'origines végétales
obtenus par extraction et qui sont dilués dans de l'alcool éthylique ou un autre
solvant.Apres transformation chimique, les plantes sont vendues sous forme de
tisanes, de liquide, de sachets, ou de gélules(Zeghad, 2008) .

Les plantes médicinales

2.1 Définition

La Pharmacopée francaise (2010) donne une définition claire des plantes médicinales : «

Les plantes médicinales sont des drogues végétales qui possedent des propriétés

médicamenteuses.

Les plantes étaient autrefois la principale source de médicaments dans le monde. Depuis,

les plantes continuent de fournir aux humains de nouveaux remedes.Dans le monde, 50%

des médicaments en usage clinique sont dérivés de produits naturels,produits, dont les

plantes supérieures représentent 25% du total (Van Wyk et al., 2013 ; Van Wyk et al

2018). Les plantes médicinales jouent un role essentiel dans les soins de santé de base dans
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de nombreux pays en développement, y compris 1’Afrique du Sud (Fullas, 2007), environ
80% de la population utilise des médicaments en raison de son prix abordable et de son
acceptabilité culturelle (Maroyi, 2013).

2.2. Parties de plantes médicinales utilisées

Les différentes parties de la méme plante médicinale peuvent présenter des
constituants chimiques tres différents et qui n’ont pas la méme action thérapeutique.
Généralement, en médecine traditionnelle, la partie qui contient le plus de principes actifs

est la plus employée.

Les différentes parties de plantes qui peuvent €tre employées chez la plupart des

populations sont ceux qui ont été décrites par Gurib-Fakim, 2006 :

e Racine: Les racines peuvent étre fibreuses, solide ou charnues

e Rhizome: Le rhizome est une tige ligneuse ou allongée charnue qui pousse
généralement horizontalement en dessous du sol, formant des feuilles au-dessus du
sol et des racines dans le sol.

e Bulbe : Un bulbe est une pousse souterraine verticale disposant de feuilles
modifiées utilisées comme organe de stockage de nourriture par une plante a
dormance. Les bulbes les plus populaires en médecine traditionnelle sont
l'oignon et l'ail.

e Tubercule: Un tubercule est une structure charnue gonflée, généralement
souterraine, qui assure la survie des plantes pendant la saison d'hiver ou en période

de sécheresse.

Ces organes peuvent étre formés sur les racines ou se développent sur les parties aériennes
de la plante. La pomme de terre africaine (Hypoxis sp. De la famille Hypoxidaceae)

est un exemple bien connu.

e Kcorce: L'écorce est la couche protectrice externe d'un tronc d'arbre, elle est
souvent riche en toxines (phénols) et principes amers (tanins) ce qui la rend
plus protectrice. Exemple : (Cinchona sp., Rubiaceae) et (Cinnamomum
camphora et C. camphora , les deux de la famille Lauraceae).

e Bois: Le bois est la tige épaisse ou le bois lui-méme. Exemple : Santalum album de

la famille Santalaceae.

Page 5



Chapitre 1 La phytothérapie

e Feulilles : Les feuilles peuvent étre utilisées seules ou mélangées avec leur pétiole.
Exemple : Ginkgo biloba de la famille Ginkgoaceae

e Gommes : les gommes sont des composés solides constituent d’un mélange
de polysaccharides. Ils sont solubles dans l'eau et partiellement digérés par
les étres humains. Exemple (Acacia Senegal; Terminalia bentzoe).

e Huiles essentielles : Exemple (Mentha x piperita; Cananga odorata).

e Les parties aériennes: Toutes les parties de la plante qui se trouvent au dessus du
sol. Elles sont récoltées, tres souvent, lors de la floraison. Exemple :
Hypericum perforatum de la famille Hypericaceae.

» Fleurs : Les fleurs sont tres utilisées dans la médecine traditionnelle.

» Fruits : Exemple (Punica granatum ; Citrus sp).

» Graines : Exemple (Ricinus communis; Foeniculum vulgare).

2.3. préparation des plantes médicinales et Conseils d’utilisation

2.3.1. Larécolte des plantes

La récolte des plantes médicinales est une étape tres importante, notamment en
médecine traditionnelle. Elle doit étre effectuée au moment le plus favorable afin

de conserver I’efficacité des principes actifs.

Certaines plantes peuvent €tre cueillies toute I'année, mais la plupart doivent Eétre
récoltées a un moment précis de leur croissance pour étre utilisées immédiatement

ou conservées (Larousse des plantes médicinales, 2001).

Les auteurs de cette référence (Larousse des plantes médicinales, 2001) ont

proposés quelques conseils pour faire une meilleure récolte :

e Identifier les plantes, ne jamais cueillir une plante dont on n'est pas sir.

e Ne pas cueillir les plantes sauvages rares ou inhabituelles.

e Ne pas ramasser de plantes au bord des routes, a proximité des usines ou dans les
zones ou sont vaporisés des insecticides sur les cultures.

e Utiliser, si possible, un panier ouvert pour y déposer les plantes, ce qui évite de les
abimer.

e Dans la nature, un sac a dos (évitez le Nylon) ou un sac en toile sera plus pratique.

e Récolter uniquement des plantes saines.

e Récolter les plantes par temps sec, plutdt par une matinée bien ensoleillée,
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2.3.2. conservation des plantes et méthode de séchage
2.3.2.1.Séchage

Le séchage est une opération caractérisée par les transferts couplés de chaleur, de masse et
de quantité de mouvement (D. Djerroud, 2010). Il s’agit d’une séparation thermique, ot il
faut fournir 1’énergie de vaporisation de 1’eau pour qu’elle quitte le produit.
Habituellement, pour conserver les plantes aromatiques et médicinales, le séchage
traditionnel est la méthode la plus commune et fondamentale, il permet la conservation des

qualités médicinales de maniere simple et naturelle.( Nesrine OUAFI et al.,2015)

Il existe également d’autres procédés de séchage : les procédés mécaniques (presse,
décantation ou centrifugation), les procédés physico-chimiques (adsorption,

absorption, réfrigération et séchage par évaporation) (Boulemtafes, 2011).
2.3.2.2.Conservation

IT existe diverses méthodes de conservation, les plus courantes et les plus simples étant le

séchage a l'air ou au four (Larousse des plantes médicinales, 2001).

Les plantes séchées sont coupées grossierement et disposées dans des bocaux de verre ou
dans des sacs en papier, a 1’abri de 1’air et de la lumiere. Les boites en fer sont

naturellement proscrites (Berton, 2001).

Les plantes séchées peuvent étre conservés pendant une année dans de bonnes conditions.
Au-dela de cette période, leur pouvoir diminue sensiblement et 1’action thérapeutique
disparait. C’est pourquoi il faudra renouveler le stock de plants chaque année (Berton,

2001).

Il existe également d'autres méthodes pour la conservation des propriétés
médicinales des plantes (Larousse des plantes médicinales, 2001) telles que
I’aspiration de I’humidité des plantes par un déshumidificateur ou la congélation dans des

sacs en plastique.
2.4.Les différentes modes de préparation des plantes

Le mode de préparation d’une plante médicinale est la méthode d’extraction des principes
actifs responsables d'action guérisatrice. II peut avoir un effet sur la quantité ces

produits chimiques présents.
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Les modes de préparation les plus courants sont : 1'infusion, la décoction et la macération.
2.4.1. Infusion

Une infusion est préparée en versant de 1’eau bouillante sur une quantité spécifique de
matiere végétale, en laissant reposer la mixture pendant 10-15 minutes (Sofowora, 2010 ;

Fotakis, C et al 2016).
2.4.2. Décoction

Le processus de décoction, implique de faire bouillir le matériel végétal permettant
I'extraction de plus de substances mais aussi permet a plus d'ardmes de s'échapper dans
l'air. La décoction a tendance a étre utilisé lorsque les propriétés médicinales ou l'activité
biologique des plantes sont plus importantes que la saveur ou l'arome (Visht and

Chaturvedi, 2012).
2.2.3. Macération
Le liquide de macération peut étre de I’eau, de I’alcool ou du vinaigre.

Dans le cas da la macération a 1’eau, les plantes doivent étre versées dans le liquide froid

ou tiede pendant quelques heures (10 oul2 heures) (Pierre et Lis, 2007).

Les macérations a I’eau ne doivent pas dépasser une douzaine heures par risque

d’oxydation et de fermentation du liquide (Pierre et Lis, 2007).

Pour I’alcool, le vinaigre, huiles, cette macération peut se prolonger plusieurs jours sans

inconvénients (Pierre et Lis, 2007).

Les trois modes de préparation ont été testés par 1’équipe de recherche Konkon et al.,
2006 afin d’identifier les groupes de constituants chimiques présentant un intérét

pharmacologique.

Ils ont trouvé que la méthode d'extraction utilisée en médecine traditionnelle
(décoction) est du point de vue qualitatif aussi efficace que les autres méthodes

d'extraction étudiées (macération et infusion).
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3. Les métabolites secondaires :

Tous les étres vivants ont un métabolisme primaire qui fournit les molécules de
base (acides nucléiques, lipides, protéines, acides aminés et glucides) (Ferrari J.,
2002). Les plantes produisent, en plus, un grand nombre de composés qui ne sont
pas issus directement lors de la photosyntheése, mais résultent des réactions chimiques
ultérieures. Ces composés sont appelés : métabolites secondaires. Ils constituent un
groupe de produits naturels qui sont exploré pour des propriétés tres diverses :
antioxydantes, antimicrobiennes, anti-inflammatoires, anticancéreuses etc... (Epifano et

al., 2007).

Les produits du métabolisme secondaire sont en tres grand nombre, plus de 200.000
structures définies et sont d’une variété structurale extraordinaire mais sont produits
en faible quantit¢ (Hartmann., 2007). Ils sont classés en plusieurs composants
chimiques dont les plus répandus sont : les polyphénols, les alcaloides, les terpenes

(Vermerris., 2006).
3.1. Les composés phénoliques:

Ce sont des dérivés non azotés dont le ou les cycles aromatiques sont issus de deux grandes

voies métaboliques : la voie du shikimate et celle de I’acétate (Hennebelle., 2006).

Plusieurs milliers ont été caractérisés jusqu'a aujourd’hui. Bien qu’étant tres
diversifiés, ils ont tous en commun la présence d’un ou de plusieurs cycles benzéniques,
portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles, auxquelles est directement lié au moins
un groupe hydroxyle libre ou engagé dans une autre fonction : éther, ester,
hétéroside (Bruneton.,1999 ; Macheix et al., 2005). Ils sont présents dans toutes les
parties des végétaux supérieurs (racines, tiges, feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines
et bois) a des proportions variables. Les plus représentés sont les acides

phénoliques, les flavonoides, et les tanins (Lugasi et al., 2003).(tableau 1)
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Tableau 1 : Structure des squelettes des polyphénols (Crozier et al., 2006).

Nombre de | Squelette Classification Exemple Structure de
carbones base
) Cs=Cy Acides phénols Acide gallique @-CDOH
& Cs-Cs acétophénones (iallacetophénone @ é_':-c:H_-,
Acide p-
& Cs=Cs Acide phénylacétique hydroxyphényl- @_,CGG}-I
acetique
: ; ; Acide p- COOH
9 Cg=C Acides hydroxycinamigues k.
a3 : d 4 coumnarique @j—
o_0
Q Cs=Cz Coumarines Esculitine w

o

in Ca-Cy Naphthoguinones Juglone ﬂéj
13 Cs-C-Ce | Xanthones Mangiferine @ﬁ@

14 Cs=CaCg | Stilbénes Resveratrol

15 Cg=C1=C: | Flavonoides Maringénine

e

¢ Flavonoides

Les flavonoides sont des pigments tres largement répandus dans le regne végétal (les fruits,
les légumes, les graines ou encore les racines des plantes), souvent responsables de la
coloration des fleurs et des fruits (Bruneton, 1993 ; Ghestem et al., 2001). A 1’état naturel
ils existent le plus souvent sous forme d’hétérosides : les flavonosides (Ghestem et al.,
2001 ; Marfak, 2003). C'est-a dire des dérivés de génines sur lesquelles un ou plusieurs

oses sont greffés (Hadi, 2004).

Les flavonoides sont formés d'un squelette de base a 15 carbones (C6-C3-C6),
correspondant a la structure du 2-phényl-benzopyrone (Fiorucci, 2006). Ce groupe
comprend plusieurs classes, subdivisées selon le degré d'oxydation du noyau pyranique

central ( Marfak, 2003 ).

Ces composés sont connus pour étre de puissants antioxydants, leurs mécanismes d’action
peut étre directe ou indirecte : piégeant les radicaux libres réactifs et les chélateurs d’ions

métalliques,sont les effets directs les plus importants,
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IIs ont un rdle tres important dans le traitement du diabete (inhibant 1’aldose
réductase), de la goutte (inhibant la xanthine oxydase), des inflammations (inhibant la
phospholipase etc...), des hépatites, des tumeurs, de 1’hypertension, des thromboses
(flavonols), des allergies et des affections bactériennes et viraux (anti-HIV) (Anderson

et al., 1996 ; Cowan., 1999 ; Yao et coll., 2004).(fig 1)
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Figure 1 : Structures des squelettes de base des flavonoides (Havsteen, 2002)

e Les tannins :

IIs sont des composés polyphénoliques, solubles dans I’eau. Ils présentent les
réactions caractéristiques des phénols en général, ils sont capables de précipiter les

alcaloides, la gélatine, et les autres protéines (Stevanovic., 2005 ; Merghem., 2009).

D’apres leurs structures et leurs propriétés, deux types de tannins sont distingués:

les tannins hydrolysables et les tannins condensés.
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Les tanins hydrolysables : sont des dérivés de 1’acide gallique ; ils sont des oligo ou des
polyesters d’un sucre et d’un nombre variable d’acide phénol. Le sucre est
généralement le D-glucose, 1’acide phénol et soit 1’acide gallique dans le cas des
gallotannins soit 1’acide ellagique dans le cas des tannins classiquement dénommés

ellagitannins (Bruneton., 1993 ; Cowan., 1999).

Les tanins condensés : sont distingués en procyanidine (dérivé de catéchine,
épicatéchine et leurs esters galliques) et en prodelphinidines (dérivés de
gallocatéchine, épigallocatéchine et leurs esters galliques) (valls et al., 2009 ; Ignat et al.,

2011).

Les tanins sont impliqués dans la protection contre les infections fongiques et
bactériennes. Ils favorisent la régénération des tissus et la régulation de la

circulation veineuse, tonifient la peau dans le cas des rides (Kansole., 2009).(fig.2)
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Figure 2 : Structures des tanins hydrolysables et condensés
¢ Les coumarines :

Les coumarines sont des substances naturelles connues, Il s’agit de composés a neuf
atomes de carbone possédant le noyau benzo pyrannon-2. Certaines familles

d’Angiospermes eélaborent des structures tres variées Fabaceae, Asteraceae et surtout
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Apiaceae et Rutaceae chez lesquelles sont rencontrées les plus complexes (Brenrton.,
1993)

Les coumarines sont parmi les composes phénoliques les plus connus ; se trouvent
dans de nombreuses especes végétales et possedent des propriétés tres diverses. Ils
sont capables de prévenir la peroxydation des lipides membranaires et de capter les
radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxyles (Igor., 2002). IIs sont connues par
leurs  activités  cytotoxiques, antivirales, = immunostimulantes, tranquillisantes,
vasodilatatrices, hypotensives ; ils sont également bénéfiques en cas d’affections

cutanées (Gonzalez et Estevez., 1997)(fig.3).

Composé Re R.7 R.8
Daplnétine H OH OH
Rs 3 i_\ ,  ‘Erioside OH OH O-Gle
Esculétine OH H OH
Esculine O-Gle H OH
R, O Fravétine OCH 3 OH OH
Scopolétine OCH 3 H OH
Ry Umbelliferone H H OH

Figure3 : les coumarines simples
e Les quinones :

ou la benzoquinone (C6H402), Cest lun des deux isomeres de la
cyclohexadienedione.  L'orthobenzoquinone est la 1,2-dione, alors que la
parabenzoquinone, est la 1,4-dione. Ce sont des substances colorées et brillantes, en
général rouges, jaunes ou orange et possédant deux fonctions cétones. On trouve les
quinones dans les végétaux, les champignons, les bactéries. Les organismes animaux
contiennent également des quinones, comme par exemple la vitamine K, qui est impliquée
dans la coagulation du sang. Les quinones sont utilisées dans les colorants, dans les
médicaments et dans les fongicides (Kansole., 2009). Elles assurent souvent des fonctions
biologiques essentielles chez les étre vivants, en particulier le transfert des électrons

dans les mitochondries et les chloroplastes(Macheix et coll., 2005).
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e Les Terpénoides :

Les isoprénoides sont des composés issus de la condensation d’unités de base a 5 carbones
de type isoprene. On parle également de composés terpéniques ou terpenoides , 1’unité
monoterpene correspondant a des molécules a 10 carbones formées a partir de deux

unités isoprenes (Bruneton., 1999 ; Harbone., 1998).

Ils existent chez toutes les plantes et représentent de loin la plus vaste catégorie de
métabolites secondaires, avec plus de 22.000 composés décrits. Le terpénoide le plus
simple est un hydrocarbure, 1’isopréne (CsHg). ils sont classés en fonction de leurs
unités isoprene(Peter et coll.,2003). On dénombre aujourd’hui 600 classes utilisées de nos
jours en aromathérapie dont 1’essor s’étend dans le domaine médical et cosmétique

(Lucienne., 2010).(fig.4)
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Figure 4 : Principaux classes des triterpénes
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4. Propriétés biologiques des polyphénols :

Les recherches récentes sur les composés phénoliques en générale et les flavonoides en
particulier sont tres poussées en raison de leurs divers propriétés physiologiques comme
les activités antiallergique, anti-artherogenique, anti-inflammatoire, hépatoprotective,
antimicrobienne, antivirale, antibactérienne, anticarcinogénique, anti-thrombotique,
cardioprotective et vasodilatoire (Middleton et al., 2000 ; Ksouri et al., 2007). Ces
actions sont attribuées a leur effet antioxydant qui est due a leurs propriétés redox en
jouant un role important dans la destruction oxydative par la neutralisation des radicaux

libres, piégeage de 1’oxygene, ou décomposition des peroxydes (Nijveldt et al., 2001).

Les effets bénéfiques des polyphénols intéressent particuliecrement deux domaines : la
phytothérapie et I’hygieéne alimentaire (Leong et Shui, 2002). D’apres les études
multiples attestant de I’impact positif de la consommation de polyphénols sur la santé et la
prévention des maladies, les industriels commercialisent maintenant des aliments enrichis
en polyphénols ou des suppléments alimentaires. De plus, leur activité antioxydante assure
une meilleure conservation des denrées alimentaires en empéchant la peroxydation
lipidique. Dans I’industrie cosmétique, les composés phénoliques trouvent leur application
pratique en luttant contre la production des radicaux libres néfastes dans la santé et la
beauté de la peau. En phytothérapie, méme si certaines indications sont communes a
plusieurs classes (les propriétés vasculoprotectrices, sont par exemple aussi bien attribuées
aux flavonoides qu’aux anthocyanes, tanins et autres coumarines), chaque classe chimique

semble étre utilisée pour des bénéfices spécifiques (Hennebelle et al., 2004).
En ce qui concerne les flavonoides, ces composés peuvent empéchés les dommages

oxydatifs par différentes mécanismes d’actions : soit par capture des radicaux hydroxyles,
superoxydes, alkoxyles et peroxydes (Hodek et al., 2002) ; soit par chélation des métaux
(le fer et le cuivre) qui sont d’importance majeure dans [D’initiation des réactions
radicalaires ; soit 1’inhibition des enzymes responsables de la génération des radicaux
libres (Van Acker et al., 1996 ; Benavente-Garcia et al., 1997). IIs jouent un role tres
important dans le traitement du diabete (inhibant 1’aldose réductase), de la goutte (inhibant
la xanthine oxydase), des inflammations (inhibant la lipoxygenase, la phospholipase et la
cyclooxygenase), des hépatites, des tumeurs, de I’hypertension (quercétine), des
thromboses (flavonols), des allergies et des affections bactériennes et viraux (anti-HIV)

(Anderson et al., 1996 ; Cowan, 1999 ; Yao et al., 2004). Mais, on attribue également
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aux flavonoides des propriétés neurosédatives, antispasmodiques, diurétiques, anti-
cestrogeénes (isoflavones), contre la sénescence cérébrale et ses conséquences telle

I’altération de la mémoire et la confusion.

D’autres part, les citroflavonoides (flavonoides provenant de divers Citrus) et le fragilité

capillaire (insuffisance veino-lymphatique, crise hémorroidaire) (Hennebelle et al., 2004).
Les anthocyanes sont également utilisés dans les troubles de la fragilité capillaire

(vigne rouge, Vitis vinifera L.), mais aussi comme diurétiques, voire méme antiseptiques
urinaires. Leur plus grande spécificité reste cependant leur propriété d’améliorer la vision
nocturne en facilitant la régénération du pourpre rétinien (myrtille, Vaccinium myrtillus
L. ; cassis, Ribes nigrum L.) (Hennebelle et al., 2004). Présente comme des couleurs
brillant dans les fruits et les légumes, les anthocyanidines ont montré leur effet inhibiteur

de la croissance des lignées cellulaires humaines (Zhang et al., 2005).

Les tanins sont considérés comme des anti-nutriments grice aux divers effets nuisibles a
savoir la digestion réduite des aliments, la faible biodisponibilité des micronutriments et
les dommages du foie (Chung et al., 2010). IIs sont dotés d’un certain pouvoir astringent,
par lequel on explique leurs propriétés vasculoprotectrices, cicatrisantes et anti-
diarrhéiques (chéne, Quercus spp.). Les proanthocyanidines dimeres de 1’aubépine
(Crataecgus spp.) seraient de bons sédatifs cardiaques (Hennebelle et al., 2004).
Concernant le pouvoir antioxydant des tannins, cette propriété est tres remarquable due a
leurs noyaux phénols et la présence des groupes di- ou trihydroxyles sur le cycle B et les
groupes méta 5, 7 dihydroxyles sur le cycle A. Les tannins catéchiques du thé vert :
gallate d’épicatéchine, gallate d’épigallocatéchine et 1’épicatéchine sont des puissants
extracteurs des radicaux libres (Rahman et al., 2006), ils inhibent les ions Cu2+ qui
catalysent ’oxydation des lipoprotéines dans les macrophages in vitro (Yoshida et al.,

1999).

Les coumarines sont utilisées pour leurs propriétés vasculoprotectrices, neurosédatives,
diurétiques, stomachiques et carminatives (Hennebelle et al., 2004). Ils ont la capacité
de capter les radicaux hydroxyles, superoxydes, et peroxydes. Ils préviennent également la

peroxydation des lipides membranaires (Anderson et al., 1996).

Les acides phénols et ces dérivés sont considérés comme responsables de I’activité

cholérétique de D’artichaut et les propriétés antipyrétiques et anti-inflammatoires des
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dérivés salicylés (Hennebelle et al., 2004). Les composés possédant les activités
antioxydantes et antiradicalaires sont 1’acide caféique, I’acide gallique et 1’acide
chlorogénique (Bossokpi, 2002). Pour I’acide caféique, il se montre tres efficace contre
les virus, bactéries et champignons (Cowan, 1999). Alors, I’acide gallique a pour pouvoir
de réduire la viabilité des cellules cancéreuse du poumon chez les souris in vitro et que la
combinaison de cet acide avec les médicaments anticancéreux tels la cisplatine peut tre un
traitement efficace pour ce type de cancer (Kawada et al., 2001 ;Rangkadilok et al.,
2007). 1I peut aussi prévenir les dommages oxydatifs d’ADN cellulaire a une faible
concentration et exerce une forte activité antiproliférative tels que la quercétine sur les
cellules humaines cancéreuses du colon et les cellules épithéliales du foie chez les rats

normaux (Lee et al., 2005).

Certaines quinones, dérivant de 1’anthraquinone, sont des laxatifs stimulants. Elles sont
rencontrées dans la bourdaine (Rhamnus frangula L.), les sénés (Cassia spp.) et les aloes
(Aloe spp.). D’autres activités antidépressives (hypericin), anti-protozoaires, antivirales,
antibactériennes, fongicides et antiallergiques ont été décrites et plusieurs molécules du

groupe ont une toxicité non négligeable. (Bruneton, 1993 ; Hennebelle et al., 2004).
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Chapitre 11 Lawsonia inermis L

1. Lawsonia inermis L

1.1. Présentation

Plante de la famille des Lythracées Cette derniere est connue pour sa possession d’un
potentiel colorant important (Orwa C et al 2009). Elle est cultivée sous le nom de Henné
en Afrique du Nord, au Moyen- Orient et en Inde occupant une aire partant de I'Afrique de
I'Ouest jusqu'en Asie du sud-est. La plante est retrouvée sur tout type de sol cependant elle
tolere mal les sols alcalin, elle pousse principalement le long des cours d'eau et dans les
régions semi-arides et a besoin de températures élevées pour sa germination ; le
henné est largement utilisé pour la médecine traditionnelle et prophétique en Afrique, Asie

et Moyen-Orient(Tauheed AM et al 2016)
1.2. Classification botanique :

L.inermis L est la plante la plus connue de la famille des Lythracées. Cette famille est
connue pour sa possession d’un potentiel colorant important. Elle est cultivée sous le
nom de Henné en Afrique du Nord, au Moyen- Orient et en Inde occupant une aire

partant de 1'Afrique de 1'0Ouest jusqu'en Asie du sud-est.

Lawsonia inermis (Henné ou mehendi) appelé également Lawsonia alba-Lam

appartient a :

L’Embranchement : Spermaphytes

La Sous-embranchement : Angiospermes

La Classe des : Magnoliopsida

La Sous-classe des : Magnoliidae

L’Ordre des : Myrtales

La Famille de : Lythraceae: qui se compose d’environ 500 especes

Le Genre : Lawsonia qui ne comporte qu'une seule espece ( Musa et Gasmelseed 2012 ;

Sharma A et Sharma K 2013).
Espece : L.inermis L.

Nom binomiale : Lawsonia inermis

Page 18



Chapitre 11 Lawsonia inermis L

1.3. Description morphologique

Lawsonia inermis est un arbuste ou petit arbre fortement ramifié, glabre, atteignant 6
m de haut, a écorce marron-grise. Ses feuilles opposées décussées, simples et entieres, sont
presque sessiles a stipules minuscules; limbe elliptique a oblong ou largement lancéolé;
inflorescence: panicule terminale de grande taille, pyramidale, atteignant 25 cm de long, a
nombreuses fleurs bisexuées régulieres et odorantes. Son fruit est une capsule globuleuse

de 4-8 mm de diametre, violet-vert, indéhiscente ou s“ouvrant irréguliérement,

contenant de nombreuses graines longues de 2-3 mm, a tégument épais( Chauhan et

Pillai, 2007 Jallad and Jallad, 2008)

©Kazuo Yamasaki

.-\‘cA

E] : Feuilles F] : Poudre des feuilles séchées

Figure 5: Description botanique de Lawsonia inermis L (Kadiatou, malle (2011)
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1.4. Origine et répartition géographique

N

En effet, la région d'origine du henné correspond a la savane tropicale et aux
régions arides originaire de 1’Inde ou de I'Afrique de I’Est; le henné est naturalisée
principalement dans les régions tropicales et sub-tropicales de I'Asie, de I'Afrique et
de 1'Australie, d'ou sortent les meilleures qualités tinctoriales quand il est cultivé dans
les températures comprises entre 35°C et 45°C. (Akoegninou et al., 2006 ; Musa et
Gasmelseed 2012 ; Philippe 2013)

La poudre de ses feuilles, appelé également henné, a été largement diffusé en Europe
depuis 1890 (El Babili et al., 2013), actuellement elle est I'objet d'un commerce intense

entre I'Afrique du nord, I’Inde et I'Europe ( Botineau 2010).

Figure6 : Localisation de Lawsonia inermis L dans le monde (Orwa C et al ;2009)
2. La composition chimique de L.inermis L

Prés d’une centaine de phytoconstituants, représentant une variété de classes, ont été
identifiées a partir de toutes les parties de Lawsonia inermis. Les composés phénoliques,
notamment les coumarines, les flavonoides et les naphtoquinones, sont particulierement
présents dans les extraits de henné. Cette abondance de composés biologiquement actifs
implique que le henné a diversifié son arsenal chimique au cours des millénaires une
gamme de menaces auxquelles les individus ont été exposés. Le semi-aride environnement
d'ou provient la plante a peut-étre favorisé les voies évolutives vers la production de

métabolites phytopharmaceutiques. Bien que les conditions climatiques favorisant la
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production de colorant (Lawsone) (Phirke et Saha, 2013), des études phytochimiques
approfondies sont en cours.

2.1. Les Composés phénoliques

» Les coumarines
La coumarine (5-allyloxy-7-acétoxy coumarine) a été isolée de la plante mere (Bhardwayj
et al., 1976), tandis que fraxétine, scopolétine ; esculétine (Chakrabartty et al., 1977;
Chaudhary et al.,, 2010), daphneside , daphnorin et agrimono lide-6-O-B-D-
glucopyranoside (Cuong al, 2010) ont été identifiés dans les feuilles.

> Les flavonoides
Un grand nombre de flavonoides ont été isolés principalement des parties aériennes du
henné Ceux-ci incluent l'acacétine, également connue sous le nom de linarigénine,
linarisénine ou 4-méthoxyapigénine , acacétin-7-O-glucoside , lutéoline , lutéoline-7-O-
glucoside (Mahmoud et al., 1980), apigénine-7-O--D-glucopyranoside , apigénine-4 0 -
O -B-D-glucopyranoside (, lutéoline-30-O -B-D-glucopyranoside (Afzal et al., 1980),
apiine , cosmosiine (Mikhaeil et al., 2004), 1isoscutellarine(Cuong et al., 2010),
lawsochrysin (5-hydroxy-6-n-pentyl-7-n-pentyloxyflavone) ,lawsochrysinin (5-hydroxy-7-
4 "-pentényloxy-avfone) , lawsonaringénine (4 , 5-dihydroxy-7- (4" -pentényloxy) -
favanone) , 3 0, 40 -diméthoxyflavone ,7-hydroxyflavone , 3,3 0, 40, 7-
tétrahydroxyflavanone et rhoifoline (apigénine-7-O-f -neohesper- idoside) (Uddin et al.,
2011), qui ont été isolés de la feuilles. Les racines velues produisent de la catéchine
(Bakkali et al., 1997), alors que la lutéoline-40-O-B-D-glucopyranoside , l'apigénine ,
lutéoline-7-O-rutinoside, diosmétine-7-O-rutinoside et la lutéoline-7-O-B-D-
glucopyranoside ont été rapportés des tiges et des feuilles (Liou et al., 2013)

» Les tanins
La racine doit pouvoir produire le 1,2, 3, 6 tétra-O-galloyl-B-D-glucose et les 1,2,3,4,6-
penta -O-galloyle B-D-glucose (Bakkali et al., 1997). L'acide tannique est apparemment
l'un des des principaux constituants de la plante (Ostovari et al., 2009).

» Les naphthalenes
Un petit nombre de naphtalenes, a part Lawsoni (1, 2,4-trihydroxynaphtalene - 1, 4 - i-B-D-
glucopyranoside) (Takeda et Fatope,1998), 1, 2.4-trihydroxynaphtalene-1-0-B-D-
glucopyranoside  (Hsouna et al., 2011), trois carboxylates de méthylnaphtaleéne, le
lawsonaphtoate AC (Liou et al., 2013) et le 1,2-dihydroxy-4-O-glucosyloxy naphtaléne
(Afzal et al., 1984; Kawamura et al., 2000) ont été isolés des tiges et des feuilles de

henné .Les naphtoquinones, abondantes au henné, sont dérivées des naphtalénes.
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» Les naphthoquinones
Un certain nombre de naphtoquinones, notamment la 2- méthoxy-3-méthyl -1, 4-
naphtoquinone (Mikhaeil et al., 2004) et la lawone (2-hydroxy-1,4-naphtoquine sur e)
(Ashnagar et Shiri, 2011; Almeida et al.,, 2012) sont présents dans les feuilles de
Lawsonia inermis L et particuliecrement concentrée dans les pétioles des feuilles
(Cartwright-Jones, 2006). Le lawsone est instable lorsqu’il est exposé a la lumiere et a
I’oxygene, rendant nécessaire de stocker le henné sec de maniere appropriée (Cartwright-
Jones, 2006). Beaucoup de propriétés biologiques affichées par la plante ont été attribués a
son principe actif le Lawsone. L’écorce de la tige du henné donne 1’isoplumbagine (2-
méthyl-8-hydroxyl-1,4-naphtoquinone) (Gupta et al.,, 1993), tandis que rendement
lawsonadeem (1-méthoxy-13H dibenzo [b, i] xantheéne-5,7,12,14-tetuenéon) (Siddiqui et
al., 2003), 4S-4 - [l'hydroxy-a-tétralone ,La 3-amino-2-méthoxycarbonyl-1,4-
naphtoquinone et la 3a, 4a-dihyroxy-o-tétralone (Liou et al., 2013)

» Les xanthones
Des fourmis entieres ont été utilisées comme méthode de préparation de l'isolement
de 1, 3 - dihydroxy 6, 7-di méthoxyxanthone (également appelé laxanthone-I) ; 1-hydroxy-
3, 6-iacétoxy-7-méthoxyxanthone (laxanthone-II) (48) et 1-hydroxy-3,7-diméthoxy-6-
acétoxyxanthone(laxanthone-II1) (Bhardwayj et al., 1977; 1978; Mahmoud et al.,1980).

> Les lignanes
Cuong et al. (2010) ont isolé le syringaresinol-O - B-D-glucopyr-anoside , le -pinorésinol-
di-O-B-D-glucopyranoside et syringaresinol-di- O - B-D-glucopyranoside provenant des
feuilles de henné .

» Les alkylphénones
Lalioside (2,3,4,6-tétrahydroxyacétophénone-2-O-D-glucopyrazone) (Takeda et Fatope,
1998), lawsoniaside A (1-butanoyl-3,5-diméthylphloroglucinyl-6) -B-D-glucopyronoside)
(Cuong et al, 2010) et le 2,4,6-trihydroxyacétophénone-2-O-B-D-glucopyranoside
(Hsouna et al., 2011) ont été rapportés du feuilles .

» Autres composés phénoliques
Le dérivé obtusafuran, la lawsonicine (2,3-dihydro-5-hy drox y- 3- (hydroxyméthyl) -2- [4-
((3-hydroxypropyl) -3-méthoxy) ph enyl] - 6 -méthoxy-1-benzofurane) (Siddiqui et
al.,2003) acide p-coumarique (Mikhaeil et al., 2004) et 1’acide gallique (Ostovari et al.,
2009). En outre, trois dérivés du 1,5-diphényl-pent-3-en-1-yne, la lawsochyline A — C ,4-
hydroxy-benzaldéhyde et alcool dihydrodéhydrodiconyférylique ont été isolés a partir des
tiges et des feuilles (Liou et al., 2013)
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Des composés phénoliques ont été isolés: le lawsoniaside B et le syringinosinol di-B-D-
glucopyranoside a partir des feuilles (Cuong et al., 2010).

2.2. Les terpenes

» Terpenes volatiles
Bien que l'huile est présent a faible rendement, il est utilis€ comme parfum dans les
industries (Guru Prasad, 2011), avec 'odeur caractéristique attribuée a la présence de -
ionone. L'huile essentielle comprend principalement les terpénoides a-ionone et f-ionone
et ses dérivés, mais contient également du 2-phényléthanol et du benzyle I’alcool, ainsi que
d’autres alcools et aldéhydes (Anita et Kaushal, 1950; Wong et Teng, 1995). Les
substances volatiles présentes dans les feuilles comprennent le méthyl-a-D-
glucopyranoside, le 2-hydroxy-1,4-naphtalene-dione (Hema et al., 2010), I'hexadécanoate
d'éthyle, cinnamate, isocaryophylléne et linoléate de méthyle (Oyedeji et al., 2005).
Ogunbinu et al. (2007) ont identifié le 1,8-cinéole, l'a-pinene et le p-cymene comme
constituant majeur des huiles de feuilles et de fruits alors que Kidanemariam et al. (2013)
ont rapport¢ du bisaboléne , eugénol, acide hexadécanoique, phytol , a-terpinéol et
étherphénylvinyle en tant que composés majeurs de I’huile des feuilles .

» Terpénoides non volatiles
Une variété de peptides non volatiles a été¢ identifiée dans Lawsonia inermis . Lupéol,
bétuline , acide bétulinique et 30-norlupan- 3B-0l-20-one ont été isolés des feuilles
(Chakrabartty et al., 1977; Chaudhary et al., 2010), tandis que I'écorce a donné le 33,
30-dihydroxylup-20 -ene (hennadiol) et le (20 S) -3B, 30-dihydroxylupane
(Chakrabartty et al., 1982). Le Lawnerm est identifi¢ comme acide (acide 3f, 28p-
dihydroxy-ursa-12,20-diene-23a-oique) et ester méthylique d'acide de Lawnermis (Handa
et al.., 1997). Acide Lawsonique (30-E-ferulyl oxy-lup-20 -en-28-oic acid) , lawsonin
(3a- E - ferulyloxy-urs - 11 - en - 13B-ol) (Siddiqui et Kardar, 2000), vomifolol ( 4 S) -4-
hydroxy-4 - [(1 E, 3 R) -3-hydroxybu t-1-ényl] -3,5,5-triméthylcyc lohex-2-én-1-0-ne
(Siddiqu et al., 2003), lawsoweem (3B-hydroxy-24-pE-coumaroyloxyolean - 12 -en -2 8
- oicacid) et lawoshamim ( Acide 2-acétoxy-3B-hydroxy-oléanique-12-en-28-oique)
(Siddiqui et al., 2005) ont été isolés des parties aériennes. Liou et al. (2013) ont
identifiées 9-hydroxy-4-megastigmen-3-one dans les tiges et les feuilles.

2.3. Les stéroides
Pour autant que l'on puisse en vérifier un seul stérol, le lawaritol (24 B -ethylch olest- 4-

en-3 B -o1), a été isolé des racines de Lawsonia inermis (Gupta et al., 1992, 1994).
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2.4. Les alcaloides
Deux alcaloides harmala harmine et harmaline ont été€ isolés de ’extrait a I’éthanol de

graines mires de lawsonia inermis (Jacob et Saral, 2013).
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Figure 7 : Structures de certains composés importants rapportés chez L.inermis L

Page 24



Chapitre 11 Lawsonia inermis L

3. Les activités pharmacologiques de L.inermis L

Un large éventail d’activités biologiques a été attribué au henné, 1’activité antifongique
Sagar, K , 2013 ; Subbaiah and Savithramma, 2012), antibactérienne(Mina et al .,
2012 ; Rahiman et al ., 2013 ), virucide(Mouhajir et al ., 2001), antiparasitaire,
propriétés anti-inflammatoires(Imam et al. (2013) ; Liou et al., 2013), antalgiques et
anticancéreuses(Priya et al.,, 2011; Kumar et al., 2014), ainsi que I’activités
hépatoprotectrices(Igbal et al., 2011; Sharma et al., 2012), immunomodulatrices,
anthelminthiques, antitrypanosomal et anti-oxydantes (Adetutu et al., 2013 ; Al-Damegh,
2014)

Tableau 2 : :Principales propriétés pharmacologiques répertoriées des feuilles de L.

inermis L

Forme d’utilisation Activitées Références

Décoctée des feuilles et tiges Contre les dysménorrhées Akoegninou et al 2006
feuillées

Extrait cloroformique des Anti cancérigene Endrini et al 2002

feuilles Ling LT et al 2010
Infusion des feuilles avec Antipaludique Oladele et Adwunmi 2008

senna alata

Extrait éthanolique brute des Anti-inflammatoire et Alietal 1995
feuilles analgésique
Extrait aqueux et Antibactérienne Ghosh et al 2008

méthanolique des feuilles

Extrai éthanolique des Antioxydantes Anis et al 2011

feuilles ,extrait aqueux des Hosein HKM 2007
feuilles

Etrait des feuilles Antitrypanosomienne Atawodi et al 2002
Extrait brute de feuilles Atimicrobienne Babu ey subhasree 2009
fraiches ou sechées Al-Rubiay KK 2008
Etrait hydro-éthanolique des Hépatoprotectrice Sanni et al 2010

feuilles
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4. Les propriétés et les utilisations de L.inermis L

A T'échelle mondiale, Lawsonia inermis est utilisé comme médicament traditionnel pour le
traitement d'un large éventail de maladies apparemment non liée. Cependant, un
dénominateur commun indiquant des utilisations par divers groupes culturels, est évident
dans de nombreux cas.

La Décoction demi cuillere a thé préparée a partir de la racine de L. Inermis pris oralement
deux fois par jour pendant 10-15 jours était fréquemment utilisé pour le traitement de la
jaunisse par les anciennes tribus de la communauté Bhoxa de 1'Inde (Sharma et al., 2012).
Des feuilles de L. inermis ont également été prescrites contre la trypanosomose africaine
en Cote d'Ivoire et au Nigéria. (Atawodi et al., 2002; Okpekon et al., 2004). Dans les
régions du sud de 1'Inde il a été utilisé comme médicament traditionnel pour traiter les
infections par la teigne et les maladies de la peau (Ponnusamy et al., 2010;Kamaraj et
al., 2012). Les guérisseurs traditionnels yéménites ont utilisé du henné pour traiter les
infections bactériennes et les briilures (Ali et al., 2001). I également inclus dans les textes
médicaux du papyrus Ebers (Bryan et al., 1974) 2 Rome pendant I’Empire romain et en
Espagne pendant Convivienca (Fletcher, 1992). La médecine du prophete mentionnée le
henné est utilisé de maniere spécifique dans le traitement des migraines, de la lepre, des
ulceres, variole, varicelle, tumeurs, etc. (Ibn Qayyim et al., 1998).Les premieres études
scientifiques réalisées avec des extraits de plantes au henné et constituants purifiés
attribués a un antibactérien (Malekzadeh, 1968), antifongique (Tripathi et al., 1978),
antioxydant, immunomodulateur (Hsouna et al., 2011; Mikhaeil et al., 2004), glycation
de protéines inhibition (Sultana et al., 2009), anti-drépanocytose (Chang et Suzuka,1982;
Clarke et al., 1986), stimulant les macrophages (Wagner et al.,1988), hépatoprotecteur
(Anand et al., 1992), analgésique, anti-inflammatoire, antipyrétique (Alia et al., 1995),
anti-complémentaire (Handa et al., 1997) et actions cytotoxiques (Ali et Grever,
1998)dans diverses fractions Les actions bactéricides et fongicides ont été attribué a 1’effet
tannant de la plante (Wessjohann et al., 2003) sans effet secondaire allergique ou
cancérigene (Nayak et al., 2007). Traditionnellement, la pate de feuilles de henné était
également appliquée pour prévenir inflammation de la peau (Chopra et al., 1956), infusion
diarrhéique et lithiases rénales (Bellakhdar, 1997) tandis que la décoction de feuilles était
trouvée utile dans le nettoyage et la cicatrisation des plaies (Kumari et al., 2011). le
feuilles de L. inermis avec Hibiscus rosa-sinensis, Eclipta prostré et des graines d’Abras

précatoriales en quantités égales broyées dans pate et imbibée d’huile de sésame pendant 5
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jours a été fréquemment appliquée comme huile de cheveux par les tribus de la région
d’Andhra Pradesh en Inde pour prévenir pellicules et chute de cheveux (Suneetha et al.,

2011). Tribus nigérianes utilisées feuilles pour traiter la poliomyélite et la rougeole
(Oladunmoye et Kehinde, 2011) et comme tonique sanguin (Idowu et al., 2010)

Le principal agent de coloration présent dans les feuilles de henné est un rouge-orange.
pigment Lawsone (2-hydroxy-1, 4-naphtoquinone). Lawsone se présente sous la forme d’un
précurseur glycosidique qui se sépare de maniere adéquate le lien glycosidique lorsqu’il est
appliqué sur la peau avec de I’eau (Gallo et al., 2008). Le colorant se lie a la protéine de
kératine de la peau et en toute sécurité tache la peau de orange pale a brun noir en fonction
de comment bien la peau le prend (Al-Tufail et al., 1999; Lekouch et al., 2001;
Cartwright, 2006; Hanna et al., 1998). Lawsone est également un réactif adapté a la
détection de marques de doigts latentes sur le papier preuve de contact en criminologie et
pourrait donc servir de substitut a la ninhydrine utilisée jusqu'a présent (Khan et Nasreen,
2010).
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Chapitre 111 La flore dermique

1. Laflore dermique :

1.1.  Généralités sur la peau humaine

La peau et les muqueuses constituent l'enveloppe du corps humain (A Ostojic ,2017)
,elle est I’organe le plus important de I’organisme, avec une surface d’environ 1,8 m2 et un
poids d’environ 4 kg pour un adulte de 70 kg (Roberts, et Walters 2008). C’est un
organe hétérogene, composé de plusieurs couches et annexes. Structurellement, la peau est
divisée en deux régions tres différentes : 1’épiderme comportant plusieurs strates cellulaires
et le derme formé essentiellement de tissu conjonctif (Fig.11) (Smith et Maibach 2006;

Monteiro-Riviere 2010).

_— Couche cornée
Couche claire
Couche granuleuse [ Epiderme
Couche épineuse
Couche germinative

Derme papillaire

s oo - Derme
Derme réticulaire

Vaisseaux
Tissu adipeux

+ Hypoderme

Figure 11: Coupe transversale de l'épiderme, du derme et de I'hypoderme.

Microscopie optique.(Source : Anne-Marie Courtot 2011)
1.2.  Généralités sur la systématique des champignons

Les Champignons encore appelés "Fungi" (du latin) ou Mycetes (du grec mukes,
champignon), constituent aujourd’hui le cinquieéme régne du monde vivant appelé regne
Fongique, c’est un large groupe diversifié qui possede des caractéristiques communes avec
les plantes inférieures et les animaux inférieurs (Nikoh N et al.,, 1994 ; Bouchet P
et al., 1999 ; 2005). Le Regne fongique comprend actuellement environ 70 000 especes
recensées (parmi lesquelles 13 500 sont lichénisées et font 1’objet d’une science

autonome : la Lichénologie) mais les estimations actuelles, proposées par
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extrapolation, évaluent le nombre effectif de champignons a la surface de la planete, a plus

d’un million d’especes (Bouchet et al., 2005).
» Les champignons filamenteux

Pour ces Champignons le thalle est constitué de filaments (cloisonnés ou non) appelés
aussi hyphes. L’ensemble des filaments enchevétrés constitue le mycélium. I s’agit
d’éléments tubulaires, d’un diametre de deux a dix um. Ces champignons filamenteux
regroupent également un grand nombre de micromycetes médicalement importants. Selon
les effets, ils sont divisés en deux groupes : dermatophytes (7Trichophyton
mentagrophytes, Trichophyton rubrum, Microsporum canis, Microsporum gypseum,
Epidermophyton  floccosum.) et moisissures ou contaminants (Aspergillus flavus,

Aspergillus fumigatus, Scopulariopsis brevicaulis, etc.).

Les mycoses cutanées, qui atteignent la couche externe de la peau, sont
généralement appelées mycoses inflammatoires ou dermatophytoses. Ces maladies sont
cosmopolites et tres fréquentes (Pfaller, M. A., Sutton, D. A., 2006). Les
dermatophytoses sont provoquées par un groupe de champignons appelés dermatophytes
composé des genres Trichophyton, Microsporum, et Epidermophyton. Ces champignons
sont kératinophyles et ont une affinité pour les cheveux, les poils, la peau et les ongles. La
prévalence des infections unguéales atteint des taux de 10 a 20%, faisant de son agent
pathogene principal, Trichophyton rubrum, un des champignons infectieux le plus

répandu (Aly, R., 1994).
Les maladies fongiques cutanées peuvent grossierement €tre divisées en deux groupes :

» Superficielles limitées au stratum corneum, pilosités et/ou ongles.
» Profondes dermiques et/ou sous-cutanées.(anonyme 2018)

2. Les dermatophyes :

Les dermatophytes sont des champignons filamenteux spécialisés capables de dégrader la
kératine. Ils sont la cause de la plupart des mycoses de la peau, des cheveux et des ongles

(Hoog GS 2017 ). On distingue trois groupes ¢cologiques de dermatophytes :
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2.1. Les dermatophytes anthropophiles

La répartition est cosmopolite et la contamination pour ces especes est toujours
interhumaine ; Les dermatophytes anthropophiles le plus souvent isolés sont 7. rubrum,

T. mentagrophytes var. interdigitale et E. Floccosum ( Faway, E et al 2017).
2.1.1. Les mycoses des pieds

La contamination se fait a partir des sols (rebordsdes piscines, tatamis, etc.), sur lesquels
se trouvent des débris de squames parasitées ou fragments d’ongles provenant d’individus
infectés. Cette affection généralement bénigne peut étre a 1’origine de complications a type
d’érysipele et de contagions possibles dans les établissements et lieux publiques tels que
les piscines, hammams, douches, mosquées, salles de sport, etc ( Angora, K. E et al

2017 ; Halim I et al 2013).

Cette mycose désigne une infection fongique de 1’appareil unguéal. L atteinte unguéale
s’accompagne presque toujours de celle des espaces interdigitaux et des plantes des pieds

(Kiki-Barro, P. C. M et al 2017).
2.1.2. Les teignes

Les teignes désignent les infections dermatophytiques comportant un parasitisme pilaire du

cuir chevelu, de la barbe ou de la moustache.

Les agents pathogenes des teignes du cuir chevelu appartiennent a deux genres :

Microsporum (M) et Trichophyton (T) ( Khosravi AR et al 2016).
Quatre types de teigne du cuir chevelu sont distingués :

les teignes tondantes microsporiques ou trichophytiques, les faviques et les suppuratives.;
La transmission s’effectue soit directement d’individu a individu, soit par 1’intermédiaire

d’objets comme

v" Des bonnets,

v" Des instruments de coiffage (peignes, brosses a cheveux, tondeuses, etc.).

Ces atteintes sont retrouvées majoritairement chez les enfants puis les femmes enceintes
mais elles touchent rarement les hommes (B.Soutou et al 2017 ;Gharbi, H et al 2017 ;

Kallel, A et al 2017)
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La contamination, due a I’inoculation de spores, peut se produire longtemps apres le
contact entre 1’objet et la cuir chevelu de I’individu infecté en raison de la longue durée de

vie des spores dans le milieu extérieur.
2.1.3. Les dermatophyte de la peau

On observe des localisations cutanées des agents des teignes anthropophiles , il s’agit le
plus souvent d’une localisation secondaire . une entité clinique , le tokélau ( du a
trichophyton concentricum),donne des épidermophyties trés extensives et fortement
contagieuses (Chabasse D et al 2011). les épidermophyties regroupent les dermatophyties
(ou intertrigos) des grands plis et des petits plis, ainsi que la dermatophytie circinée,
connue autrefois sous le nom d’herpes circiné ou roue de sainte Catherine, termes

aujourd’hui obsoletes(Elandaloussi, K et al 2017)
2.2. Les dermatophytes zoophiles

La contamination peut étre la conséquence d’un contact direct avec le pelage d’un animal,
avec une localisation préférentielle dans les zones « d’échanges » comme le visage pour
les enfants (embrassent leur animal familier )ou les bras pour les adultes (Moretti A et al
2013) ; La contamination peut €tre aussi indirecte par les poils virulents de 1’animal
laisséssur un coussin pour M. canis (par exemple) ou dans une étable a bovidés (contact ou

frottement sur une porte, une chaine, un harnais) pour 7. Verrucosum.

La majorité des dermatophytoses inflammatoires de la peau et des cheveux sont causées
par plusieures especes de dermato-phytes zoophiles, a savoir Microsporum canis
(provenant du chat et du chien), Trichophyton verrucosum (provenant du bétail),
Trichophyton equinum (provenant des chevaux) et Chez les petits mammiferes (cobaye,
hamster, souris, lapin) on isole volontiers 7. mentagrophytes , et avec le hérisson T.
erinacei, la contamination directe chez ’homme est donc plus limitée ( Guillot, J et al

2015).
2.3. Les dermatophytes géophiles

Certaines especes saprophytes ont un habitat tellurique qui vivent aux dépens de la kératine
animale abandonnée (fragments de poils, plumes, sabots, carapaces d’insectes, etc.),
quasiment jamais impliquées dans des 1ésions humaines et animales Parmi ces especes,

seuls Microsporum gypseum et T. mentagrophytes ont un pouvoir pathogene reconnu.
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La contamination de ces dermatophytes géophiles peuvent é&tre véhiculés par un animal

transporteur (Gholami-Shabani M et al 2015, Zamani, S. Et al 2016)
3. Les aspeccts cliniques des dermatophytes

Les dermatophytes peuvent déterminer des infections de la peau glabre, des onyxis, des
teignes du cuir chevelu ainsi que des folliculites (Chabasse D et al., 2011). Les aspects de

ces lésions doivent étre parfaitement connus du biologiste.
3.1. Les teignes

Les teignes du cuir chevelu sont des infections fongiques fréquentes chez 1’enfant d’age
scolaire (Elandaloussi, K et al 2016) . La contamination est le plus souvent d’origine
humaine ou animale (les animaux peuvent étre malades ou simplement porteurs de spores),
rarement d’origine tellurique(N Contet-Audonneau ;2003 ; Abid, R et al 2017 ; Kallel,
A et al 2016)(fig.9)

Espéces
anthropophiles

\\\“b

Retrouvées preferentiellement
iﬂasm_opulitas dans des régions tropicales
ou sub-tropicales

!

T. tonsurans T. soudanense

T. viclaceum

T. =choenleinii

M. sudouinil var. langeroni
AL ferrugineum

| Epid-n‘rniolugi& des principaux
agents de teignes du cuir chevelu

e N

. Especes zoophiles | Especes telluriques
{ M. gypseum
M. fuhwum

T. meniagraphytes var. mentagrophyies
(chat, chien, cheval, lapin, cochon d'Inde)
T. menizgrophytes var porcelfize (cochon d'inde. ..}
T. erinacei (nérizzon)
T. verrucosum (bovins, oving, capnns)
T. equinum (chewval)
M. canis (chat, chien)

Figure 9: Epidémiologie des dermatophytes agents de teignes du cuir
chevelu.(chabasse 2013).
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3.1.1. Les teignes tondantes

Ces teignes touchent principalement 1’enfant entre 4 et 10 ans , surtout les garcons ou la

guérison a la puberté est la reglesurtout les garcons ot la guérison a la puberté

est la regle mais aussi parfois la femme adulte. Il existe aussi de nombreux « porteurs sains
», assurant la dissémination de I’infection dans I’environnement familial ; Elles régressent
spontanément a 1’age adulte. Elles se caractérisent par I’apparition de plaques(Arrache, D

et al., 2015)

d’alopécie. Selon la taille de ces plaques et le type de parasitisme du cheveu, on distingue :

Figure 10 : Lésions du cuir chevelu : teigne tondante microsporique (A), Teigne

favique étendue (B) (Collection du Dr Guy Badillet)
3.1.1.1.  Les teignes microscopiques

Ses teignes sont caractérisées par la cassure des cheveux entrainant une ou plusieurs zones
d’alopécie de plusieurs centimetres de diametre; les plaques d’alopécie sont peu
nombreuses avec une surface recouverte de squames ,les plaques d’alopécie bien limitées
peu ou pas inflammatoire grisatres( fig 10 A) .Les deux principaux agents sont M. canis

(zoophile) et M. langeronii (anthropophile)(Benmezdad A et al .,2012)
3.1.1.2.  Les teignes tondantes seches a petites plaques

Les agents les plus fréquents en sont  Trichophyton tonsurans, T. violaceum,
T. soudanense, tous anthropophiles(G.E. Piérard et al 2017)., ce sont les teignes
trichophytiques, qui peuvent générer des petites plaques d’alopécie éparses de forme
irréguliere avec des cheveux coupés au ras du cuir chevelu et mélés a des squames. Ces

plaques peuvent fusionner en constituant de grandes plaques incompletement alopéciques.
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3.1.2. Les teignes faviques

Elles se rencontraient aussi bien chez 1’enfant que chez I’adulte, La contamination
interhumaine, souvent familiale, survient habituellement dans 1’enfance (G.E. Piérard et
al 2017) . La puberté n’entraine pas la guérison. L’agent responsable est Trichophyton
schoenleinii.(fig 10 B) Elles sont caractérisées par la formation d’un« godet favique » a la
base du cheveu, 1ésion en cupule de 0,5 a 1,5 cm de diametre, de couleur jaune soufre,
constitué par I’accumulation du mycélium. En tombant, les crofites laissent un cuir chevelu
cicatriciel ou les cheveux ne repoussent pas, Une odeur fétide est souvent présente. La

formation des plaques d’alopécie nécessite plusieurs années.( Kalus, A .,2017).
3.1.3. Les teignes inflammatoires ou suppurées

Les agents responsables les plus fréquents en sont des dermatophytes zoophiles
(T. mentagrophytes, T. ochraceum, plus rarement M. canis) ou parfois géophiles
(M. gypseum) (G.E. Piérard et al 2017);débutent par une tache squameuse qui évolue
tres rapidement, Elles touchent 1’adulte comme 1’enfant, et sont appelées kérions.. Ces
plaques se couvrent de pustules, suppurent et provoquent I’élimination des cheveux.
L’évolution est spontanément régressive en quelques semaines ou quelques mois. Les

cheveux repoussent habituellement.
3.2. Les onychomycoses

L’onychomycose dermatophytique débute sur le bord libre ou les bords latéraux de
I’ongle(Rosen T. et al, 2015).Les dermatophytes et les levures ne sont pas les seuls agents
fongiques en cause. D’autres champignons filamenteux appelés moisissures sont aussi
impliqués dans la pathologie fongique unguéale.( M. Iken et al, 2016). leur prévalence
dans la population générale varie entre 2 et 26 % . Selon les études, la
forme sous-unguéale distolatérale est la forme clinique prédominante(Kouotou
EA, et al,2017 ; Nkondjo Minkoumou S et al, 2012). Elles touchent essentiellement
les orteils et sont dues principalement a des dermatophytes cosmopolites (7. rubrum et T.
mentagrophytes var.interdigitale) ; Elles soulevent de véritables problemes de
diagnostic et de thérapeutique, en effet, des causes les plus diverses déterminent des
aspects cliniques trés proches voire identiques (E'DITORIAL ;2014); Pour réaliser

une infection fongique sur [1’appareil unguéal, un champignon peut emprunter
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différentes voies dont chacune définit un type particulier (Hay RJ et al 2011 ;
Baran R,2006).

3.2.1. L’onychomycose sous-unguéale distolatérale

est la forme la plus courante.LLe dermatophyte envabhit le lit unguéal a partir du bord latéro-
distal, vers la matrice, ce qui entraine une hyperkératose sous-unguéale friable et poudreux.
Cette hyperkératose entraine le décollement de la tablette unguéale qui peut parfois
aboutir a la chute spontanée de 1’ongle(Chabasse D, et al, 2008). L’aspect clinique est
celui d’une tache jaune a brune , plus ou moins foncée (figure 14 A) (Baran R, et

al ;2004).
3.2.2. Les leuconychies

Elle se manifeste par de petits lots blancs , opaques, a limites nettes(Zagnoli A,2003)
correspondant a une atteinte superficielle de la tablette unguéale(figure 14 B), Ce type

de 1ésions se retrouve chez des patients diabétiques, immuno déprimés ou présentant un

chevauchement des doigts (R. Baran ;2014).

Figure 11: Onychomycose disto-latérale sous-unguéale (A), : Leuconychies (B)

(Feuilhade M et al 2014)
3.2.3. Les onychomycose sous-unguéale proximale

sont la traduction d’un envahissement a partir de la face profonde des replis sous
unguéaux. Cette forme clinique s’observe de plus en plus souvent chez des patients
immunodéprimés mais aussi chez des patients immunocompétents, I’ongle n’est pas
contaminé par son bord libre mais par son extrémité proximale au niveau de la

lunule(Chabasse D,2011).
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3.2.4. L’onychomycose endonyx

Dans ce type d’atteintes également rares, les agents pathogenes pénetrent dans la tablette
unguéale par voie pulpaire, comme c’est le cas pour I’onychomycose disto-latérale, mais
n’envahissent pas le lit unguéal. Ceci rend 1’ongle diffusément blanc et opaque, sans

onycholyse, ni hyperkératose sous-unguéale.(Monkassa B et al ,2000 ; D Chabasse,2011)
3.2.5. L’onychodystrophie totale

peut résulter de toutes ces atteintes unguéales. Elle traduit I’envahissement progressif et la
destruction de toute la tablette unguéale par le champignon. Toute la lame devient friable,

en « bois pourri » et s’effrite peu a peu completement(F. Leslé et al ,2013)
3.3. Les épidermophyties

Les épidermophyties sont les 1ésions localisées a la peau glabre. Sont donc exclues les
1ésions du cuir chevelu et de la barbe ainsi que celles des 1ésions unguéales. Ils sont dus le
plus souvent a des especes anthropophiles, 7. rubrum, T. mentagrophytes var. interdigitale

et Epidermophyton floccosum (D.Chabasse et al ,2003).
3.3.1. Les dermatophyties circinées

Ce sont des plaques érythémato-squameuses, superficielles s’étendant d’une fagon
centrifuge. Elle constitue la forme primaire de la Iésion dermatophytique. Elle peut se
situer a n’importe quel point du corps( D Chabasse ,2008) ; Au début, I’affection
commence par une petite macule rosée, finement squameuse (fig 12 A) (d’ou le terme
inapproprié d’«herpes circiné »). Au cours de I’évolution, le centre des 1ésions pélit et peut
prendre une teinte bistre. Les localisations préférentielles sont les zones découvertes : face,
cou, mains, avant-bras, jambes ; Elles sont le plus souvent dues a M. canis ou M.

Langeronii (Zagnoli A. et al 2003).

3.3.2. Les atteintes des plis, ou intertrigos

3.3.2.1. L’intertrigo des grands plis

désigne le plus souvent une atteinte inguinale, anciennement appelée eczéma marginé de
Hébra. Il détermine une lésion bilatérale et prurigineuse, avec une bordure périphérique

érythémato-vésiculeuse ; les autres localisations sont plus rares.
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La contamination est interhumaine par I’intermédiaire de vétements ou de linges de
toilette.Les agents responsables sont les dermatophytes anthropophiles : Trichophyton
rubrum, Epidermophyton floccosum et Trichophyton interdigitale.( Garcia-Romero M.T.

et al ,2015 ; Mochizuki T. et al,2015).
3.3.2.2. L’intertrigo des petits plis

L’intertrigo inter-digitoplantaire, aussi appelé « pied d’athlete », se distingue par des
lésions pouvant étre localisées au niveau plantaire ou palmaire ( D Chabasse et al , 2008)
On note classiquement une fissuration et une macération de la peau, puis une plaque
blanchatre se forme et la peau desquame (fig 12 B), mais il existe d’autres présentations
cliniques.Enfin, la Iésion peut se développer et toucher plante et ongles des pieds (F. Leslé
et al 2013). Les mains sont plus rarement touchées ; la 1ésion est seche et peut entrainer un
épaississement cutané de la paume par extension ainsi qu’un onyxis; A ce niveau,

I’intertrigo est habituellement sec, non érythémateux, peu prurigineux. Il peut s’étendre et

provoquer un épaississement cutané de la paume de la main lui donnant une consistance

cartonnée. Les ongles de la main, comme ceux du pied, sont secondairement

atteints(Chabasse D., Contet-Audonneau N ,2011).

Figure 12: Dermatophytie de la peau glabre :A 1ésion circinée caractéristique avec
bordure vésiculeuse active.B Intertrigo dermatophytique du 4eme espace

interdigitoplantaire

4. Les diagnostics biologiques

4.1. L’examen clinique du patient

Avant tout, il convient de recueillir par écrit les données de 1’anamnese, afin de préciser
I’histoire de la 1ésion, son évolution et I’existence d’autres localisations. Il est nécessaire,

en outre, de définir le contexte épidémiologique :
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activités sportives, professionnelles, culturelles et religieuses, séjours dans d’autres
pays,et contacts avec des animaux, de pathologie sous-jacente,( Hongcharu W et al
2000 ; anofel” .» 2017) , notion de traitement antifongique, etc. contribue déja a
I’orientation du diagnostic vers une infection fongique et parfois méme dans certains cas
vers 1’espece fongique suspectée.( Groupe de travail de la Société francaise de

dermatologie ;2007).

Mais la question fondamentale reste celle de la prise d’un traitement antifongique. En effet,
il doit exister une marge thérapeutique de 15 jours en cas d’application d’un
antifongique topique de type créme ou pommade, et de trois mois en cas de prise d’un
antifongique systémique (griséofulvine, terbinafine) ou de 1’application d’un vernis(F.

Leslé ,2013).

Le diagnostic d’une mycose superficielle passe donc par plusieurs étapes : prélévement de
I’échantillon, examen direct au microscope, mise en culture sur des milieux de référence,

surveillance des cultures, identification du ou des champignons.
4.2. Le prélevement

Un examen mycologique de qualité repose en premier lieu sur un prélevement
mycologique de qualité( Chabasse D ,2016) ,le prélevement, étape capitale du diagnostic
mycologique, doit étre effectué par un praticien expérimenté (figure 12),(anofel”.,2017 ).
Il devra recueillir suffisamment de matériel pour réaliser un examen direct microscopique
et une culture(Chabasse D et al ,2008), le recueil de I’échantillon nécessite divers
instruments : . Il devra surtout respecter un principe essentiel : lampe de Wood : elle
permet d’apprécier 1’étendue des 1ésions,parfois sous-évaluée a I’ceil nu ; pinces a épiler ou
a ongle, sans griffe, de différentes tailles ; curettes de Brocq, grattoir de Vidal ;ciseaux
droits fins ou courbés, a bouts pointus ; une paire de tres forts ciseaux courbes ;écouvillon

stérile a usage unique ;boite de Pétri en plastique ou mieux, en verre ;

La technique du prélevement dépend de la présentation clinique de la l€sion cutanée
et du champignon recherché, en tenant compte de son mode de pénétration dans la

peau(Chabasse D, Pihet ;2008)
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4.2.1. Les lésions cutanées

Sur la peau glabre , le prélevement se fait a la curette préférentiellement ot le champignon
est « en activité », c’est-a-dire a la périphérie des 1ésions a la limite de la peau saine, a
I’aide d’un grattoir de Vidal ou d’une curette de Brocq, de préférence a une lame de

vaccinostyle.
4.2.2. Les teignes du cuir chevelu

Il est nécessaire de le réaliser avant tout traitement spécifique. Dans le cas contraire, une
fenétre thérapeutique de 15 jours du traitement topique est nécessaire pour le cuir

chevelu(Chabasse D et al ,2013).

L’examen complet du cuir chevelu sous lampe a ultra-violet (Wood) permet de mettre en
évidence une teigne microsporique (fluorescence verte) ou favique (fluores-cence vert
foncé).,le prélevemenr est effectué a 1’aide d’une pince a épiler ou d’une curette des
cheveux suspects (fluorescents) et des squames du cuir chevelu. En cas de teigne
inflammatoire (ou kérion) le préleveur utilise plutdt des écouvillons a frotter sur les zones
suintantes, quelques cheveux ou poils peuvent étre retirés a la pince a épiler. En cas de
favus, le fond des godets es raclé pour prélever les cheveux parasités enchassés dans les
crolite (Zagnoli A ,2003), le dépistage des porteurs sains (hommes ou animaux) peut étre
effectué en frottant le cuir chevelu (ou le pelage) a I’aide d’un morceau de moquette stérile

ou d’un écouvillon.
4.2.3. L’onyxis

La partie distale et malade de 1’ongle atteint doit étre coupée avec une forte pince a ongle,
il importe de découper 1’ongle a la limite de la zone saine (Figurell), et de recueillir les
produits de grattage du lit de 1’ongle(Foulet F et al ,2003) , ce qui évite de récupérer les
moisissures saprophytes non pathogenes. Il existe aussi une technique alternative : le

micro-forage de 1’ongle, développé par Qureshi (Qureshi HS et al ,2004).

En cas de leuconychies, il est nécessaire de gratter I’ongle a sa surface. Enfin, dans les
onychodystrophies, avec destruction quasi totale de 1’ongle, il faut éliminer les fragments
superficiels potentiellement souillés par des moisissures avant de prélever les quelques

fragments d’ongles disponibles.( A Zagnoli et al 2003 ; F. Leslé et al 2013).
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Figure 13 : Orientation de la technique de prélevement d’une infection mycosique

superficielle en fonction de I’aspect clinique.( Anofel.,2017)
4.3. L’éxamen microscopique direct

Il est indispensable et doit étre réalisé rapidement afin d’apporter une réponse rapide au
clinicien prescripteur(Feuilhade et al 2005). Malgré un taux de faux négatif variant de 5 a
15 % selon DI’expérience du préleveur, cette étape reste un test de dépistage tres
efficace(Panasiti V et al 2006 ; Chabasse D et al 2003)) . L’examen direct microscopique
de I’échantillon biologique s’effectue soit a I’état frais (entre lame et lamelle), soit apres
fixation et coloration sur une lame porte-objet sa mettra en évidence le type de parasitisme
pilaire lors de teignes, et des filaments mycéliens pour les autres atteintes.( Chabasse D

2004 ; Chabasse D, Contet-Audonneau N 2011)
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Selon la pratique du laboratoire, plusieurs réactifs peuvent €tre utilisés.
4.3.1. Les produits éclaircissants

Ils permettent de visualiser au microscope le filament fongique et/ou les spores parmi les
squames, en digérant la kératine.Le plus utilisé reste la potasse comme produit éclaircissant
(KOH a 10 % pour les squames ou a 30 % pour les ongles, avec un léger chauffage au bec
Bunsen de la préparation) (Anofelb ., 2017) mais 1’observation doit étre immédiate car ce
réactif dégrade rapidement le prélevement. L’emploi de bleu coton, de lactophénol ou de
chloral lactophénol d’Amman permet d’éclaircir et de conserver indéfiniment les

préparations ; Il est surtout utilisé pour la lecture des squames, des cheveux et des poils
4.3.2. Les colorants et fluorochromes

L’utilisation de colorants permet d’augmenter la sensibilité de I’examen direct en facilitant

la détection des éléments fongiques. Par exemple,

e le noir chlorazol —) colore spécifiquement les filaments mycéliens de méme
que(DB, Warshaw EM ,2006)

¢ le rouge Congor—) se fixe aux polysaccharides de la paroi cellulaire fongique, et
permet une coloration sélective .

e le Calcofluor White, ou I’Uvitex 2B ::> confere une fluorescence bleue au

champignon , sa permete la détection d’hyphes mycéliens et de spores.

Cependant, cette approche nécessite un microscope a fluorescence.( Weinberg JM et al,

2003)
4.4. La culture

La mise en culture du prélevement pathologique est un complément indispensable de
I’examen microscopique direct. Sont utilis€és des milieux de cultures permettant
I’isolement des dermatophytes, et d’autres milieux permettant leur identification ( S.F.M..

Rémic ,2007) .
4.4.1. Les milieux de culture

Les prélevements seront systématiquement ensemencés préférentiellement dans des tubes

(puisque ceux-ci sont gardés plusieurs semaines) en plusieurs points sur :
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e Un tube contenant une gélose de Sabouraud + antibiotiques ;

e Un tube contenant une gélose deSabouraud + antibiotiques + cycloheximide. Ce

dernier inhibe la croissance de la plupart des moisissures et aide ainsi a 1’isolement

des dermatophytes.( Arrache, D et al 2015).

Les tubes non vissés a fond seront incubés a 25 + 2 °C (ou a une température de 30-

32°C, si la lésion fait suspecter T.verrucosum), au minimum pendant 4 semaines et seront

examinés au moins une fois par semaine, jusqu’au moment ou 1’agent fongique sera

identifié.( Gromadzki S et al ,2003 ;Anofelb .+ 2017).

Les dermatophytes poussent plus ou moins rapidement selon les especes, les colonies d’E.

floccosum auront un aspect caractéristique en une semaine, alors que deux semaines seront

nécessaires pour les autres especes. Il faut donc respecter une durée d’incubation de trois

semaines au minimum avant de rendre un résultat négatif.

4.5. L’identification

L’identification des dermatophytes se fait selon :

e la vitesse de pousse d’une colonie adulte : (Zagnoli, A ett al 2005 ;anofel® .,

2017)

v’ rapide (5 a 10 jours)pour Trichophyton (T.) mentagrophytes, Microsporum

(M.) gypseum, M.canis ;

v moyenne (10 & 15 jours) pour T. rubrum, T. violaceum, Epidermophyton (E.)

floccosum ;

v’ lente (15 a 21 jours) pour 7. tonsurans,T. violaceum, T. schoenleinii et surtout

T. ochraceum ;

e J’aspect macroscopique des cultures : (Zagnoli, A et al 2005 ; Michel monod

2017)
v

couleur de la surface (brune,rouge : 7. rubrum, noire, verte, grise,
blanche...)

aspect (duveteux :T. rubrum ; platré : T. mentagrophytes ; laineux : M.
canis,broussailleux ...)

relief (plat : M. audouini ; cérébriforme :7T. schoenleinii ; cratere : T.
tonsurans), consistance (friable, élastique,dure, molle ...)

forme des colonies (arrondies, étoilées)

Page 42



Chapitre Il1 La flore dermique

v"  taille des colonies (petites, extensives)

v’ présence d’un pigment (couleur,diffusion) au verso de la boite de culture .

Elle se fait a partir d'un fragment de culture dissocié au bleu lactique ou lactophénol et
examiné entre lame et lamelle. Ce procédé peut se faire a partir d’un ruban adhésif
appliqué a la surface de la colonie coloré avec du bleu de lactophénol et examiné

entre lame et lamelle. Trois éléments servent de base a 1’identification du champignon :

les filaments mycéliens,]Ja présence d’organes de fructification et les formations

environnementales a type de vrille (fig 14)
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Figure 14 : Aspect microscopique des cultures : 1. Aspect du mycélium ( hyphe) en « croix de
Lorraine » ( avec microconidies rondes, Trichophy-ton mentagrophytes ) ; 2. micronidies sphériques en «
ama s»;3. mycélium en « raquette » ; 4. micronidies allongées disposées selon le type Acladium ; 5.
mycélium pectiné ; 6. Chlamydospore terminale, a I’extrémité d’un filament mycélien ; 7. chlamydo-spore
intercalaire sur le trajet d’un filament mycélien ; 8. organe nodulaire ( Trichophyton mentagrophyte ) ; 9.
Chandelier favique ( Trichophyton schoenleini ) ; 10. clou favique ; 11. vrille( Trichophyton mentagrophytes,
Microsporum persicolor ) ; 12.macronidie en « quenouille » de Trichophyton mentagrophytes ;13.
macronidie de Trichophyton r ubrum ; 14. macronidie en « bouquet » d” Epidermophyton ; 15. macronidie de
Microsporum canis ; 16. macronidie de Trichophyton t onsurans ; 17. macroni-die de Trichophyton audouin;
18. macronidie de Microsporum gypseum ; 1 9. macronidie de Microsporum fulvum ; 20. macro-nidie de

Microsporum persicolor .
4.5.1. Les milieux d’identification (laboratoires spécialisés)

Le milieu de Borelli (au lactrimel) stimule la sporulation de la majorité des dermatophytes,

notamment celles des Microsporum, et renforce la production de pigments (rouge vineux
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pour T. rubrum et jaune pour M. canis) ; d’autres milieux favorisent également la
fructification : le milieu PDA (Potato-Dextrose-Agar), le milieu de Baxter, le milieu de
Takashio (Sabouraud dilué), de méme que la gélose au malt et I’eau gélosée (Arrache, D
et al 2015 ; Khebizi, S et al 2014 ;Alinio A et al 2014 ; Contet-Audonneau, N et al
2010 ; anofel® 2017 ;A. Kallel et al 2017).

Le milieu peptoné a 3 % (Sabouraud conservation) permet de différencier Microsporum
persicolor, dont les colonies deviennent roses en 8 jours, de celles de 7. mentagrophytes,

qui restent blanches.( chabasse D et al 2008).

Le milieu gélose a I'urée de Christensen permet de distinguer la variété autochtone de T.
Rubrum de T. mentagrophytes var. interdigitale : ce dernier possede une uréase qui fait
virer la gélose par alcalinisation au rose fuschia apres une semaine d’incubation .( Contet-

Audonneau, N et al 2010).

Le milieu au bromocrésol pourpre (BCP caséine), initialement gris, vire au bleu-violacé

avec T. mentagrophytes, mais pas avec T. rubrum ou M. persicolor.(Chabasse 2008).

Le milieu gélosé BHI (Brain Heart Infusion) est un milieu riche qui favorise la croissance

de T. verrucosum (a une température d’incubation de 32°C). (Chabasse D et al 2013).

4.6. Les techniques complémentaires

4.6.1. La recherche d’organes perforateurs

Cette technique est utile pour différencier les souches autochtones de 7. rubrum de T.
mentagrophytes var. interdigitale. Seule la seconde espece produit des organes
perforateurs apres 8 a 15 jours d’incubation en présence de cheveux préalablement

stérilisés .
4.7. Les techniques de biologie moléculaire

Les techniques de biologie moléculaire s'integrent progressivement aux cotés des
méthodes mycologiques classiques, et tendent a se généraliser dans les laboratoires
spécialisés dans le diagnostic et le suivi des infections fongiques (De Hoog GS 2007 ;

Marie-Elisabeth Bougnoux 2003 anofel? - 2017).
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4.7.1. PCR-RFLP

Dans cette technique, [’amplification par PCR d’un gene cible est suivie d’une
digestion enzymatique, ce qui donne, apreés migration sur gel, un profil de fragments
d’acides nucléiques qui est caractéristique (Restriction Frag-ment Length Polymorphism,
RFLP).Appliquée a 1I’ADN ribosomique, cette technique a donné des résultats
comparables (sinon meilleurs) a la culture, quant a la détection et 1’identification des

dermatophytes . (Bontems O 2009 ; He G 2005).
4.7.2. PCR-ELISA

La PCR est couplée ici avec des méthodes immuno-enzymatiques de type ELISA (Enzyme
Linked Immunosorbent Assay), également appelé EIA (enzyme immuno assay) est une
technique de détection immunoenzymatique des complexes antigenes-anticorps d’intérét
grace a une réaction colorée produite par 1’action d’'une enzyme préalablement fixée a un

anticorps ou a un antigene sur un substrat il faut savoir que ce test ne permet pas de

déterminer le genre et I’espece du dermatophyte détecté ( Anofel®., 2017 ; Savin C 2007).
4.7.3. PCR en temps réel

En raison de sa rapidité et de sa simplicité technique, cette technique a ét€ développée
par de nombreuses équipes.. Cette technique,sensible et spécifique, permet d’obtenir un
résultat d’espece en moins de 24 heures (Griaser Y 2008). la PCR en temps réel a
I’avantage d’étre plus rapide, avec une moindre exposition aux contaminations.
Cependant, le colit de la machine et le colit de I’examen d’un échantillon doivent

étre pris en compte(Griser Y 2012 ;anofel’., 2017 ).
4.7.4. PCR-séquencage

Le séquencage détermine 1’enchainement des nucléotides d’un fragment d’ADN apres
PCR. La premiere étape pour cette techniques consiste a obtenir un ADN de qualité en
quantité suffisante. L’extraction sur colonne permet d’obtenir dans la majorité des cas les

quantités d’ADN requises.( Anofel® ., 2017 ; Li HC 2008 ; J.-P. Gangneux 2014 ).
4.7.5. Technique d’avenir : le MALDI-TOF

Le MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption Ioniza-tion-Time Of Flight) associe la

spectrométrie de masse et le laser. A la différence des techniques moléculaires, elle ne peut
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s’effectuer sur les squames et nécessite 1’obtention de cultures (Theel ES 2011 ). Son
principe repose sur une amplification par une polymérase thermostable et la détection de
particules magnétiques agglutinées. Ainsi, aucune étape d’extraction n’est nécessaire
(Pfaller MA 2015) ; Toutefois, une limite de ces nouvelles technologies fondées sur le
multiplexage est la difficulté a dessiner des amorces capables d’amplifier chaque
champignon avec la méme efficacité, ce qui pose des problemes de sensibilité, en
particulier dans les mélanges plurimicrobiens.( Alanio A 2013,2015 . ; Francisco Franco-

Alvarez de Luna 2018)
5. Les aspects thérapeutiques

Le choix du traitement (antifongiques, mesures d’accompagnement) dépend de la
localisation de la lésion et du type de dermatophyte isolé. Il faut souligner que 1’ad-
ministration de corticoides est formellement a proscrire, car ces produits favorisent le

développement des derma-tophytes dans les tissus profonds.
5.1.  Les dermatophytoses des zones pileuses

Qu’il s’agisse de teignes tondantes, suppurées ou faviques, les mycoses du cuir chevelu
exigent un traitement oral qui sera prolongé quelques mois selon la nature du champignon
et ’évolution de I’affection. La griséofulvine administrée pendant 1 a 2 mois a la dose de
15 a 25 mg/ kg/j est un traitement de choix (Borgers M et al 2005). La terbinafine
(250 mg/j) en traitement continu et 1’itraconazole en thérapie pulsée (2 x 200 mg/j) d’une
semaine/mois sont efficaces bien que le temps nécessaire a 1’éradication complete du
champignon reste relativement long. Le fluconazole peut aussi étre efficace. Les teignes
dues a M. canis sont parmi les plus difficiles a traiter(P. Berbis, et al 2017). Un traitement
local par des imidazolés, sous forme de shampooing ou de créme, peut étre un complément
du traitement général, mais n’en est pas un substitut.( P.-A.de Viragh ,2017). Aucun
antifongique systémique ne doit €tre prescrit chez la femme enceinte ou allaitant, ainsi que

chez le nourrisson de moins de 1 an.

Quel que soit le type de teigne (seches, inlammatoires), un traitement local doit étre
institué deés la connaissance de la positivité de 1’examen direct pour stopper tout risque

éventuel de contamination dans 1’entourage(M.Feuilhade de Chauvin.2018).
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La désinfection des bonnets, cagoules par le lavage a 60°C, de matériels comme les
peignes, brosses, etc., et de 1’environnement a 1’aide de poudre antifongique, est in-

dispensable pour éviter les récidives.
5.2. Les dermatophytoses de la peau glabre et intertrigos

Les imidazolés, triazolés et allylamines sont les classes d’antifongiques les plus utilisées
pour le traitement topique ou oral des dermatophytoses superficielles. La
ciclopiroxolamine topique est également efficace dans cette indication (P. Berbis et al
2017) Les applications topiques doivent étre généreuses et dépasser de 2 a 3 cm les
limites cliniques des 1ésions. Pour les mycoses des grands plis et des pieds, des mesures
non pharmacologiques d’hygiene ont une importance capitale. Chez les individus a risque
et en cas de récidives fréquentes, 1’usage d’une poudre antifongique peut étre bénéfique a
titre prophylactique (C.Lenormand ,D.Lipsker, 2017). Les antifongiques oraux sont
indiqués pour les atteintes pluri-focales, étendues, chroniques ou récidivantes. Le
fluconazole, I’itraconazole et la terbinafine ont fait preuve d’une efficacité remarquable
(Borgers M et al 2005) alors que leurs effets indésirables sont trés souvent mineurs et

réversibles.

5.3. Les onychomycoses a dermatophytes

Le test de confirmation de l'onychomycose est obligatoire avant le début du traitement
systémique( Mikailov A 2016). Un traitement oral avec terbinafine ou itraconazole est
recommandé, les effets secondaires potentiellement nocifs sont extrémement rare.

La combinaison avec un traitement topique aide a obtenir des résultats plus efficace(Welsh
O et al 2010), comme la carbamide (creme 40%) ou l'association de bifonazole 2% avec
carbamide 40% et recemment [’utilisation de 1’efinaconazole et le tavaborole pour
traitement de I’onychomycose a été approuvé (Saunders J et al 20016 ; Gupta AK et al
2016) Dans une étude expérimentale récente, Thatai P et al. répété un gel a base de
microémulsion (composé de huile, eau et Smix [mélange de surfactant et de cosur-
factants]) comme véhicule pour l'administration transungual de terbinafine pour traiter
I'onychomycose, avec une bonne solubilit¢é du médicament et bonne pénétration sur les
sabots des animaux.( Thatai P et al 2017). Par contre, beaucoup de patients ne sont pas
éligibles a prendre des antifongiques oraux en raison de la polypharmacie et comorbidités.
Par conséquent, de nouvelles thérapies sont recherchées pour les onychomycoses qui

seraient exemptes effets. La thérapie photodynamique est I’un de ceux qui actuellement
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étudié, qui implique 1’utilisation de photosen-sitizer et d’une source de lumiere pour
exciter le photosensibilisateur générer des especes réactives de 'oxygene( Bhatta AK et
al 2016) .Plusieurs facteurs ont été suggérés pour jouer un role dans l'incidence élevée de
récidive, y compris les facteurs familiale , profession, mode de vie ou physiologie sous-
jacente, traitement, les propriétés du champignon infectant et les conditions

environnementales (Tosti A et ala 2016).
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Figure 15: Arbre décisionnel. Démarche diagnostique d’un dermatophyte au

laboratoire. (Anofel .,2017)
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4+ L’objectif du travail

La prévalence des infections cutanées, lors des vingt dernieres années est devenue un sujet

d'inquiétude majeur pour les instances sanitaires.

Les pistes de recherche sont nombreuses mais I’exploration des ressources naturelles apparait
comme une des plus prometteuses car celles-ci constituent, de par leur biodiversité, la plus
grande réserve de substances actives Donc il convient d’évaluer scientifiquement, 1’activité

antimicrobienne de I’extrait de Lawsonia inermis L
Notre travail s’articule sur

e [soler et identifier les dermatophytes

e Préparer I’extrait de Lawsonia inermis L

e Le dosage phytochimique de I’extrait de Lawsonia inermis L

e Evaluation in vitro de I’activité antimicrobienne de ’extrait de Lawsonia inermis L sur
les dermatophytes isolé et sur les souches bactériennes.

e FEvaluation in vivo de Dactivité de 1’extraits de Lawsonia inermis L sur quelques
dermatophytes

1. Isolement et identification des dermatophytes

Cette étude a porté sur des patients de tous ages et des different sexe habitant a Oran et ses
environs, consultant pour des lésions dermatologique pendant une période de 18 mois du
01/01/2015au 30/06/2016

Ces prélevements ont été adressés au service de parasitologie et mycologie médicale de CHU
d’Oran pour une suspicion d’une atteinte mycologique :

De cuir chevelu. (Figure.16)

Des ongles. (Figure.17)

La peau. (Figure.18)
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Figure 16 : Atteinte de cuir | Figure 17: Atteinte d’un | Figure 18: Atteinte de la

chevelu ongle peau

1.1.Prélevement :
Le prélevement a été fait selon le type de la lésion; soit un grattage simple pour les
onychomycoses et les l1ésions seches soit un écouvillonnage pour les 1ésions humides, avec

enlevement des cheveux atteints pour les teignes.

1.2.Examen direct
Le prélevement est examiné entre lame et lamelle a 1’aide d’un éclaircissant, c’est ’hydroxyde
de potassium qui est la solution la plus universellement employée.
Pour beaucoup de biologistes cette option constitue ainsi le réactif de choix pour la recherche
des dermatophytes (Abdelrahman T, 2006 ; Chabasse D,2008 ; Elewski BE. 1998) pour les
prélevements des ongles et par le Lactophénol pour les prélevements des cheveux et squames
de la peau, a I’objectif 40.
La culture est un complément indispensable de 1’examen direct. En effet, I’isolement en

culture du dermatophyte et son identification qui ne peut étre réalisée que par I’examen direct.

1.3.Isolement :
En raison de la présence fréquente de nombreuses bactéries et de champignons saprophytiques
au niveau de la peau ou des phaneres, il est indispensable d’utiliser un milieu de culture
sélectif. Ainsi, le milieu de référence pour les dermatophytes est le milieu de Sabouraud

Chloramphénicol avec et sans actidione.
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La température optimale de la culture est de 27°C. En primoculture, les tubes doivent étre
incubées pendant 12 a 21 jours, et examinées quotidiennement a partir du 3¢me jour.
1.4. Repiquage sur les milieux d’identification :
Un fragment de la culture a été prélevé du milieu de Sabouraud dans des conditions
stériles pour étre ensuite ensemencé sous une hotte dans le milieu d’identification
préalablement préparé (voir annexe 1).
1.4.1. Milieux d’identification :
Milieu Lactrimel de Borelli.
Milieu PDA
Milieu de PC
Eau gélosée a 2%.
Gélose au malt.
Milieu de Takashio (Sabouraud dilué).
Milieu inositol-vitamines.
Milieu de Christensen.
Milieu de Vroey et Takashio.

L’incubation est faite a 27°C pendant 30 jours

1.4.2. L’identification
» Examen macroscopique
L’examen macroscopique consiste a étudier 1’aspect da la culture ; Elle est basée sur un
ensemble des criteres dont :
Vitesse de croissance.
Aspect de colonie.
Couleur du recto et du verso de la colonie.
Couleur du verso.
Taille et relief.
Présence de pigment.
» Examen microscopique
L’observation microscopique, permet d’étudier 1’aspect morphologique des cellules d'une

espece microbienne. Elle est réalisée aprés un montage entre lame et lamelle dans le bleu de

Page 51



Chapitre IV Matériels et méthodes

coton, par dissociation, un fragment de la colonie a été prélevée a 1’aide de 1’anse de platine ou
pipette de pasteur, ou bien par réalisation de la technique de Roth. (Cette technique consiste a
appliquer en surface des colonies en développement un petit morceau de ruban adhésif que
I’on appose ensuite sur une lame de microscope sur laquelle on a préalablement déposé une

goutte de bleu de coton).

2. Activité Antimicrobienne de I’extrait de Lawsonia inermis L

2.1.Matériel végétal
Les échantillons des parties aériennes (feuilles et rameaux) figurel9 , de Lawsonia inermis L
ont été récoltés en avril 2015 dans la région de Tmaskht kssar Tmaskhi wilaya d’Adrar et
les activités biologiques ont été réalisée au laboratoire de pharmacognosie Api phytothérapie ;
laboratoire de parasitologie mycologie CHU Oran et le laboratoire microbiologie du CHU

d’Oran.

Figure 19 : partie aérienne de la plante Lawsonia inermis L récolté (photo réelle)
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2.1.1. Protocole d’extraction général

L’extrait de Lawsonia inermis L est préparé par macération selon le protocole de
sharma, 1990 ; 25g des feuilles fraiches sont mise en contact avec 100ml d’éthanol absolu. Le
mélange est laissé a température ambiante et a 1’abri de la lumieére pendant 24h, ’extrait est
ensuite filtré puis évaporé dans un rotavapor type HEIDOLPH (figure 50 ANNEXE 3).

L’extrait est conservé a une température de 4°C Le rendement est calculé par la formule

suivante :
Rendement (%) =my/m; x100
mp : Masse en gramme de 1’extrait brut évaporé ;
ml : Masse en gramme de la matiere végétale initiale

2.1.2. Tests phytochimiques
v Principe

Les tests phytochimiques permettent de déterminer le type de molécules présent dans 1’extrait
brut. Pour cela, des réactions spécifiques aux propriétés de chaque famille sont réalisées selon

les protocoles proposés par Botosoa. (Botosoa 2010).
» La mise en évidence des polyphénols

Les polyphénols sont des groupes de molécules de structures variées. L’élément structural
fondamental qui les caractérise est la présence d’au moins un noyau benzénique auquel est

directement lié des groupements hydroxyles (Hennebelle et al., 2004).
» La mise en évidence des tanins

Les tanins sont des composés phénoliques hydrosolubles (soluble dans 1’eau). On distingue
des tanins galliques ou ellagiques qui sont des esters de I’acide gallique et du glucose. Ce sont
des composés hydrolysables et des tanins catéchiques ou tanins condensés non hydrolysables.

L’importance des drogues a tanins est liée a leur propriété tannante (Diallo 2005).

Les tanins sont mis en évidence a partir de 1 ml d’extrait placé dans un tube en présence de

quelques gouttes de FeCl3 (1% préparé au méthanol). Apres agitation de 1’extrait, la couleur
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vire au bleu noir en présence de tanins galliques et au brun verdatre en présence de tanins

catéchiques (Karumi et al., 2004).
> La mise en évidence des flavonoides

Les flavonoides sont tres répandus chez les végétaux. Ils sont responsables de la coloration
jaune de certaines fleurs et de certains fruits. Ils se trouvent le plus souvent sous la forme
d’hétérosides ou de flavonosides. Leur présence ou leur absence dans un extrait peut étre mise
en évidence par un test simple et rapide appelé " réaction de Shinoda" (Lock et al., 2006). Le
test consiste a ajouter a 2ml de D’extrait, quelques gouttes d’HCI concentré (2N) et environ
0,5g de magnésium métallique. Laisser agir 3 min et regarder le changement de couleur (rose,

orange ou rouge) (Malec et Pamilio, 2003).
> La mise en évidence des alcaloides

La majorité des principes actifs des plantes médicinales est issue des alcaloides et des
hétérosides. Les alcaloides sont des substances organiques azotées, qui se comportent comme

des bases donnant des réactions de précipitations avec certains réactifs (Dohou et al., 2003).

Les alcaloides ont été caractérisés a partir des réactifs de Mayer ou Wagner. 10 ml d’extrait
sont évaporés jusqu'a I’obtention d’un volume de 0,2ml, sur lequel 1,5 ml de HCI a (2%) sont
ajoutés. Apres agitation de la solution acide, 1 a 2 gouttes du réactif de Mayer ou Wagner sont
ajouté. L’apparition d’un précipité blanc jaunatre ou brun indique la présence d’alcaloides

(Mojab et al., 2003).
» La mise en évidence des terpenes

La mise en évidence des stérols et triterpenes est fondée sur la réaction de Lieberman-
Burchard. Les extraits des trois variétés sont additionnés chacun de 0.5ml d’anhydride
acétique puis de 0.5ml de chloroforme, apres dissolution, les solutions sont transférées dans
des tubes a essai auxquels sont ajoutés 1ml d’acide sulfurique concentré. La réaction est
effectuée a froid. La formation d’un anneau rouge brunitre ou violet, avec coloration de la
couche surnageante de vert ou de violet, traduit la présence de stérols et de triterpenes

(Bruneton, 1999)
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» La mise en évidence des saponosides

Ce sont des hétérosides de stérols et de triterpenes tres répandus chez les végétaux. Les
saponosides sont caractéris€s par leurs propriétés tensio-actives (abaisse la tension
superficielle). Ils se dissolvent dans 1’eau en formant une solution moussante (aphrogenes)

(Bruneton, 1993).

Pour la détection des saponosides, 10 ml d’extrait placé dans un tube a essais sont agités
pendant 15 secondes puis déposés durant 15 minutes. Une hauteur de mousse persistante
supérieure a 1 cm indique la présence de saponosides (Malec et Pamilio, 2003 ; Mojab et al.,

2003 ; Koffi et al., 2009).
2.1.3. Dosage phytochimique

» Dosage des polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux des différents extraits a été déterminée par la méthode de
Folin-Ciocalteu adoptée par (Li HB et al ;2007). Brievement 200ul de chaque extrait (dissous
dans le méthanol) ont été ajoutés a 1 ml de réactif de Folin-Ciocalteudilué 10 fois. Les
solutions ont été mélangées et incubées pendant 5 minutes a 25 °C. Apres 1’incubation 800p 1
de la solution de carbonate de sodium Na2CO3 a 7.5 % (p/v) a été ajoutée dans les tubes. Le
mélange final a ét€ secoué et puis incubé pendant 2 heures dans l'obscurité a température
ambiante. L'absorbance de tous les extraits a €t€ mesurée par un spectrophotometre Ces
derniers présentent un maximum d’absorption a 750 nm dont I’intensité est proportionnelle a

la quantité des polyphénols totaux présents dans I’échantillon (George” S, et al 2005).

» Dosage des flavonoides totaux

. La méthode du trichlorure d’aluminium (Bahruon et al. 1996) est utilisée pour quantifier les
flavonoides dans les extraits aqueux et alcooliques. Un millilitre de la solution d’ALCI3 (2%)
est ajouté a 1 ml de la solution de I’échantillon (extraits ou standard) contenant différentes
concentrations. Le mélange est laissé réagir pendant 10 min puis la lecture est faite a 430 nm.
La concentration des flavonoides dans les extraits est calculée a partir de la gamme
d’étalonnage établie avec la quércétine (2-14 pg/ml) et exprimée en microgramme

d’équivalents de quércétine par milligramme d’extrait (ug EQ/mg d’extrait).
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» Dosage des tannins condensés

La méthode de vanilline décrite par (Ba K, et al ;2010), est utilisée pour quantifier le tanin
dans les extrais de L. inermis L. Un volume de 50 pl de 1’extrait brut est ajouté a 1500 ul de la
solution vanilline/méthanol (4 %, m/v) et puis mélangé a I’aide d’un vortex. Ensuite, 750 ul de
I’acide chlorhydrique concentré (HCI) est additionné et laissé réagir a la température ambiante
pendant 20 min. L'absorbance a 550 nm est mesurée contre un blanc. Les résultats obtenus ont
permis de tracer des courbes des absorbances obtenues en fonction des différentes
concentrations utilisées pour les différents extraits des deux parties de la plante étudiée.
L’augmentation de 1’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des

fractions testées.

2.1.4. Techniques chromatographiques de séparation
» Mode opératoire

La séparation est faite par un HPLC (HP 1100 Waldbronn, Allemagne). 10 pl de ’extrait a été
injectés sur une colonne de type phase inverse Nucleodur® C18 Gravity (250 x 4,6 mm,
ayant des particules de 5 pum et des pores de 110 A) (Macherey Nagel, Allemagne),
thermostatée a 30°C éluant : Les solvants (A) et B) correspondent
respectivement aux solutions eau/acide formique 95/5 (v/v) et acétonitrile/eau/acide
formique 80/15/5 (v/v/v). Le gradient d’élution appliqué est de type isocratique. Le débit

est de 0.8 ml / min

3. Etude in vitro de I’activité antimicrobienne de ’extrait de Lawsonia inermis L

3.1.Préparation des concentrations

L’extrait ont été repris avec du DMSO. Des dilutions en série de pourcentages ont été ensuite

réalisées pour obtenir des concentrations de 2 a 100%.
3.2.Souches bactériennes utilisées

Pour cette étude, nous avons testé la sensibilité de trois souches bactériennes de référence

provenant de laboratoire de microbiologie (tableau 3), CHU Oran, Leur croissance est réalisée
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sur gélose nutritif. Ce sont des espece Gram négatif /ou Gram positif, pathogenes et dont
la plupart sont résistantes aux antibiotiques.(tableau 3) Elles sont revivifiées a 37 °C par

repiquage sur Bouillon nutritif.

Tableau 3 : Les souches bactériennes utilisées

Genre et espece Gram

E. coli (ATCC 25922) -

Staphylococcus aureus (ATCC 25923) +

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) -

ATCC: American Type Culture Collection.

Tous les essais in vitro de recherche de I’activité antibactérienne de 1’extrait éthanolique de

Lawsonia inermis L ont été réalisés au Laboratoire de microbiologie CHU Oran.
3.2.1. Préparation de I’inoculum

Les especes cibles (souches bactériennes choisies) ont été revivifiées et repiquées dans la
gélose nutritive, puis incubées a des températures optimales de développements (37C°)
pendant 18 heures pour 1’obtention d’une culture jeune. Par la suite, des suspensions troubles
de ces souches seront réalisées en prélevant 3 a 5 colonies bien isolées et identiques. On les
dépose dans 3 ml d’eau physiologique stérile puis on agite au vortex. Les concentrations
bactériennes de I’inoculum sont évaluées par turbidité et sont exprimées par la mesure a 1’aide
d’un appareil McFarland 0.5 McF qui corespond a unedensité optique (DO a 600 nm) sur un
spectrophotometre. Une DO de 0.08 a 0.1 correspond a une concentration de 10® UEC/ml
(Athamena et al., 2010 ; Karatas et al., 2010 ; Sarac et al., 2007 ; Yen tan et al., 2006 ;
Rahal et al.,2005).
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3.2.2. Sensibilité des souches vis-a-vis des antibiotiques :

On a utilisé le milieu de Mueller-Hinton coulé dans une boite de Pétri de facon uniforme et
jusqu’a une épaisseur de 3 mm Les géloses sont séchées avant I’emploi. L'ensemencement de
I’inoculum par strille d’une facon uniforme sue toute la surface de la gélose deux antibiotique

été utilisé a savoir la gentamicine (Genta) et pénicilline G (Péni G).
3.2.3. Teste d’activité antibactérienne

Au cours de cette étude la méthode de diffusion des disques choisis pour réaliser le test est

comme Ssuit :

e Une suspension de chaque germe est préparée dans 1’eau physiologique stérile et

ajustée a environ 0.5McF

e Chaque souche est ensemencée par inondation sur des boites de pétri contenant le
milieu Muller — Hinton. La surface des milieux

e Dépdt de disques (papier Whatman stériles de 6mm de diametre)Awadh Ali et al.,
2001 ; Nath et al., 2008) préalablement imprégnés de 10 ul de I’extrait de
Lawsonia inermis L (Elgorashi et Van Staden., 2004) , principe de cette méthode
consiste a utiliser des disques imprégnés dans différents dilutions de de 1’extrait
de Lawsonia inermis L (de 2 a 100%) dissoute dans le DMSO
(Dimethylsulfoxide) (Un disque imbibé par le DMSO est employé en tant que
contrOle négatif). A la surface du milieu Muller—Hinton agar (MHA) contenant une

souche donnée.

e Enfin, les boites sont incubées a 37°C pendant 18 a 24 heures.

La mesure des zones d’inhibition pour la lecture est effectuée a ’extérieur de la
boite fermée a 1’aide d’une regle graduée. Elle est réalisée en prenant la moyenne
de trois mesures différentes de diametre. La lecture des résultats a été faite par la
mesure de la zone d’inhibition, qui est représentée par une auréole formée autour

de chaque disque ou aucune croissance n’est observée.
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D’aprés  I’expressions des résultats se fait comme suite
v Non sensible (-) ou résistante : diametre < 8 mm.
v Sensible (+) : diamétre compris entre 8 2 15mm.
v’ Tres sensible (++) : diamétre compris entre 15 2 20 mm.

v Extrémement sensible (+++) : diamétre > 20 mm.

e
Incubation a 37°C
pendant 24 heures

Figure20 : Principe de la méthode de diffusion en milieu gélosé (Ponce et al.,
2003)

3.3.L’évaluation de ’activité antifongique

Trois dermatophytes ont été choisi Microsporum canis ; Trichophyton mentagrophytes et

Trichophyton erinacei pour tester I’activité antifongique de 1’extrait de Lawsonia inermis L.

Pour évaluer I’activité des produits vis-a-vis des souches sélectionnées la méthode de diffusion
sur milieu solide inspirée d’une technique standardisée par le CLSI (Clinical and Laboratory
Standards Institue), a été réalisée (Espinel-Ingroff, 2007). Le milieu de culture utilisé est le
milieu de saboraud cloramphenicole actidioné. L’inoculum équivalent a 0,5 McFarland est
réalisé dans les mémes conditions que les bactéries. Les disques sont déposés apres séchage.
Les boites sont incubées a 27°C pendant 3a 14 jours. La lecture est réalisée de la méme facon

que celle décrite pour les bactéries.
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4. L’étude in vivo

4.1.Matériel animal

Cette partie d’étude a été réalisée in vivo sur des rats Wistar. L’objectif étant d’évaluer 1’effet
antifongique de 1’extrait de Lawsonia inermis L par application cutanée apres provocation de

lésion dermique a 1’aide d’un agent pathologique (dermatophytes).
4.2.Entretien des animaux

Les six rats utilisés dans cette expérimentation sont des rats males adultes de souche
Wistar , pesant entre 200et 240g (au début de I’expérimentation), issus d’un élevage au
niveau de 1’animalerie de 1’Université Abedel Hamid bnBadis Mostaganem dans des
conditions optimales d’hygrométrie, de température de 25°c + 5, de cycle nycthémérale 12 h /
12h et une ration alimentaire journaliere provenant de 1’ONAB de la zone ben yahi
Mostaganem avec un acces libre a 1’eau distillée. Les rats sont logés dans des cages ou

chaque cage regroupe 2 rats. (Figure 21).
4.3.Préparation de la pommade a tester

L’extrait de Lawsonia inermis L est mise en suspension dans de la vaseline pure qui a subi une
stérilisation dans un autoclave a 121°C le mélange vaseline/extrait est utilisé comme pommade
a raison de 10 % et 80% de Lawsonia inermis L pour le traitement des 1ésions provoqué par

I’agent pathogene (dermatophyte) au niveau cutané apres rasage des poils couvrant le derme.

4.4.Répartition des lots

v" Lot 1: le lot des rats témoins qui ont subies un rasage des poiles de la partie
dorsale suivi s’une blessure et une lésion dermatophyte, la provocation de la
lésion se fait par un contacte directe de fragment de dermatophyte déja isolé en
culture in vitro ; le fragment est déposé directement sur le derme en exercant un
léger frottement sur la partie libérer du derme (T) (n=2)

v" Lot2: le lot avec une lésion dermatophyte, aux quelle on a appliqué une
pommade traditionnelle de Lawsonia inermis L a 10% sur la zone infectée de
dermatophyte (DT 10%) (n=2)

v Lot3 : Lot des souris dermatophytes aux quelle en a appliquer une
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pommade traditionnelle de Lawsonia inermis L a 80% sur la zone infecté de
dermatophyte (DT 80%) (n=2).

Les rats ont été traités conformément au principe et directive énoncés dans le manuel sur le

soin et I’utilisation des animaux d’expérimentation.

Figure21 : Répartition des rats dans les cages.
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1. Isolement et identification des dermatophytes

1.1. Prélevements

Les prélevements étaient effectués avant tout traitement antifongique local ou systémique, en
respectant les précautions d’usage de stérilité, au moyen d’un matériel chirurgical particulier,

stérile et en bon état.

Parmi les 306 prélevement dermique réalisé dans 1’unité de mycologie CHU d’Oran, durant
une période allant de 01/01/ 2015 jusqu’au 30/06/2016 dont I’origine dermatophytique était

suspectée les prélevements ont été reparti comme suite : figure 22

» 63 prélevements de cuir chevelu
» 75 prélevements de la peau

» 168 prélevements des ongles

28,43 % des prélevement était positifs (11.76% était des enfants (2 a 12 ans) ; 10.78% des

femmes et 5.88% des hommes) figure 23.

Figure 22 : Pourcentage selon le type d’atteinte mycologique .
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Figure 23 : Pourcentage des prélevements positifs

Figure 24 : Pourcentage des cas positifs selon le type du prélevement

Chaque échantillon prélevé est partagé en deux parties sensiblement égales pour effectuer en

parallele un examen direct et culture.
1.2. Examen microscopique direct a I’état frais

Les prélevements examinés a 1’état frais nous montrent la structure, L’examen direct est

indispensable et doit étre réalisé rapidement afin d’apporter une réponse rapide au clinicien
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Prescripteur, c’est 1’étape incontournable de la démarche diagnostique biologique (Chabasse
D ;2003. Robert R ,2008 ; Bourgeois N ,2010) ;Un examen direct positif permet d’indiquer
seulement la présence d’un champignon, sans préjuger de son espece, La présence des
filaments mycéliens( Chabasse,2011) , Parasitisme endothrix ou ecto-endothrix oriente vers

le diagnostic d’une mycose.

L’examen a I’état frais s’effectue a partir de fragments d’ongles, de cheveux ou squame de la
peau issus du grattage, de squames ou de sérosités recueillies au niveau des replis unguéaux.
Ces échantillons sont examinés directement apres leurs prélevements au microscope entre
lame et lamelle, dans une goutte de produit éclaircissant qui es 1’hydroxyde de
potassium (KOH 10 %),le KOH est utilis€ de préférence en association avec un
colorant(Zaki SM et al ; 2009), qui améliore grandement le confort de lecture grace a
une meilleure visualisation des structures fongiques I’examen a 1’état fais des prélevement

positive a montré la présence de Les filaments mycéliens, Parasitisme endothrix et des

Parasitisme etco-endothrix.figure.25

Figure 25 : les formes obtenue apres un examen a I’état frais ; a : filaments
mycéliens ;b : Parasitisme endothrix ; ¢ : Parasitisme etco-endothrix

Les limites de ’examen direct reposent essentiellement sur les difficultés de réalisation de
certains prélevements. Des prélévements trop superficielle, réalisés au niveau des parties les
plus friables de 1’ongle peuvent révéler des filaments mycéliens ou des spores qui
correspondent le plus souvent a une contamination de la tablette pathologique par des

moisissures saprophytes et non a un parasitisme fongique (Perrin C,2011).
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1.3. Isolement

Pour tous les patients, un prélevement a été effectué au laboratoire et mis dans une boite de
pétri stérile ; un examen direct déja effectué ; une culture est indispensable ; le milieu de
référence est le milieu de Sabouraud, additionné d’antibiotiques (chloramphénicol) limitant la
pousse des bactéries saprophytes de la peau. Ce milieu peut étre rendu sélectif pour
I’isolement des dermatophytes En regle générale, les dermatophytes poussent a la température
du laboratoire (ou mieux a 26-28°C), limitant la pousse des bactéries et celle des champignons
non pathogenes. L’aération de cultures est nécessaire a cause du caractere aérobie des

dermatophytes.

Les cultures été controlées toutes les semaines et ont €t€ conservées un mois avant de rendre

un résultat négatif (N.Contet-Audonneau et al,2010).

La culture est un complément indispensable de 1’examen direct, dont elle permet de
corriger les résultats faussement négatifs (Contet-Audonneau N,2002 ; Weitzman I,

1995).

1.4. Identification

1.4.1. L’identification morphologique macroscopique

Parmi les 30 cas qui ont confirmé une atteinte dermatophytes ; 15 cas positives ont été choisi
pour une identification on utilisant des milieux spécifiques ; les cultures sont incubées a 27°C,
elles sont observées 2a3 fois par semaine jusqu’a 1’apparition d’une culture identifiable

(Chabasse D, Contet-Audonneau N ;2011)

Dans cette étude nous nous sommes basés sur plusieurs criteres dont la vitesse de pousse

d’une colonie adulte, 1’aspect macroscopique des cultures la couleur de la surface des colonies

(Brune rouge, noire, verte, grise, blanche) ; aspect (duveteux ; platré, laineux, broussailleux),
le relief (plat), la consistance (friable, élastique, dure, molle...), la forme des colonies
(arrondies, étoilées), la taille des colonies (petites, extensives), la présence d’un pigment
(couleur, diffusion) au verso de la boite de culture comme il est montré dans le tableau

suivant :
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Tableau 4 : Identification morphologique macroscopique

Cas S.C S.A.C Borelli EM E.G P.C P.D.A Takashio
étudier
N I ‘ q I .
Vitesse de | Rapide Rapide Rapide Rapide Rapide Rapide Rapide Rapide
pousse

6 jours 6 jours 4 jours 5 jours 5 jours 4 jours 4 jours 4 jours
Aspect de | duveteux duveteux duveteux Duveteux Duveteux duveteux || duveteux Duveteux
colonie
Couleur blanchitre || blanchatre | blanchitre | blanchatre Blanchitre blanchatre || blanchatre Blanchatre
du recto
Verso Brun brun Brun Incolore Incolore incolore Brun Incolore
Forme bombée bombée bombée peu bombée | Bombée bombée bombée peu

bombée

Taille petite petite Petite Petite Petite petite Petite Petite
Relief surélevé surélevé surélevé Surélevé Surélevé surélevé surélevé Surélevé
Présence Non non Non Non Non non Non Non
de
pigment
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Cas
étudier

S.C

2" cas

S.A.C

Borelli

EM

E.G

P.C

P.D.A

Takashi

Vitesse de | 5 jours 5 jours 4 jours 4 jours 4 jours 4 jours 4 jours 7 jours

pousse

Aspect de | laineux laineux laineux Laineux laineux laineux laineux laineux

colonie

Couleur Blanchatre || blanchétre | Blanchatre || Incolore incolore blanchétre | Créme Incolore

du recto

Verso jaune jaune jaune Incolore incolore incolore || Incolore | Incolore
orangé orangé orangé a brun

Forme étoilée étoilée étoilée Etoilée Etoilée étoilée Etoilée Etoilée

Taille Moyenne | grande grande grande grande grande Grande Grande

Relief Plat plat Plat plat plat plat Plat Plat

Présence | jaune jaune jaune Non Non non jaune Non

de orangé orangé orangé orangé

pigment
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Cas étudier

S.C

3" cas

S.A.C

Borelli

EM

E.G

P.C

P.D.A

Vitesse  de | Rapide Rapide Rapide Rapide Rapide Rapide Rapide
pousse
6 jours 7 jours 4 jours 5 jours 5 jours 5 jours 4 jours
Aspect  de | duveteux duveteux duveteux Duveteux duveteux duveteux duveteux
colonie
Couleur du | blanchatre || blanchatre | blanchatre | blanchatre || blanchatre blanchatre || blanchatre
recto
Verso jaune brun clair incolore incolore incolore incolore brun clair
orangé
Forme Bombée bombée bombée peu bombée bombée Bombée
bombée
Taille Petite petite petite petite Petite petite Petite
Relief surélevé surélevé surélevé peu surélevé surélevé surélevé
surélevé
Présence de || jaune brun clair Non non Non non brun
pigment orangé
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Cas
étudier

S.C

4™ cas

S.A.C

Borelli

E.G

P.C

P.D.A

Takashi

Vitesse de | Rapide N’a Rapide Rapide Rapide Rapide Rapide Rapide
pousse poussé

6 jours qu’aprés 4 jours 5 jours 5 jours 5 jours 4 jours 4 jours

repiquage
Aspect de | Duveteux | duveteux | duveteux | Duveteux | Duveteux | duveteux | duveteux | Duveteux
colonie
Couleur Blanchatre || blanchatre | blanchatre | Blanchatre || blanchatre | blanchitre || blanchatre | Blanchatre
du recto
Verso Chamois chamois chamois Blanchitre | Incolore incolore Chamois Incolore
Forme Bombée Bombée Bombée Bombée Bombée Bombée Bombée Bombée
Taille Moyenne | moyenne | Petite Petite Petite Petite Grande Petite
disque

Relief surélevé surélevé surélevé Surélevé surélevé surélevé surélevé Surélevé
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Cas étudier

S.C

Séme

cas

S.A.C

Borelli

EM

6

N

E.G

P.C

P.D.A

Vitesse de | 5 jours 5 jours 4 jours 6 jours 5 jours 5 jours 4 jours
pousse

Aspect de | laineux Laineux laineux laineux laineux laineux laineux
colonie

Couleur du | blanchétre Blanchatre || blanchéatre incolore incolore blanchatre brun clair
recto

Couleur du || jaune jaune jaune incolore incolore incolore Incolore
Verso orangé orangé orangé

Forme étoilé Etoilé étoilé étoilé Etoilé étoilé Etoilé
Taille moyenne grande grande grande grande grande Grande
Relief plat Plat plat plat plat plat Plat
Présence de | jaune jaune jaune Non Non non brun clair
pigment orangé orangé orangé
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Cas étudier

S.C

6™ cas

S.A.C

Borelli

EM

E.G

P.C

P.D.A

Vitesse de | 5 jours 6 jours 4 jours 5 jours 6 jours 4 jours 5 jours
pousse

Aspect de || laineux Laineux laineux laineux laineux laineux laineux
colonie

Couleur du | blanchatre Blanchatre Blanchatre | incolore incolore incolore Créme
recto

Couleur du | jaune jaune orangé | jaune incolore incolore incolore Incolore
Verso orangé orangé

Forme étoilée Etoilée Etoilée étoilée Etoilée étoilée Etoilée
Taille Grande grande grande grande grande grande Grande
Relief plat Plat Plat plat plat plat Plat
Présence de | jaune jaune orangé | jaune Non Non non Non
pigment orangé orangé
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Cas S.C S.A.C Borelli EM E.G P.C P.D.A

étudier

7*™ cas

Vitesse 4 jours 4 jours 4 jours 4 jours 5 jours 4 jours 4 jours

de pousse

Aspect Duveteux poudreux granuleux granuleux granuleux granuleux granuleux

de poudreux

colonie

Couleur | blanchatre | blanchéatre | blanchatre | blanchatre || blanchatre | blanchatre | blanchatre

du recto

Verso Brun clair Brun clair Brun incolore Blanc blanc Brun clair

Forme pléomorphi || pléomorphi || pléomorphi || PIéomorphi | Pléomorphi | pléomorphi | pléomorphi
sme sme sme sme sme sme sme

Taille Grande grande grande grande grande grande grande

Relief plat plat Plat plat plat plat plat

Présence | brun brun brun Non Non non brun

de

pigment
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Cas S.C S.A.C Borelli EM E.G pP.C P.D.A

étudier

8™ cas

Vitesse 4 jours 5 jours 4 jours 4 jours 5 jours 5 jours 4 jours

de pousse

Aspect granuleux poudreux granuleux granuleux poudreux granuleux Duveteux a

de poudreux

colonie

Couleur | blanchatre blanchatre || blanchatre | blanchatre blanchatre blanchatre || blanchatre

du recto

Verso Brun clair Brun Brun blanc Blanc incolore Brun clair

Forme Pléomorphi | pléomorphi || pléomorphi | Pléomorphi | Pléomorphi | pléomorphi | pléomorphi
sme sme sme sme sme sme sme

Taille grande grande grande grande grande grande grande

Relief Plat plat Plat plat plat plat plat

Présence | Brun brun brun Non Brun non brun

de

pigment
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S.C

S.A.C

Borelli

EM

E.G

pP.C

-

P.D.A

9*™ cag

Vitesse 4 jours 4 jours 5 jours 5 jours 5 jours 5 jours 4 jours

de pousse

Aspect poudreux poudreux duveteux granuleux duveteux duveteux duveteux

de et

colonie granuleux

Couleur | blanchatre | blanchatre | blanchatre || blanchatre blanchétre blanchatre | blanchatre

du recto

Verso jaune brun || Brun incolore blanc Blanc blanc Brun clair

Forme pléomorphi || pléomorphi | pléomorphi | Pléomorphi | Pléomorphi | pléomorphi | pléomorphi
sme sme sme sme sme sme sme

Taille Grande grande grande grande Moyenne petite grande

Relief plat surélevé Plat plat plat plat plat

Présence | brun brun Non Non Non non Brun

de

pigment
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Cas S.C S.A.C Borelli EM E.G pP.C P.D.A
étudier

10*™ cas

Vitesse de | 4 jours 5 jours 5 jours 5 jours 6 jours 6 jours 5 jours
pousse

Aspect de | laineux laineux laineux laineux laineux laineux Cotonneux
colonie

Couleur du || blanchatre blanchatre | blanchatre | blanchitre | blanchatre | Blanchatre | Blanchatre
recto

Verso Brun jaune Brun clair || incolore incolore Blanc Blanc
Forme étoilée étoilée étoilée étoilée Etoilée étoilée étoilée
Taille Grande grande grande grande grande grande Grande
Relief plat plat Plat plat plat Plat Plat
Présence de | jaune orangé | jaune jaune brun Non Brun non
pigment orangé
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Cas étudier

S.C

S.A.C

E.G

P.C

P.D.A

11°™ cas

Vitesse de | 6 jours 6 jours 5 jours 8 jours 5 jours 4 jours

pousse

Aspect de | Duveteux Duveteux Duveteux Duveteux Duveteux duveteux

colonie

Couleur du | blanchitre Blanchatre Blanchatre blanchétre Blanchatre blanchatre

recto

Verso Brun foncé Brun foncé Blanc Incolore Incolore chamois

Forme Bombée Bombée Bombée Bombée Bombée Bombée

Taille moyenne Moyenne Petite Petite Petite Grande
disque

Relief surélevé Surélevé Surélevé surélevé Surélevé surélevé

Présence de | brun Brun Brun Non Brun non

pigment
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Cas étudier | S.C S.A.C Borelli E.G P.C P.D.A

12°™ cas

Vitesse  de | 5 jours 6 jours 4 jours 5 jours 5 jours 4 jours

pousse

Aspect de || laineux Laineux Laineux laineux Laineux laineux

colonie

Couleur du | blanchatre Blanchatre Blanchatre incolore Incolore Blanchatre

recto

Verso jaune jaune jaune incolore Incolore Incolore
orangé orangé orangé

Forme étoilée Etoilée Etoilée Etoilée Etoilée étoilée

Taille Moyenne Grande grande grande Grande moyenne

Relief plat Plat Plat plat Plat Plat

Présence de | jaune jaune Non Non Non Jaune orangé

pigment orangé orangé
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Cas étudier | S.C S.A.C Borelli EM E.G P.C
13°™ cas
Vitesse de || 5 jours 6 jours 4 jours 5 jours 6 jours 4 jours
pousse
Aspect  de | poudreux Toile poudreux Duveteux et | duveteux Poudreuse
colonie d’araignée peu

saupoudrée poudreuse

de farine
Couleur du | blanchatre Blanchatre jaune incolore incolore Incolore
recto
Verso jaune jaune Incolore incolore incolore Incolore

orangé orangé

Forme étoilée Etoilée étoilée étoilée Etoilée Etoilée
Taille moyenne grande moyenne moyenne moyenne Moyenne
Relief plat Plat plat plat plat Plat
Présence de | jaune jaune jaune vif Non Non Non
pigment orangé orangé
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Cas S.C S.A.C Borelli EM E.G P.C P.D.A
étudier

)

Vitesse de | 6 jours 6 jours 4 jours 5 jours 5 jours 4 jours 5 jours
pousse

Aspect de | cotonneux | Laineux laineux laineux laineux Laineux Laineux
colonie

Couleur du | Blanchitre | Blanchatre | blanchatre | incolore incolore Incolore Blanchétre
recto

Verso Brun clair Brun clair incolore incolore incolore Incolore Incolore
Forme étoilée Etoilée étoilée étoilée Etoilée Etoilée Etoilée
Taille Grande grande grande grande grande Moyenne Grande
Relief plat Plat plat plat plat Plat Plat
Présence brun Brun non Non Non Non Non

de pigment
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Cas S.C S.A.C Borelli EM E.G P.C P.D.A

étudier

15%™ cas

Vitesse de | 18 jr 19 jr 14jr 14jr 21 jr 14jr 12 jr

pousse

Aspect de | verruqueux || verruqueu | verruqueux Verruqueu | verruque | verruqueux verruqueux

colonie X X ux

Couleur blanchétre blanchétre | blanchétre blanchétre | blanchétr | Blanchétre blanchétre

du recto e

Verso Brun clair brun Brun clair blanc incolore Brun clair Brun clair

Forme Pléomorphis || pléomorph | pléomorphis | pléomorph | Pléomor | Pléomorphis || pléomorphis
me isme me isme phisme me me

Taille Petite petite petite petite Petite Petite Petite

Relief Plat Plat plat plat plat Plat Plat

Présence Non non non non Non Non non

de

pigment
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1.1.1. L’identification morphologique microscopique

Le principe été de prélevé un fragment de culture le dissocié au bleu lactique ou lactophénol et
examiné entre lame et lamelle. Ce procédé peut se faire a partir d’un ruban adhésif appliqué a
la surface de la colonie coloré avec du bleu de lactophénol et examiné entre lame et lamelle

I’analyse microscopique nous a donné les formes présentées dans le tableau 5.
1.1.1. Interprétation de ’examen microscopique
L’interprétation de 1’examen microscopique est illustrée dans le tableau suivant :

Tableau 5 : Identification morphologique microscopique et interprétation de I’examen
microscopique :

SC SAC | Borelli | EM E.G | P.C | P.D.A | Takashio

Filaments mycéliens | +++ ++ |+ +++ ++ |+ || +++

o Microconidies + + ++ + + + ++ +
1

cas Macroconidies - - - - - - - _

Vrilles - - - - - - - -

Chlamydospores - - - - - - - -

Excroissance - - + - - - - -

Structure - - - - - - - -
proliférante
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2éme

cas

Filaments mycéliens

++

++

++

++

++

++

++

Microconidies

++

++

++

++

Macroconidies

+++

++

++

+++

+++

Vrilles

Chlamydospores

Excroissance

Structure proliférant

3 eme

cas

Filaments mycéliens

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

Microconidies

++

++

+++

++

++

++

+++

Macroconidies

Vrilles

Chlamydospores

Excroissance

Structure
proliférante
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Filaments mycéliens | +++ +++ | +++ +++ +++ |+ |+ ++

4% | Microconidies ++ N ++ +++ | | +

cas -y
Macroconidies - - - - - - - -
Vrilles - - - - - - - -
Chlamydospores - - - - - - - -
Excroissance - - - - - - + -
Structure - - - - - - - -
proliférante
Filaments myceliens | ++ ++ | ++ ++ ++ ++ | ++
Microconidies + + ++ ++ + ++ | ++

Séme

cas Macroconidies + + +++ ++ ++ +++ | -+
Vrilles - - - - - - -
Chlamydospores + + + + + + +
Excroissance - - - - - - -
Structure - - - - - - -
proliférante
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Filaments mycéliens | ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
Microconidies + + ++ ++ + ++ ++

6éme

cas Macroconidies + - +++ ++ ++ ++ |+t
Vrilles - - - - - - -
Chlamydospores + - + - - + -
Excroissance - - - - - - -
Structure - - - - - - -
proliférante
Filaments mycéliens | ++ ++ | +++ +++ ++ ++ |+
Microconidies ++ ++ |+t ++ ++ ++ | ++

7éme

cas | Macroconidies - - - - - - -
Vrilles - - + - + + -
Chlamydospores - - - - - - -
Excroissance - - - - - - -
Structure - - - - - - -
proliférante

o e et IS e W ]
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8éme

cas

Filaments mycéliens

++

++

+++

++

++

++

++

Microconidies

++

++

+++

+++

++

++

++

Macroconidies

++

++

Vrilles

++

++

Chlamydospores

Excroissance

Structure
proliférante

9éme

cas

Filaments mycéliens

++

++

+++

+++

Microconidies

++

++

+++

++

Macroconidies

Vrilles

Chlamydospores

Excroissance

Structure
proliférante
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1 Oéme
cas

Filaments mycéliens

++

++

++

++

++

++

++

Microconidies

++

++

++

++

Macroconidies

+++

+++

++

++

+++

Vrilles

Chlamydospores

Excroissance

Structure
proliférante

1 léme
cas

Filaments mycéliens

+++

Microconidies

+++

Macroconidies

Vrilles

Chlamydospores

Excroissance

Structure
proliférante
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1 2éme
cas

Filaments mycéliens

++

++

++

++

++

++

++

Microconidies

++

++

++

++

Macroconidies

+++

++

++

+++

+++

Vrilles

Chlamydospores

Excroissance

Structure
proliférante

13éme
cas

Filaments mycéliens

++

++

++

++

++

++

++

Microconidies

++

+++

++

++

++

++

++

Macroconidies

Vrilles

Chlamydospores

Excroissance

Structure
proliférante
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1 4éme
cas

Filaments mycéliens

++

++

++

++

++

++

++

Microconidies

++

++

++

++

Macroconidies

+++

++

++

+++

Vrilles

Chlamydospores

Excroissance

Structure
proliférante

1 Séme
cas

Filaments mycéliens

Microconidies

Macroconidies

Vrilles

Chlamydospores

Excroissance

Structure
proliférante
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Dans cette étude nous avons trouvé un taux de 28.43% d’atteintes fongique dont 9.80 %
confirmées comme étant des dermatophytes, ce qui est inférieur a la prévalence mondiale qui
est estimée entre 20 a 25% (Ilkit M. 2010), et il est faible par rapport a d’autre pays africains
comme chez les Tunisiens dont le taux était de 39,2% et presque le méme taux est retrouvé

en Sénégal (D.Ndiyae et al 2013)

Sur les 87 cas positives trouvé ; 30 cas étaient confirmés porteurs de mycose superficielle,
soit une prévalence de 9.88 %. Ailleurs en Afrique, dans une étude tunisienne,
Chakeret al. avaient obtenu un résultat supérieur au ndtre avec 53,7 % de
mycoses superficielle tandis que dans une autre zone intertropicale une prévalence
de 50,6 % a été obtenue au Brésil (Di Chiacchio et al ,2014)En Europe, plus
particulicrement en Malte, en France eten Turquie des prévalences respectives de
32 %, 63,1 % et70 % ont été obtenus (Faure-Cognet 00,2016 ; Koksal F,2009 ;
Zahra LV,2003)

Différents aspects cliniques ont été retrouvés, les atteintes isolée s touchant les cheveux
(teignes) étaient de loin les plus importantes avec 16 teignes du cuir chevelu (53
%), suivis des atteintes des ongles avec8 onychomycoses (27 %) et des

épidermophyties avec 20%.

Une étude mené au Sénégal en 2013, montre que les atteintes du cuir chevelu isolées sont de
loin les plus représentées avec 66,09 % (D.Ndiyae et al ,2013)comme dans d’autres études

menées au Nigeria par Nweze en 2010, et au Tchad par Philpot en 1978

D’apres les criteres d’identification morphologique on a confirmé la présence de 6

dermatophytes :

Microsporum canis 50%
Trichophyton mentagrophytes 10%
Trichophyton rubrum 26.67%
Trichophyton erinacei 3.33%

Trichophyton virrucosum 3.33%

VvV V V VYV V V

Trichophyton violaceum 6.66%
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Concernant les dermatophytes, les especes les plus retrouvées varient selon la zone
géographique. Nous avons trouvé comme dermatophyte prédominant M.canis avec un
pourcentage de 50% qui se rapproche de résultat trouvé par D. Arrache avec une
prédominance de M.canis de 60%( D. Arrache et al ,2015) ; le deuxicme dermatophyte de
notre série et T.rubrum avec 26.67% Des résultats similaires ont été rapportés par Diongue K
décrivantT.rubrum comme deuxiéme dermatophyte agent de mycoses superficielles
dans sa série d’étude (Diongue K ;2016) ; contrairement a plusieurs études qui ont montré
T. soudanaise comme le  principale espece rencontrée en Afrique sub-sahélienne
(Ayanbimpe GM et al 2008 ;Develoux M,2002 ; Ndiaye D,2009 ; Nzenz e -Afene
S,2009 ; Ameen M;2010; Testa J,1994), et T. Violaceum qui  touche surtout les
individus originaires de ’Afrique du Nord (Oudaina W ;2011. Mseddi M, 2005 ;
Mebazaa A, 2010 ; Boumhil L ;2010).

Par ailleurs, d’autres études ont trouvé T.rubrum, toujours prédominant, en Tunisie,
en Turquie, en Chine, en France, au Brésil, en Malteet en Guyane francaise(Di
Chiacchio N,2014 ; Faure-Cognet 00,2016 ; Koksal F,2009 ; Neji S,2009 ; Simonnet
C,2011 ; Wenying C,2016).

Dans notre étude 1’extension de M.canis peut éEtre expliquée par la facilit¢ de sa
transmission en comparaison avec d’autres especes zoophiles, ainsi que par le
changement des modes de vie de la population avec une cohabitation avec les

animaux domestiques

Dans notre étude le milieu Lactrimel de Borelli était le meilleur et favorable pour toutes les
souches identifiés et qui a stimulé la fructification et la production des pigments surtout pour
le T.rubrum et M.canis et méme pour le T.erinacei . En deuxieme place le milieu PDA qui est
un milieu riche donnant des bons résultats pour toutes les souches et surtout pour le
T.verrucosum qui a poussé plus rapidement dans ce milieu par rapport aux autres milieux. Le
milieu PC et EM ont aussi donné des bons résultats mais d’un degré mois que celle de
Lactrimel de Borelli et PDA ; ces résultats sont en accord avec ceux de Arrache, Khebizi et

kallel (Arrache, D et al 2015 ; Khebizi, S et al 2014 ;A. Kallel et al 2017).
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2. Activité antimicrobienne de I’extrait de Lawsonia inermis L

2.1. Extraction

25 g de matiere végétale fraiche été mis en contact avec 100 ml d’éthanol, Le rendement est
défini comme étant le rapport entre la masse de I’extrait évaporé du solvant et la masse de la
matiere végétale initiale ayant servi pour I’extraction. Exprimé en pourcentage, le rendement

est calculé par la formule suivante :

rerdernrent = s 10D

mO : Masse en gramme de ’extrait brut évaporé ;

ml :Masse en gramme de la matiere végétale initiale séche.
Le rendement de I’extrait des feuilles de Lawsonia inermis L. était de 8.1%. Cette valeur est
conforme aux résultats (N. Rahmoune ,2013)

2.2.  Screening phytochimique

L’évaluation préliminaire de la composition phytochimique des parties aériennes traitées de
I’extrait de Lawsonia inermis L, par des réactions qualitatives de caractérisation, a permis de
mettre en évidence la présence de différents groupes chimiques. Les résultats obtenus sont

résumés dans les tableaux suivants

Tableau 6 : la composition phytochimique de 1’extrait de Lawsonia inermis L

Composés phytochimiques recherchés Lawsonia inermis L
Résultats
Alcaloides Réactif de Mayer +
Tanins Réaction avec FeCl3 ++++
Tanins galliques +++

Flavonoides Flavonoides libres +++

Stérols et terpenoide +++

Saponosides +++

Réaction franchement positive : + + + + ; Réaction positive : + + + ; Réaction moyennement positive : + +

Réaction louche : + ; Réaction négative : -
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Le tableau ci-dessus (tableau 6) présente les résultats du criblage phytochimique de I’espece
Lawsonia inermis L. Nous constatons que les feuilles et les tiges de cette plante contient, avec

des intensités plus ou moins variables, des alcaloides, des flavonoides, des tanins.

Les résultats de screening phytochimique ont confirmé la présence des tanins, des saponosides
et des flavonoides ainsi des stérols et terpenoide avec des taux importants, En revanche les
composés alcaloides ont révélé une teneur tres faible dans la plante étudier ses résultats ont été
confirmé par (Gagandeep et al., 2010 ; Cuong et al.,2010) qui ont trouvé les mémes

composés bioactifs dans 1’extrait méthanolique des feuilles de Lawsonia inermis L.
Les résultats de notre évaluation chimique concordent avec de nombreux travaux publiés ;

En 2012 une I’analyse phytochimique des constituants polyphénoliques des extraits de feuilles
de Lawsonia inermis L a permis l’isolement et l’identification des tanins (Musa et
Gasmelseed,2012). En 2013 un criblage phytochimique des extraits de feuilles de Lawsonia
inermis L a montré la présence de glycosides, phytostérols, des stéroides, des saponines, des
tanins et les flavonoides (Raja et al ,2013). Ces résultats était affirmé par Trigui et al., (2013)
qui a mis en évidence des flavonoides, des quinones, des tanins et des terpenes lors de son

analyse chimique sur les feuilles de Lawsonia inermis L.

2.3. Dosages spectrophotométriques des polyphénols

» Dosages des phénoliques totaux

Les phénoliques totaux ont été déterminés a partir d’une courbe de régression obtenue a
partir d’une solution d’acide gallique (200 mg/L solution mere) (Annexe 2) ; L’acide gallique
a été utilis€é comme standard Pour déterminer la quantité des polyphénols totaux de Lawsonia
inermis L. L’extrait éthanolique a été dosé. La partie aérienne de la plante est caractérisée par
une teneur élevée en polyphénols, les moyennes des valeurs varient de (35.03+1.05 mg EAG/g
d’extrait) une étude a montré que 1’extrait éthanolique des graines de Lawsonia inermis L
révele une teneur importante (41,65+0,29 mg EAG/ g d’extrait). (Philip Jacob et al. 2010) On
a conformé nos résultats avec ceux trouvés par Tawaha et al. (2007), les teneurs en phénols
totaux obtenues dans les extraits méthanolique sont de I’ordre de 17.3 + 1.0 mg EAG/ g poids
sec. La variabilité des teneurs en polyphénols chez ces especes végétales est du probablement

a la composition phénolique des extraits (Hayouni et al. 2007), les conditions biotiques

Page 93



Chapitre V Résultats et discussions

(espece, organe et I’étape physiologique) et abiotiques (facteurs édaphiques), la nature du sol
et le type du microclimat et aussi des étages bioclimatiques ol poussent ces plantes (Atmani

et al. 2009).

» Dosage des flavonoides totaux
Pour déterminer la quantité de flavonoides totaux dans Lawsonia inermis L nous avons utilisés
comme standard la quercitine (QE) (Annexe 2). L’étude de la teneur en flavonoides chez cette
plante a montré que les feuilles présentent les teneurs moyennes les plus élevées en
flavonoides de 1’ordre de 20.5+1.4 mg QE/g MS, Nos résultats sont en accord avec ceux
rapportés par Arun et al. (2010) qui ont démontré que 1’extrait méthanolique de L. inermis L

renferme des teneurs en flavonoides totaux élevées (25.05+0.18 mg QE /g MS).

» Dosage des tanins
Pour déterminer la quantité de tanin dans 1’extrait de Lawsonia inermis L nous avons utilisés
comme standard le catéchine (Annexe 2). L’étude de la teneur en tanin au niveau de L.
Inermis L explique bien la répartition de tanin entre les trois parties de la plante (Feuilles, tiges
et racines). En effet, le tanin est présent a teneur plutdt élevée pour les feuilles (17.93+0.67 mg
EC/g MS ; exhibant 57.8% de la teneur en tanins totaux), de henné réalisés par (Musa et
Gasmelseed 2012) montre que les tanins condensés représentent 11% des tanins totaux.
Des travaux similaires réalis€s montrent qu’il contient 4.5% MS de tanins (Barroso et al.

2001).

Les tanins conferent aux plantes tanniféres (Anacardiaceae, Combretaceae, Fabaceae-
Mimosoideae etc.) des propriétés curatives contre les maladies gastriques (indigestion,
diarrhée, ulcere), les maladies vénériennes, les dermatoses et I'hypertension artérielle (Sereme

et al. 2008).
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2.4. Identification des composés actives de I’extrait de Lawsonia inermis L par
analyse HPLC

Dans I’objectif d’identifier tous les composés présents dans les feuilles de Lawsonia inermis L
récoltées a la région d’Adrar en vue d’une meilleure caractérisation de cette espece, une

analyse HPLC a été réalisé.

U

000 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000 5500
Minutes

Figure26 : Chromatogramme des composés détectés dans I’extrait de Lawsonia
inermis L

Tableau7 : Composés détectés dans I’extrait de L. inermis L analysé par HPLC

Composés détectés Temps de rétention
Acide gallique 4.8

Acide caféique 7.1

Acide ellagique 8.2

Lawsone 15.2

Lutéole 19.70

Diosmétine 21.90

Apigenine 22.6

Dans cette étude nous avons pu identifier 07 composés ,les acides phénoliques constitutifs
des tanins gallique et ellagique ; trois flavones: la lutéoline, la diosmétine et 1'apigénine on a
pu par cette analyse identifier la Lawsone (2-hydroxy-1,4-naphthoquinone) qui est la

molécule active de Lawsonia inermis L( Shaukat et al., 2008 ; El-Shaer et al., 2007).
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En effet, de nombreux travaux ont associé les propriétés pharmacologiques du henné a la
Lawsone (Rani et al., 2007) et ses dérivés notamment I’isoplumbagin responsable de son

activité cytotoxique (Ali et Grever, 1998 ; Endrini et al., 2007).

3. Effets antimicrobiens de ’extrait de Lawsonia inermis L :

3.1. Activité antibactérienne de I’extrait de Lawsonia inermis L

Dans un criblage primaire, les souches de références sensibles aux médicaments sont de
préférence employées et devraient représenter les souches pathogeénes communes des

différentes classes.

De ce fait, trois bactéries pathogenes sensibles ont été choisies au cours de cette étude dont
deux grams négatives : Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC
25922 et une a gram positive : Staphylococcus aureus ATCC 25923 fournie par le laboratoire

de microbiologie CHU Oran.

Les résultats du test préliminaire de 1’activité antimicrobienne par la méthode de diffusion des
disques montrent que 1’extrait de Lawsonia inermis L présente une activité antibactérienne vis-
a-vis des trois souches de bactéries. En effet, une forte activité a été signalée vis-a-vis les trois

souches E.coli et S.aureus et P.aeruginosa .

Tableau 8 : Diametre de la zone d’inhibition de I’extrait éthanolique de L. inermis L

Souches 2% 10% 20% 40% 60% 80% 100%
bactérienne

P.aeruginosa 22+0.01 | 2320.02 | 23+0.13 | 24+0.09 | 25+0.08 | 20£0.001 | 21%0.05
E.coli 8+0.06 | 8+0.05 | 22+#0.12 | 19+0.11 | 19+0.2 28+0.05 28+0.2
S aureus 840.002 | 8£0.06 | 9+0.08 | 20£0.05 | 2020.1 22+0.09 22+0.1

(*) Diametre de la zone d’inhibition produite autour des disques par 1’ajout de 10 puL d’extrait
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Figure27 : Diametre d’inhibition de D’extrait éthanolique de L. inermis L vis-a-vis

Pseudomonas aeruginosa.

Figure 28 : Diametre d’inhibition de I’extrait éthanolique de L. inermis L vis-a-vis E.coli




Chapitre V Résultats et discussions

Figure 29 : Diameétre d’inhibition de I’extrait éthanolique de L. inermis L vis-a-vis

S.aureus.

Figure 30 : Diametre d’inhibition du DMSO et des deux antibiotiques de références vis-

a-vis des trois souches bactériennes testées .
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Figure 31 : Sensibilité de Pseudomonas Figure 34 : Sensibilit¢é de Pseudomonas
aeruginosa vis-a-vis I’extrait éthanolique de  aeruginosa vis-a-vis des antibiotiques de
L. inermisL. références utilisées.

Figure32 : Sensibilité de Staphylococcus Figure 35 : Sensibilité de Staphylococcus
aureus vis-a-vis ’extrait éthanolique de L. aureus vis-a-vis des antibiotiques de
inermisL. références utilisées.

Figure 33 : Sensibilité de Escherichia coli Figure36 : Sensibilité de Escherichia coli
vis-a-vis I’extrait éthanolique de L. inermisL.  vis-a-vis les antibiotiques de référence.
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Au regard des résultats obtenus tableau et des figures nous avons observé pour :

P. aerugenosa et E.coli  D’extrait éthanolique a eu une activité considérable avec une
inhibition d’un diametre de 26mm a 28mm pour les deux bactéries respectivement (figure

31;33)

Par contre, nous avons constaté une activité antibactérienne impeu plus faible contre la souche

S.aureus avec un diametre d’inhibition de 22mm (figure 32).

Cette activité importante est confirmé par les traveaux de EL-kamali et al 2009 ;Akter et al

2010 ;mastanaih et al 2011 et hussain et al 2011.

La forte activité inhibitrice enregistrée revient probablement du fait de la présence des

naphthoquinones (la lawsone) qui es la molécule active dans la plante Lawsonia inermis L

Par comparaison des résultats obtenus avec I’extrait éthanolique de Lawsonia inermis L et
ceux obtenus avec les deux antibiotiques de références utilisés : la Pénicilline G et la
Gentamicine, nous remarquons que les zones d’inhibitions sont tres écartées dans le cas de
S.aureus . Ce qui nous amene a dire que I’extrait de Lawsonia inermis L a un potentiel
d’activité qui est faible comparativement aux deux antibiotiques utilisés par contre ’activité
inhibitrice de I’extrait de Lawsonia inermis L A montré une moyenne activité vis-a-vis de E.
coli une forte activité vis-a-vis de S. aureus comparativement aux résultats obtenus par les

antibiotiques utilisés.

Rahmoun et al., (2010) a confirmé I’activité antibactérienne du Lawsone contre quatre souches
de bactéries pathogenes, a savoir Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli

ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC 29212.
3.2.  Activité antifongique de I’extrait de Lawsonia inermis L

Dans cette étude, nous avons évalué 1’activité antifongique de I’extrait de Lawsonia inermis L
sur la croissance in-vitro de trois dermatophytes, Trichophyton erinacei, Trichophyton
mentagrophytes et Microsporum canis ses dermatophytes ont été choisi a partir des souches

isolées et identifier précédemment. L’analyse des données expérimentales montre une
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activité antifongique notable de 1’extrait de Lawsonia inermis L végétaux comparativement au

témoin qui es le Myconazol et au contrdle.

Les résultats obtenus ont révélé une activité antifongique remarquable vis-a-vis les

dermatophytes testés.

Tableau 9 : Effet inhibiteur de ’extrait de Lawsonia inermis L sur les cultures des

dermatophytes testés (exprimé en diametre d’inhibition mm).

Concentrations de 1’extrait de L. inermis L (%)

Dermatophytes 2% 10% 20% 40% 60% 80% 100%
M. canis 17+0.32 19+0.29 20+0.35 || 30+0.2 | 32+0.22 || 32425 32+0.15
T.Mentagrophytes 17+0.62 17+0.56 18+0.79 || 30+0.35 | 40+29 50+0.11 | 60+0.31
T.erinacei 19+0.08 31+0.15 30+0.2 18+0.17 || 19+£0.21 || 44+0.71 || 56+0.47

Tableau 10: Effet inhibiteur de Myconazol 2% et du DMSO (controle) sur les cultures
des dermatophytes testés (exprimé en diametre d’inhibition mm)

M.canis T.Mentagrophytes T.erinacei

D(mm) D (mm) D (mm)
DMSO 6 6 6
Myconazol 20 18 12
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Figure 37 : Diametre d’inhibition de I’extrait éthanolique de L. inermis L vis-a-vis

M.canis.

Figure 38 : Diameétre d’inhibition de D’extrait éthanolique de L. inermis L vis-a-vis

T.mentagrophytes.
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Figure 39 : Diametre d’inhibition de I’extrait éthanolique de L. inermis L vis-a-vis

T.erinacei.

Figure 40 : Diametre d’inhibition du DMSO et le Myconazol vis-a-vis des trois

dermatophytes testées.
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Figure 41 : La sensibilité de T.mentagrophytes Figure 42 : La sensibilité de M.canis vis-
vis-a-vis I’extrait de Lawsonia inermis L. a-vis I’extrait de Lawsonia inermis L.

Figure 43 : La sensibilité de 7. erinacei vis-a-vis ’extrait de Lawsonia inermis L
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Actuellement, peu de médicaments efficaces sont disponibles pour le traitement des infections
fongiques et plus particulierement pour les dermatomycoses. Depuis la connaissance des
principes actifs, contenus dans des plantes supérieures, et qui sont doués de propriétés
pharmacologiques, plusieurs auteurs se sont orientés vers la recherche de plantes a activité
antifongique. Dans la présente étude nous avons testé la sensibilité de trois souches fongiques,

isolées cliniquement, a D’action de 1’extrait d’une plante trés connues en médecine

traditionnelle algérienne c’est Lawsonia inermis L.

Les résultats ont montré que cette plante possede des propriétés antifongiques, ce qui justifie

’utilisation de cette plante en médecine traditionnelle.

Misra et Dixit (1979) ont rapporté que 1’extrait éthanolique de Lawsonia inermis L possede
une activité antifongique. Des analyses phytochimiques de cette plante ont révélé la
prédominance de composés phénoliques (coumarines, flavonoides, naphthalene et les dérivés
de I’acide gallique) (Siddiqui et al., 2003 ; Chaudhay et al.,2010 ;Liou et al.,2013 ;Ostovari
et al.,2009). D’autres composés comme les triterpénoides, les stéroides et les hydrates de
carbone aliphatiques ont été également isolés (Siddiqui et Kardar, 2001 ; Siddiqui et al.,
2003, Abulyazid et al.,2010 ; Almeida et al.,2012) ont signalé la richesse de cette plante en
naphthoquinones dont les principaux composants sont la Juglone, la Lawsone et la

plumbagone.

Des études portées sur les naphthoquinones naturelles (Binutu et al., 1996; Gafner et
al.,1996; Brigham et al., 1999 ; Ashangar et Siri .,2011) et celles obtenues par synthese
(Bogdanov et al., 2001 ; Riffel et al., 2002) ont démontré que ces molécules inhibent la
croissance de souches fongiques et bactériennes pathogenes(Sagar K.,20013 ;Mina et
al.,2012 ;Rahiman et al 2013). A I’optique de ces travaux, on pourrait attribuer 1’activité

antifongique de L. inermis L principalement aux naphthoquinones.

Les résultats concluants de notre étude nous permettent de rattacher 1activité
antidermatophyte de l’extrait de Lawsonia inermis L a sa richesse en métabolites mis en
évidence lors du criblage phytochimique caractérisant les molécules naturelles responsables de

cette activité antifongique.
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4. Etude in vivo

Les feuilles de Lawsonia inermis L, connues sous le nom de henné, ont longtemps été utilisées
dans médecine, le henné est largement cultivé dans les régions tropicales d’Asie, d’Amérique

et d’Afrique.

Le henné a été utilisé a de nombreuses fins médicales, comme un agent de refroidissement,
astringent, antimicrobien, antihémorragique, hypotenseur, sédatif et utilis¢é comme colorant et
agent de conservation pour les cheveux, la peau et les ongles. Les principaux composants
chimiques du henné sont : 2hydroxy-1,4-naphtoquinone (lawones), acide tannique, mucilage
et acide gallique (Nayak et al ;2007)

Toutefois ; peu de recherche a discuté des avantages du henné en tant que médicament contre
les mycoses superficiels (dermatophytes) dans le monde. Cette partie de travail a pour but
d’évaluer 1’effet du henné (Lawsonia Inermis L) sur un dermatophyte zoophile
(T.mentagrgophytes ) chez le rat.

Six rats Wister méales adultes (200-240 g et agés de 6 a 8 semaines environ) ont été utilisées
dans cette expérimentation. Les animaux ont été anesthésiés par du chloroforme avant infliger
des blessures a la peau, apres rasage des poiles, ses blessures favorisent la pousse du
dermatophyte. La région de la peau de la partie dorsale était désinfectée avec de l'alcool
(70%). Le diametre de la plaie était de 3 centimetres, ce qui généré a 1’aide d’un bistouri et
ciseaux stériles pour couper soigneusement la peau. Ensuite, la surface de la plaie a été
contaminé avec la souche T.mentagrophyres . Le groupe 1 (2 rats de contrdle) ont été laissés
sans traitement Groupe 2 et 3 (chacun avec 2 rats) ont été traités avec une faible dose (10%) et
une forte dose (80%) de henné respectivement par application topique quotidiennement
pendant 15 jours a partir du jour de la pousse du dermatophyte qui a €ét€ analyser, I’analyse
microscopique a montré, un grand nombre de micro conidies sous-sphériques a pyriforme,
hyphes spirales et chlamydoconidies sphériques confirmé étre 7. mentagrophytes. La
contraction de la plaie et la guérison de la 1ésion dermatophytique ont été observé ; Les poiles

repoussent apres que le microorganisme soit devenu sensible aux traitements.

La repousse des poiles dans les 1ésions traitées a €t€ remarqué pour la premiere fois 10 jours
apres le traitement. Par la suite, la disparition de la 1ésion et la repousse complete des poiles

étaient observé a 30 jours apres le traitement.
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Au jour 15, la taille moyenne de la 1ésion fongique a diminué dans le groupe 1 de 10mm
(figure 44) et dans le groupe 2 et le groupe 3 a 12 et 25 mm respectivement (Figure 45et 46)
Cela peut étre attribuée a 1’existence de la molécule de 1,4 Naphthoquinones (Lawsone) qui es
la molécule active dans la plante du henné ces résultats sont en accord avec ceux réalisés par
Kelmanson et al en 2000 qui a confirmé que la Lawsone a un grand pouvoir antimicrobien ;
Lawsone, La [hydroxy] 1,4-naphtoquinone a été considérée par Ahmadian S,en 2009 comme
étant responsable de I’activité fongicide du henné. Le résultat de Wagini NH en 2014 soutient
l'utilisation traditionnelle du L. Inermis L et confirme que les extraits de henné possedent des
composés bioactifs utilisés dans la médecine traditionnelle. Bien que les résultats de Fariba B
en 2010 aient démontré que les extraits de henné ont une activité antifongique in vitro contre
le champignon responsable du pityriasis versicolor, du pityrosporum foliculités et des
pellicules. Ils ont ajouté que les extraits aqueux sont plus efficaces sur Malassezia que les
extraits méthanolique et chloroformiques. Par conséquent, Lawsone, la 2-hydroxy-1,4-

naphtoquinone est responsable de I’activité fongicide du henné (Ahmadian S,2009).

Cependant, chez les animaux, la teigne généralement a une durée de vie de quelques semaines
ou quelques mois est disparait méme sans traitement. Au contraire, a la teigne du cuir chevelu
chez les enfants que, s'ils ne sont pas traités, restent actifs chez leurs hotes jusqu'a ce qu'ils
atteignent la puberté (Mukhtar MD ;2005).

Al-Ani et al,en 2002 ont rapporté que les animaux domestiques sont sensibles a la teigne.

Les résultats ont montré que la guérison rapide et efficace des rats atteints a eu lieu avec
I’application quotidienne de la pommade traditionnelle de Lawsonia inermis L dans une
période de 15 jours et guérison totale dans 25a 30 jours. Cependant, il a été rapporté que quel
que soit le sexe, l'extrait de formulation extrait d'huile du I’écorce de la tige de Polyscias fulva
Hiern (Araliaceae) a 5% était capable de guérir les animaux infectés par la teigne apres
quatorze jours du traitement alors que la griséofulvine produisait le méme effet apres treize
jours (Keilah L et al ;2013).

Le test in vivo nous a montré que le henné possede une activité antifongique contre tous la
souche T.mentagrophtes identifié et a 1'efficacité de guérir tous les animaux testés dans un
délai raisonnable. Par conséquent, cette expérimentation a révélé que l'extrait de henné a des
effets remarquables comme agent antidermatophyte vis-a-vis la souche zoophile

T.mentagrophytes.
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Figure 44 : rat témoin (T) ;a : aprés 5 jours du début de I’expérimentation ;b : apres 15
jours du début de I’expérimentation.

Figure 45 : un rat avec une atteinte dermatophyte traité avec ’extrait de Lawsonia
inermis L a 10% aprés 5 jours du début de I’expérimentation ; b : apres 15 jours du début
de I’expérimentation.

Figure 46 : rat avec une atteinte dermatophyte traité par la pommade a base d’extrait de
Lawsonia inermis L a 80% aprés 5 jours du début de I’expérimentation ;b : apres 15 jours
du début de I’expérimentation.
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Conclusion

L’objectif de ce travail est d’évaluer 1’activité antimicrobienne (antibactérienne et
antifongique) de quelques produits de syntheses dérivées naphtoquinoniques et de 1’extraits

bruts de la plante Lawsonia inermis (le Henné)

Nous nous sommes intéressés dans un premier temps au screning phytochimique et

I’evaluation des composants chimique de la plante Lawsonia inermis L

Les résultats des tests antifongiques ont révélé une activité particulierement intéressante de

I’extrait de Lawsonia inemis L.

Les résultats des tests microbiologiques montrent que les différentes concentrations de
I’extrait de Lawsinia inermis L présentent une grande activité inhibitrice sur les
dermatophytes ( M.Canis ; T.Mentagrophytes T.eurinacei) et la souche qui présente la plus
grande sensibilité est T.mentagrophytes précisément dans les concentrations les plus

élevées.

La méthode expérimentale employée a consisté a isoler la souche clinique, puis a réaliser
une évaluation qualitative (méthode de disques) de 1’activité antimicrobienne de

I’extrait testée sur des isolats cliniques et sur des souches de références.

A partir des résultats obtenus, nous pouvons résumer les conclusions issues de cette

étude comme suit :

1. La premiere étape de « screening » pour 1’évaluation qualitative de 1’activité
antimicrobienne de I’extrait de la plante étudiées a montré un effet antimicrobien pour
toutes les concentrations testées en mettant en évidence des zones d’inhibition avec des
diametres dépassant 20 mm, montrant ainsi une sensibilit¢ non négligeable des

bactéries et dermatophytes étudiées.

2. L’extrait de Lawsonia inermis L , riche en phénols, s’est avérée trés efficace, ces
résultats demeurent prometteurs, et pourraient servir de base pour des études
cliniques ultérieures afin de confirmer 1’efficacité antimicrobienne de ces produits naturels
et de proposer leur utilisation en tant qu’agents antimicrobiens alternatifs effectifs
dans les parodontites agressives, palliant aux effets secondaires des antibiotiques et

antifongiques et aux résistances bactériennes accrues.
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3. Les résultats de D’activité antifongique ont montré que cette plante possede des
propriétés antifongiques, ce qui justifie Dutilisation de cette plante en médecine

traditionnelle.

4. Peu de recherche ont prouvés les avantages du henné en tant que médicament
traditionnel contre les mycose superficiels (dermatophytes) dans le monde . Ce travail a
pour but d’évaluer I’effet du henné (Lawsonia inermis L) sur un dermatophyte zoophile
(T.mentagrophytes) chez le rat ; le résultat de cette éxpérimentation a révélé que I’extrait

des feuilles de henné a un effet remarquable comme agent antidermatophyte.

Les résultats concluants de notre étude nous permettent de rattacher I’activité
antidermatophyte de I’extrait de lawsonia inermis L a sa richesse en métabolites mis en
évidence lors du criblage phytochimique caractérisant les molécules naturelles

responsables de cette activité antifongique.
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Annexe 1

Préparation des milieux d’identification

IIs sont indispensables quand une souche reste stérile sur milieu de Sabouraud. Pour la
plupart, ces milieux favorisent la sporulation et la production de pigment.

A cet égard, le plus couramment utilisé en premiere intention est le milieu Lactrimel de
Borelli d’autres permettent de différencier des especes morphologiquement proches par le
virage d’un indicateur coloré.

Les milieux d’identification préparés dans ce travail sont :

1. Milieu Lactrimel de Borelli

2. Milieu PDA (Potato-Dextrose-Agar)
3. Milieu de Pomme de terre-Carotte(PC)
4. Eau gélosée a 2%

5. Gélose au malt

6. Milieu de Takashio (Sabouraud dilué)
7. Milieu inositol-vitamines

8. Milieu de Christensen

9. Milieu de Vroey et Takashio

L)

**

MILIEU LACTRIMEL DE BORELLI :

Ce milieu stimule la sporulation des dermatophytes et la production de pigment (rouge ou
violet pour T.rubum, jaune-orangé pour M.canis).

Remarque : vu que on a pas trouvé 1’actidione , on a préparé ce milieu sans I’utilistaion du
cycloheximide

4 Composition :

e Farine de blé 14g

e Lait écrémé en poudre 14g
e Agar 20g

e Chloramphénicol 0,5g

e Eau distillée Qsp 1000ml




4 Mode opératoire :

On mélange le lait écrémé en poudre, Chloramphénicol et 1’agar dans un litre d’eau
distillée.

Porter a ébullition en chauffant doucement et en agitant jusqu’a ce que le milieu devienne
d’un brun-rouge transparent.

Verser le mélange dans un flacon et I’autoclaver a 120C° pendant 45min .

Attendre que le flacon refroidisse un peu, puis répartir le mélange stérile dans des boites de
pétri stériles et dans une ambiance aussi stérile (la haute).

La conservation est faite a température de +4C° pendant 1 mois a chaque fois que le milieu
est préparé

% MILIEU PDA (POTATO-DEXTROSE-AGAR):

Favorise la sporulation et la pigmentation de nombreux dermatophytes (T.rubrum, M.canis,
M.audouinii,....)

4 Composition :
e Glucose 20g
e Agar Agar 20g
e Extrait de pomme de terre 1000ml
4 Préparation :
Extrait de Pomme de Terre : laver et couper 200g de pommes de terre non pelées.

Les mettre dans 1 litre d’eau distillée, porter a I’ébullition 1 heure, filtrer sur gaz et
compléter a 1 litre.

On mélange le glucose et gélose dans un litre d’extrait de pomme de terre.

Porter a ébullition en chauffant doucement et en agitant jusqu’a ce que le milieu devienne
d’unbrun-rouge transparent.

Verser le mélange dans un flacon et I’autoclaver a 120C° pendant 45min .

Puis répartir le mélange stérile dans des boites de pétri stériles et dans une ambiance aussi
stérile (1a haute).

La conservation est faite a +4C pendant 3 mois a chaque préparation.

% MILIEU DE TAKASHIO (SABOURAUD DILUE) :

Ce milieu favorise la sporulation des dermatophytes.




4 Composition:
e Ncéopeptone 1g

e Glucose 2g

e Agar 20g
e MgSO4 1g
e KH2PO4 1g

e Eau distillée Qsp 1000ml
4 Mode opératoire :

On mélange la néopeptone, le glucose, MgS0O4, KH2PO4et 1’agar dans un litre d’eau
distillée. Porter a ébullition en chauffant doucement et en agitant jusqu’a ce que le milieu
devienne d’un brun-rouge transparent.

Verser le mélange dans un flacon et ’autoclaver a 120C° pendant 45min .

Puis répartir le mélange stérile dans des boites de pétri stériles et dans une ambiance aussi
stérile (1a haute).

La conservation est faite a +4C pendant 3 mois a chaque préparation.

EAU GELOSEE A 2% :

Est un milieu pauvre, ’eau gélosée a 2% stimule la sporulation pour de nombreuses
moisissures. Il peut également étre utilisé pour la recherche de la production d’organes
perforateurs in vitro.

4 Composition :

e Agar20g

e Eau distillée Qsp 1000ml
4 Mode opératoire :

On mélange 1’agar dans un litre d’eau distillée. Porter a ébullition en chauffant
doucement et en agitant jusqu’a ce que le milieu devienne d’un brun-rouge
transparent.

Verser le mélange dans un flacon et ’autoclaver a 120C° pendant 45min .

Puis répartir le mélange stérile dans des boites de pétri stériles et dans une ambiance aussi
stérile (la haute).

La conservation est faite a +4C pendant 3 mois a chaque préparation.




s MILIEU POMME DE TERRE-CAROTTE (PC) :

Favorise sporulation des dermatophytes.

*

Composition :

Pulpe de pomme de terre 20g
Pulpe de carottes 20g

Agar 20g

Eau distillée Qsp 1000ml

Mode opératoire : Faire macérer les pulpes de pommes de terre et de carottes dans
300ml d’eau distillée pendant 1 heure. Porter a I’ébullition 5 a 10 min, puis filtrer
sur gaz pour éliminer la pulpe. Ajouter I’agar et maintenir au bain-marie bouillant
jusqu’a solubilisation.

Compléter le filtrat a un litre avec de 1’eau distillée.

Verser le mélange dans un flacon et I’autoclaver a 120C° pendant 45min .

Puis répartir le mélange stérile dans des boites de pétri stériles et dans une ambiance aussi
stérile (1a haute).

La conservation est faite a +4C pendant 3 mois a chaque préparation.

v GELOSE AUMALT:

Ce milieu stimule la sporulation pour de nombreuses moisissures.

Il peut également étre intéressant pour les dermatophytes (recherche des structures

proliferantes)

*

-Composition :

Extrait de malt 15¢g

Agar 15g

Eau distillée Qsp 1000ml

Mode opératoire: On mélange 1’extrait de malt et I’agar dans un litre d’eau
distillée. Porter a ébullition en chauffant doucement et en agitant jusqu’a ce que le
milieu devienne d’un brun rouge transparent, puis on verse le mélange dans un
flacon de 11, on autoclave pendant 45 min a 120°C.

On laisse les flacons se refroidir un peu puis on répartit la préparation stérile dans des

boites a pétri stérile dans une ambiance stérile.

La conservation est faite a +4C° pendant 1 mois.




«+ Milieu a ’urée de Christensen

4+ Composition :

v Solution A

e Peptone trypsique 1 g

e Glucose 1 g

e Dihydrogénophosphate de potassium 2 g

e Chlorure de sodium 5 g

e Rouge de phénol 0,012 g

e Urée20g

e Eau distillée g.s.p. 100 ml

v" Milieu de base

e AgarldSg

e Eau distillée g.s.p. 900 m

+ Mode opératoire :
Préparer la solution A et la stériliser par filtration.
Préparer le milieu de base en solubilisant I'agar par chauffage a ébullition
Répartir en tubes a vis a raison de 9 ml par tube, et autoclaver pendant 45 min a 120°C.

+» Milieu de De Vroey et Takashio a base de

graines de niger (Guizotia abyssinica) :

Il est utilisé€ pour la recherche des formes parfaites (mating-type).
Composition :

e Graines de niger écrasées 7,5 g

e Sulfate de magnésium 1 g

e Phosphate de potassium 1 g

e Chloramphénicol 0,5 g

o Agar20g

e Eau distillée g.s.p. 1000 ml
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Figure 47 : Droite d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux
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Figure 48 : Droite d’étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoides
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Figure 49 : Droite d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des tanins
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