Al dgda) Ragall 4 0 Jadl 4y ) ggand)
ralad) Galy ad) abeil) 53 g

Université Ferhat Abbas Sétif 1 1 -‘1 ‘U”L.‘Q cla )ﬂ d.uh.

Faculté des Sciences dela

Nature et de la Vie P— - plaal 3 d"-_‘z‘m P}I‘ A
‘

Département d'Ecologie et Environnement Ne.............. ISNV/2026

These

Présentée par :
CHAABNA Naila

Pour I’obtention du diplome de

DOCTORAT EN SCIENCES

Filiere : BIOLOGIE
Spécialité : BIOLOGIE VEGETALE

THEME
Etude phytochimique, effet anticoccidien et évaluation biologique de

Punica granatum L. et Olea europaea L.

Soutenu publiquement le 06 /04 / 2026

DEVANT LE JURY

Présidente CHERMAT Sabah Pr UFA Sétif 1

Directeur HARZALLAH Daoud Pr UFA Sétif 1

Examinateurs MISSAOUI Khaled MCA UFA Sétif 1
MESSAI Chafik Redha Pr U Bordj Bou Arréridj
BENGHARBI Zineb MCA U Mostaganem
BENMERZOUG Abdelmoumen MCA ENS Ouargla

Laboratoire de Microbiologie Appliquée-2026-




Remerciements

Je remercie tout dabord ALLAFH, (e tout puissant de

mavoir accordé la foi, la santé et le courage pour

[achévement de ce travail.

Je tiens a exprimer mes Vifs remerciements et ma
reconnaissance d Monsieuwr HARZALLAH Daoud,
Professeur a [université Ferhat Abbas, Sétif 1, qui m'a
honoré en acceptant de diriger ce travail avec une grande
rigueur scientifique. Je le remercie également pour sa
confiance, ses conseils, sa disponibilité et ses
encouragements tout au long de la vréalisation de ce

travail.

Mes sincéres remerciements et ma profonde gratitude
s'advessent a Madame CHERMAT Sabah, Professeure d
('université Ferhat Abbas, Sétif 1, pour avoir accepté la

présidence du jury de cette thése.

Je tiens d exprimer mes sincéres remerciements aux
membres du jury, Dv. MISSAOUI Khaled, de ['université
Ferhat Abbas, Sétif 1, Pr. MZESSAI Chafik Redha, de
('université de Bordj Bou Arréridj, Dr. BENGHARBI
Zineb, de [(université de Mostaganem et Dr.

BENMERZOUG Abdelmoumen, de [(‘école mnormale



superieure de Ouargla, pour avoir accepté d’examiner

cette thése et pour le regard scientifique qu'ils y apportent.

Jadresse mes remerciements au Drv. BENSOUICI Chawki
pour m'avoir accueilli au sein de son laboratoire de
biochimie au Centre de Recherche en Biotechnologie
(CRBt) a Constantine, ou jai pu vréaliser une partie
importante de mon travail, notamment les tests
biologiques, 7n vitro. Je remercie également les docteurs du
laboratoire de microbiologie du méme centre pour leurs

aides précieuses.

Mes remerciements s'adressent également d toute [équipe
du laboratoire danatomie pathologique au Centre
Hospitalo-Universitaire de Sétif, et tout particuliérement
a la Docteure KHELFI Asma pour son aide dans la

réalisation et LCintevprétation des coupes histologiques.

Je tiens a exprimer mes sinceres remerciements d
Madame DAHAMNA Saliha, Professeure d [université
Ferhat Abbas, Sétif 1, qui m'a chaleureusement accueillie

au sein de son laboratoire de recherche.

Ma sincére gratitude et mes Vvifs remerciements d mon
amie, Dv. NAILI Oumaima, de ('université de Khenchela,
avec qui jai eu la chance de pouvoir échanger pour faire

progresser cette thése.



Je tiens d remevrcier tous les chercheurs du laboratoire de

microbiologie appliquée, université Ferhat Abbas, Sétif 1.

Mes remerciements sadrvessent également d toutes mes

amies pour leurs douaas, leurs conseils et leur amitieé.



Dédicaces

Je dedie cette thése d mes PARENTS,
d mes freves et sceurs, d ma tante,

ainsi qu'a mes neveux Harvoun, Abd Elrahman et Taha, et

a ma niéce Lyne.

Naila



uadla

S5 el YA e Olea europaead!ysl s Punica granatum _sedf cpel ) Csd) 138 Cargy
5 DP) dii) S8 ) Wiisal 5 (0 5 P) ol cilalituall Zoa ol gl 3atiV) iy 4 gidl) SIS 5l
)38 55 eSS giadl) Jalaill 35 & jelal (BOs BP) & silisdl 5 ¢ (AOs AP) iy <iud 5 «(DO
oo e ST gla ) clialiine culS Cua ¢ gLl 5 O siDall 5 2y 05 8 5 Badeiall Y gidl) ey
el yal @ jedal dua ¢ el Hlial dad IR (e 30083 slizaal) Laliall (e Uy yidie CadSH &5 05 3 Clalitie
o Allad JSY) s (DP) paliieall g deadivall uleall e el 300830 33lias 5,3P, granatum
paliiusd) OIS Laiy (sl e Jo/al £ 5 a0 0.10:£1.04 5 3.360.11) s il s DPPH s 5kl
0.2042.59 5 0.04+1.26) 41 5i2Y) 5 28 Jia)y CUPRAC 5 ABTS (sokisl & 4dlad JSYI(AP)
Ll 5 8l (DO) saliiuadl ki <O, europaea (o) 4wl Wl (sl Sle cJo/al 2 583 0.09+3.41 5
«Ja/p) & 5 S50 0.6248.97 5 0.39+6.89 5 0.44+9.31) CUPRAC 5 ABTS 5 DPPH il jis) &
5 1.07£9.29) 4 FaY) 5,80 5 ol Siladll (5Hla) 2 dllad ST (AO) il (IS5 (sl e
e Bl 58l o) 3ad o seada 51 alcaal) blaall il caiS (i) e cJafal e 5 Sae 1.88+16.22
Sl € Jo il lime Walis el 3 2l 4 (DO) paldionddl oAS Wi ¢Slinid &I 2
ploa Bal B Lyl e e 8 i LSl aliaal) Lalial) s &5 (Jefpl e 5 S0 7.80+85.92)
dulua P, aeruginosa of ot ol dasal 0L LSl G e pl s dal Ao gall LUl (e cpe si g
o Bl Aan gall i€l i 15 Ul cilialiinal) gaes el (n ¢ (BP) aaliiusall olaily L
B. cereus sbai oS afie 38 55 Juadl o) cplaill o) QAN 58 5l g oY) dadiall 38 5 st il < yelal,
OIS LSl 8 88 Jumdl Ly o5 e Jo/tle 12.50 5 0.39) (BO)s (AP) claaliiwal) a5
S. 5 B. cereus 3= (DO) paldivdl avl 515 (Jo/ike 1.56) S. aureus 3= (DP) paliivdl ddaul 5
800 5 400 xS yu) <l JSI HA) alaiiall LanS S aliaall Alladl) a3 Liad | (Jo/ade 50 Jaureus
500 @S Bl e a3 zlaall 2108 o (Calall (0 328/8 4 58 0) Lagd sansal SIS (Clall e 35/3ke
ae b hale galinil me LS SI s saely Allad il &jelal el Ga 35 asall s 14 asd) (e
7 palu @l e 3 0le dalleddl cile saadll & Sadll e alye E, tenella J dnSidll o sl
5800 @3S s oalsall Gle 3 O, europaea Glusl s P. granatum_sial (J gl 5 el Jaliiull
elliad G g el clialiiual of @oehl il laall S gadl oY) uaad & (Il e 3S/ake 400
3gm Cuny (Ll Sl dabime 5 L Sl alina 5 ) i) sSI) ey 33 30l 5 30uS BalaeS 4y 8 ailiad
Slaiae 1 ydeme clilall o3 Jidd 3asaiall A il Ll jo duals cibaas il Lol sSa duaSy e 55 () ey
Al sl CV¥lae b Aeadiual) Ll LS 5all Jae Jad () LgiSay A8 3 sl

aa sl sl Adaii¥) A il @lS )l «Olea europaea L.<Punica granatum L. : 4abidal) cilalsl)



Résumé

L’objectif de cette recherche est de valoriser les pelures de Punica granatum L. et les
feuilles d'Olea europaea L., en mesurant les teneurs des composés phénoliques et en
évaluant les activités biologiques des extraits bruts (P et O) et leurs fractions : d'éther
diéthylique (DP et DO), d'acétate d'éthyle (AP et AO) et butanoliques (BP et BO). Les
résultats de ’analyse phytochimique quantitative ont révélé des concentrations élevées en
polyphénols, en flavonoides, en flavonols et en tanins, les extraits de P. granatum étant
plus riches que ceux d'O. europaea. La mise en évidence du potentiel antioxydant a été
réalisée par cing essais in vitro. Les fractions de P. granatum ont montré un pouvoir
antioxydant supérieur a celui des standards testés ou (DP) était la fraction la plus puissante
dans le test du DPPH et de la phénanthroline (3.36+£0.11 et 1.04+0.10 pg/mL,
respectivement), tandis que (AP) était la fraction la plus puissante dans le test de IABTS,
du CUPRAC et du pouvoir réducteur (1.26+0.04, 2.59+0.20 et 3.41+0.09 pg/mL,
respectivement). Quant a O. europaea, la plus forte activité a été exercée par (DO) dans le
test du DPPH, de I'ABTS et du CUPRAC (9.31+0.44, 6.89+0.39, 8.97+0.62 pg/mL,
respectivement) et par (AO) dans le test de la phénanthroline et du pouvoir réducteur
(9.29+1.07 et 16.22+1.88 pg/mL, respectivement). Les résultats de Dactivité anti-
Alzheimer ont révelé que les fractions des pelures ont présenté une bonne activité anti-
cholinéstérasique, tandis que, seul [lextrait (DO) a montré une activité anti-
butyrylcholinestérase (85.92+7.80 pug/mL). L’activité antibactérienne a été évaluée vis-a-
vis de deux bactéries Gram négatives et deux bactéries Gram positives. Parmi les bactéries
Gram négatives, P. aeruginosa s'est montrée sensible uniquement envers (BP), tandis que,
tous les extraits ont présenté une activité importante contre les bactéries Gram positives.
Les résultats de la détermination de la concentration minimale inhibitrice et de la
concentration minimale bactéricide des deux plantes ont montré que la meilleure
concentration inhibitrice a été observée vis-a-vis de B. cereus par les extraits (AP) et (BO)
(0.39 et 12.50 mg/mL, respectivement), alors que le meilleur effet bactéricide a été exercé
par (DP) contre S. aureus (1.56 mg/mL) et par (DO) contre B. cereus et S. aureus (50
mg/mL). L’évaluation du potentiel anticoccidien de I'extrait brut de chaque plante (a 400 et
800 mg/kg daliment) ainsi de leurs poudres (& 4 g/kg daliment) a été réalisée sur des
poussins de chair de la souche Cobb 500, du 14° jour jusqu'au 35° jour d'age. Les résultats
ont montré une activité anticoccidienne prometteuse avec une réduction significative du
nombre d'oocystes d'E. tenella par gramme de féces dans les groupes traités. En outre,
I'incorporation de l'extrait hydro-éthanolique de pelures de P. granatum et de feuilles d'O.
europaea dans l'alimentation des volailles, aux concentrations 800 et 400 mg/Kkg,
respectivement, a permis d'améliorer les performances zootechniques des poulets. Les
résultats ont montré que les extraits étudiés possedent des propriétés antioxydantes,
anticholinestérasiques, antibactériennes et anticoccidiennes puissantes, attribuables a la
qualité et a la quantité de leurs composants phytochimiques, en particulier leurs composés
polyphénoliques. Ces plantes représentent une source potentielle de substances de grande
valeur susceptibles de remplacer les composés chimiques utilisés dans les domaines de la
pharmacologie et de I'alimentation.

Mots clés : Punica granatum L., Olea europaea L., composés phénoliques, activités
biologiques, poulet de chair, effet anticoccidien.
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Abstract

The objective of this research is to valorize the Punica granatum L. peels and Olea
europaea L. leaves by measuring the phenolic compound concentrations and evaluating the
biological activities of the crude extracts (P and O) and their fractions : diethyl ether (DP
and DO), ethyl acetate (AP and AO), and butanolic (BP and BO). The results of the
quantitative phytochemical analysis revealed a high concentrations of polyphenols,
flavonoids, flavonols, and tannins, with extracts from P. granatum being richer than those
from O. europaea. The antioxidant potential was assessed using five in vitro tests. The P.
granatum fractions demonstrated greater antioxidant power than the standards used. The
(DP) was the most potent in the DPPH and phenanthroline assays (3.36+0.11 and
1.04+0.10 pg/mL, respectively), whereas (AP) showed the highest activity in the ABTS,
CUPRAC, and reducing power assays (1.26+0.04, 2.59+0.20 and 3.41+0.09 pg/mL,
respectively). For O. europaea, the strongest activity was exerted by (DO) in the DPPH,
ABTS, and CUPRAC assays (9.31+0.44, 6.89+0.39, 8.97+0.62 pg/mL, respectively) and
by (AO) in the phenanthroline and reducing power assays (9.29+1.07 and 16.22+1.88
pg/mL, respectively). The results of the anti-Alzheimer activity revealed that the peel
fractions showed good anti-cholinesterase activity, while only the extract (DO) exhibited
anti-butyrylcholinesterase activity (85.92+7.80 pg/mL). The antibacterial activity was
evaluated against two Gram-negative and two Gram-positive bacteria. Among the Gram-
negative bacteria, P. aeruginosa was shown to be sensitive only to (BP), while all extracts
showed significant activity against Gram-positive bacteria. Moreover, the determination of
the minimum inhibitory concentration and minimum bactericidal concentration of the two
plants showed that the best inhibitory concentration was observed against B. cereus with
extracts (AP) and (BO) (0.39 and 12.50 mg/mL, respectively). The strongest bactericidal
effect was exerted by (DP) against S. aureus (1.56 mg/mL) and by (DO) against both B.
cereus and S. aureus (50 mg/mL). The anticoccidial potential of the crude extract from
each plant (at 400 and 800 mg/kg of feed) and their powders (at 4 g/kg of feed) was
conducted on Cobb 500 broiler chicks from day 14 to day 35 of age. The results
demonstrated promising anticoccidial activity, with a significant reduction in the number
of E. tenella oocysts per gram of feces in the treated groups. In addition, the incorporation
of the hydro-ethanolic extract of P. granatum peels and O. europaea leaves into the poultry
diet at concentrations of 800 and 400 mg/Kkg, respectively, helped to improve the broilers'
zootechnical performances. The results showed that the studied extracts possess strong
antioxidant, anticholinesterase, antibacterial, and anticoccidial properties, attributable to
the quality and quantity of their phytochemical components, particularly their polyphenolic
compounds. These plants represent a potential source of valuable substances that can
replace chemical compounds used in the fields of pharmacology and nutrition.

Keywords: Punica granatum L., Olea europaea L., phenolic compounds, biological
activities, broiler chicken, anticoccidial effect.
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Introduction

Introduction

Au fil des années, les traitements synthétiques ont progressivement remplacé les
traitements naturels malgré leurs effets indésirables souvent significatifs (Nisar et al.,
2017), tels que l'augmentation de la résistance aux antibiotiques et les effets néfastes des
additifs alimentaires synthétiques (Yassin et al., 2021). Par ailleurs, il n'existe toujours pas
de traitement pharmaceutique pour certaines maladies, a l'instar de la maladie d'Alzheimer
(Romero-Mérquez et al., 2023). En revanche, les remeédes naturels & base de plantes sont
généralement jugés moins toxiques et présentent moins d'effets secondaires (Nisar et al.,
2017). De ce fait, de plus en plus de consommateurs rejettent l'utilisation de produits
chimiques synthétiques, en raison des risques qu'ils posent pour la santé animale et
humaine (Valenzuela-Grijalva et al., 2017), et se tournent vers les produits a base de
plantes qui répondent a leurs demandes et les considérent comme des produits naturels,
propres et écologiques (Kasapidou et al., 2015).

Les plantes contiennent une variété de substances phytochimiques qui peuvent
contribuer a réduire l'apparition de nombreuses maladies en améliorant les fonctions de
différents organes, en fonctionnant comme antioxydants et en fournissant les nutriments
nécessaires. Par conséquent, les plantes ont constitué la base de systémes de meédecine
traditionnelle qui existent depuis des milliers d'années et qui continuent a fournir a
I'hnumanité de nouveaux traitements (Wannes et Marzouk, 2016).

Ces derniéres années, les sous-produits de l'industrie agroalimentaire ont suscité
beaucoup d'intérét (Savikin et al., 2018). Les résidus issus de la transformation des
aliments d'origine veégétale représentent un défi majeur pour leur élimination, tant sur le
plan écologique qu'économique. lls offrent néanmoins des sources potentielles de
composes a forte valeur, notamment des métabolites secondaires bioactifs (Mylonaki et al.,
2008).

Outre de nombreuses plantes, Punica granatum (R6mane) et Olea europaea
(Zaytoun) sont deux plantes largement utilisées dans la médecine traditionnelle arabo-
musulmane. Elles sont directement extraites des textes religieux et restent encore
d’actualité (Bouzabata et Yavuz, 2019).

L'écorce de grenade et les feuilles d'olivier, bien que considérées comme des déchets
agricoles, sont une source riche de composés phytochimiques, notamment d'ellagitannins

et d'oleuropéine, connus pour leurs activités biologiques puissantes et intéressantes. Ses
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propriétés leur conférent une grande valeur pour les secteurs de la santé et de l'industrie
alimentaire (Russo et al., 2018 ; Addab et al., 2020 ; Suarez Montenegro et al., 2021).

L'aviculture est la plus grande industrie du monde, elle représente une part

importante de I'économie des pays en développement et joue un role essentiel dans
I'éradication de la pauvreté (Ahmad et al., 2023). Dans l'industrie alimentaire, les volailles
répondent aux besoins mondiaux en viande et en ceufs (Fatoba et Adeleke, 2018 ; Ahmad
et al., 2023).
Les additifs alimentaires phytogéniques sont des composés d'origine végétale utilisés dans
l'alimentation des volailles pour augmenter les performances de croissance et par
conséquent la productivité. De nombreuses études ont montré que les additifs d'origine
végétale peuvent améliorer la nutrition des volailles en augmentant l'appétit et la
consommation d'aliments, en stimulant la sécrétion d'enzymes digestives endogenes, en les
protegeant des infections parasitaires, bactériennes et virales, et en activant la réponse
immunitaire (Ashour et al., 2020).

La résistance aux médicaments est un probléme partout ou les poulets sont élevés

en milieu intensif et ou des médicaments sont utilisés pour traiter les maladies parasitaires,
en particulier les médicaments anticoccidiens utilisés pour combattre la coccidiose causée
par des protozoaires apicomplexes du genre Eimeria (Chapman et Jeffers, 2014).
La coccidiose aviaire est reconnue comme étant la maladie parasitaire la plus
problématique et ayant le plus grand impact économique sur les industries avicoles du
monde entier, principalement en raison des formes subcliniques de la maladie qui
perturbent la conversion alimentaire et le gain de poids (Abebe et Gugsa, 2018). Des
efforts ont été déployés pour créer de nouvelles techniques de lutte contre la coccidiose
aviaire. Ces efforts comprennent la recherche de nouveaux médicaments anticoccidiens,
tels que les produits naturels, qui sont considérés comme efficaces et sécurisés (Masood et
al., 2013).

La présente étude a pour objectif de valoriser les pelures de Punica granatum L. et
les feuilles d'Olea europaea L. algériennes, afin de trouver des solutions prometteuses aux

points soulevés plus haut. Pour cela, nous avons tracé les objectifs suivants :

v Extraction des composés phytochimiques des pelures de P. granatum et des feuilles
d'O. europaea, et détermination des rendements.
v' Dosage spectrophotométrique des polyphénols totaux, des flavonoides, des

flavonols et des tanins.
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v’ Evaluation de l'activité antioxydante des extraits par plusieurs tests in vitro : test de
piégeage du radical DPPH", test de piégeage du radical ABTS™, test de capacité de
réduction du cuivre (CUPRAC), test de la phénanthroline et test du pouvoir
réducteur.

v Evaluation de l'activité anti-Alzheimer, in vitro, contre l'acétylcholinestérase et la
butyrylcholinestérase.

v' Evaluation de ’activité antibactérienne, in vitro, contre deux souches a Gram
négatif et deux souches a Gram positif.

v Evaluation de l'activité anticoccidienne, in vivo, contre la coccidiose cwecale

provoquée par Eimeria tenella.
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1. La coccidiose aviaire

Les protozoaires sont des micro-organismes unicellulaires omniprésents et
communs. lls vivent sous forme de commensaux inoffensifs ou de formes libres, mais
parmi eux, certains vivent une vie parasitaire provoquant les maladies parasitaires les plus
importantes chez les animaux au niveau mondial (Taylor, 2000).

Certaines infections intestinales aviaires causées par les protozoaires ont €té
rapportées, notamment chez le poulet, le canard, la dinde, le pigeon et I'oie (Nagwa et al.,
2013). En effet, les deux groupes de parasites intestinaux les plus importants chez les
volailles sont les mastigophores (flagellés) et les coccidies (McDougald, 1998).

Les parasites posent probléeme partout ou la volaille est élevée et peuvent avoir un
impact économique négatif sur les parameétres de production. L'ampleur du probleme
observé est significativement affectée par la méthode d'élevage. Les parasites tels
qu'Ascaridia galli, Eimeria spp., Capillaria spp. et Heterakis gallinarum, qui ont des
cycles de vie courts et une transmission directe, sont souvent préférés dans les élevages en
claustration et a haute densité. L'élevage de volailles en basse-cour ou en plein air offre une
chance aux parasites qui ont besoin d'un hote intermediaire (Ruff, 1999). Par exemple, le
genre Eimeria de coccidies est le plus souvent connu pour infecter les poulets et d'autres
oiseaux, alors que Toxoplasma et Sarcocystis, parasites a deux hétes, causent rarement des
problemes chez les volailles commerciales (McDougald, 1998). De plus, lorsque le
parasitisme chez les volailles est un probléme de troupeau, I'impact économique de ce qui
arrive a un seul oiseau est minime (Ruff, 1999).

La coccidiose, causée par le genre Eimeria, est une maladie grave chez les
poulets domestiques (Gallus gallus domesticus); le secteur avicole subit d'importantes
pertes en conséquence (Boughton et Volk, 1938). Les oiseaux s'infectent lorsqu'ils
consomment des oocystes sporulés; la coccidiose est donc liée a des pratiques d'hygiéne
inadéquates et a l'utilisation inefficace d'agents anticoccidiens (Udo et Abba, 2018; Kumari
et al., 2024).

Les coccidies se multiplient et détruisent I'épithélium ou les couches sous-épithéliales des
ceeca et de l'intestin. Dans certains cas de maladie avancée, l'invasion provoque de graves
hémorragies internes, et les oiseaux dans ce cas saignent littéralement a mort (Boughton et
Volk, 1938). Dans dautres cas, les parois intestinales endommagées entrainent une

mauvaise absorption, un faible taux de conversion alimentaire, une déshydratation, une
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diarrhée sanglante et une prise de poids réduite, ce qui occasionne d'importantes pertes
(Idris et al., 2017; Khater et al., 2020 ).

1. 1. Eimeria chez le poulet

La majorité des apicomplexes sont des parasites intracellulaires obligatoires,
transmis aux nouvelles cellules hotes par des stades extracellulaires invasifs. Ces stades
extracellulaires sont équipés d’un ensemble spécialis€ d’éléments cytosquelettiques et
d’organites sécrétoires, connus sous le nom de complexe apical, d'ou le phylum tire son
nom (Shirley et al., 2005).

Le phylum Apicomplexa comporte de nombreux protozoaires d’importance
médicale et/ou vétérinaire (Shirley et al., 2005). Les genres Eimeria, Leucocytozoon,
Haemoproteus, Toxoplasma, Sarcocystis et Cryptosporidium, appartiennent au phylum
Apicomplexa, sont les protozoaires les plus importants qui infectent les volailles (Ruff,
1999).

Le genre Eimeria comprend au moins 1200 especes (Clark et al., 2017), dont
certaines peuvent parasiter les vertébrés et d'autres les invertébrés (Austen et al., 2024). Ses
oocystes infectieux contiennent quatre sporocystes, chacun comporte deux sporozoites
(figure 01) (Boughton et Volk, 1938).

2007)

Figure 1. Les oocystes d'Eimeria

(A) oocyste non-sporulé (Gx400); (B) oocyste sporulé (Gx400); (C) schéma d'un oocyste sporulé.

Sept espéces d’Eimeria bien connues chez les poulets ont été décrites en détail et
sont souvent observées dans la volaille domestique, y compris E. acervulina, E. mitis, E.
maxima, E. brunetti, E. necatrix, E. praecox et E. tenella.
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Les deux especes E. praecox et E. mitis ne produisent pas de lésions macroscopiques et ne
causent pas de mortalité chez les oiseaux infectés, elles sont donc considérées comme
légérement pathogénes, bien que des niveaux de contamination plus éleves puissent
potentiellement causer la maladie. Cependant, les cing autres espéces sont considérées
comme treés nocives et ont été documentées de facon approfondie en fonction des
conditions cliniques qu'elles causent et des lésions macroscopiques qui peuvent étre
observées dans diverses parties de D’intestin selon leur affinité tissulaire spécifique
(Shivaramaiah et al., 2014).

Chez le poulet, les espéces d'Eimeria infectent le tractus intestinal et sont
transmises entre les individus hotes par la voie fécale-orale via I’ingestion d’oocystes
infectieux pendant [’alimentation (trouvés dans les litieres, I’eau et les systemes
d’alimentation) (Dalloul et Lillehoj, 2005). Le cycle de développement d’Eimeria (figure
02) se compose d’une phase exogéne et d’une phase endogene (Shirley et al., 2005), ou
cette derniére comprend a la fois des stades asexués (merogonie ou schizogonie) et des
stades sexués (gamétogenése) a ’intérieur des cellules intestinales de l'oiseau (EI-Shall et
al., 2022).

Figure 2. Cycle de vie d'Eimeria sp. parasitant le tractus intestinal chez le poulet (Congue
par Chaabna)

(A) Ingestion d'un oocyste infectieux; (B) schizogonie; (C) gamétogonie; (D) phase exogene; (1) oocyste
sporulé; (2) héte; (3) sporocyste; (4) sporozoite; (5) cellule épithéliale; (6) mérozoites; (7) microgamétocyte;
(8) macrogameétocyte; (9) fécondation; (10) zygote; (11) zygote mature; (12) oocyste non sporulé.
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La phase endogéne commence apres l'ingestion d'un oocyste sporulé. La paroi des
oocystes d’Eimeria est mécaniquement déchirée lors du passage a travers le jabot ou le
gésier, libérant quatre sporocystes de chaque oocyste sporulé. L'exposition aux enzymes
digestives permet aux sporozoites de s'échapper des sporocystes lorsqu'ils traversent
I'intestin. Les sporozoites continuent a parcourir la lumiére intestinale jusqu'a ce qu’ils
s'attachent aux cellules épithéliales et l'envahissent. Le site exact d'invasion varie pour
chaque espéce d'Eimeria (tableau 01).

Tableau 1. Site du parasitisme d'Eimeria sp. au niveau de l'intestin des poulets (Conway et
McKenzie, 2007 ; EI-Shall et al., 2022)

Espéces Localisation dans I'intestin
E. acervulina Duodénum, jéjunum

E. maxima Duodénum, jéjunum, iléon
E. brunetti [léon, rectum

E. tenella Caeca

E. necatrix Jéjunum, caeca

E. praecox Duodénum, jéjunum

E. mitis Jéjunum, iléon

A Tintérieur de la cellule épithéliale, le sporozoite s'arrondit en un trophozoite
avant de subir de multiples divisions asexuées, la premiére cycle de schizogonie, entrainant
la formation de plusieurs mérozoites de premiere génération, qui détruisent la cellule hote
pour en sortir. Ces mérozoites peuvent ensuite envahir d'autres cellules épithéliales et
entrer dans autres cycles de schizogonies, dont le nombre varie selon I’espéce. Apres cela,
la derniére génération de meérozoites se différencie en gamétes au début de la phase
sexuelle du cycle de vie, formant des macrogamétocytes, qui se transforment en
macrogametes uninucléés, ou des microgamétocytes, qui produisent un grand nombre de
microgametes mobiles et biflagellés par fission multiple.

Les microgamétes matures quittent la cellule hote et pénétrent dans les cellules voisines,
fertilisant les macrogametes matures pour former des zygotes (Blake et Tomley, 2014).
L'enkystement du zygote conduit a la formation de l'oocyste non-sporulé. Au stade de

maturation, l'oocyste est excrété dans les féces par rupture de la cellule héte (Khater et al.,
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2020). Par conséquent, des milliers ou des millions de nouveaux oocystes sont produits
pour chaque unité infectante (Mcdougald, 1998).
Les oocystes excrétés, initialement non infectieux, subissent une sporulation (la phase
exogene) par une succession de divisions nucléaires méiotique et mitotique (Blake et
Tomley, 2014) dans des conditions environnementales favorables. Ce processus necessite
entre 24 et 36 heures pour que les oocystes deviennent infectieux (Khater et al., 2020).
Eimeria tenella est parmi les especes les plus étudiées et les plus importantes sur
le plan économique (Clark et al., 2017). Elle subit deux vagues massives et distinctes de
schizogonie, produisant un grand nombre de mérozoites de premiére et de deuxiéme
génération (Lal et al., 2009). Elle provoque l'une des infections les plus répandues et les
plus nocives, entrainant une perte de poids corporel et une excrétion sanglante tout en

parasitant le caecum des poulets (Song et al., 2020; Yuan et al., 2024).

1. 2. Classification

Les coccidies affectant le poulet sont classifiées comme suit (Taylor et al., 2007) :

Regne : Protista

Sous-régne : Protozoa

Phylum : Apicomplexa

Ordre : Eucoccidiorida

Sous-ordre : Eimeriorina

Famille : Eimeriidae

Genre : Eimeria

Espéce : Eimeria brunetti, Eimeria maxima, Eimeria

necatrix, Eimeria praecox, Eimeria tenella,

Eimeria mitis et Eimeria acervulina.

1. 3. Les signes cliniques et le diagnostic de la maladie

La coccidiose touche tous les ages chez les volailles, mais I'infection apparait
fréquemment a un age plus jeune lorsque le systéme immunitaire est immature. Outre le

degré de pathogénicité de chaque espéce de coccidies (Fatoba et Adeleke, 2018), la
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quantité d'oocystes sporulés ingérée détermine la gravité de la maladie (Ahmad et al.,
2016).

La coccidiose aviaire, causée par des parasites du genre Eimeria, provoque l'anorexie,
réduit la conversion alimentaire ainsi que le gain de poids chez les poussins infectés. Les
oiseaux présentent des signes de dépression, souffrent de diarrhée et manifestent une
tendance a se blottir, avec des plumes ébouriffées et des ailes tombantes. La consommation
d'eau et de nourriture diminue généralement, et ils peuvent devenir déshydratés et émaciés.
Chez les poules pondeuses, une réduction du taux de production d'ceufs peut se produire
(Abdisa et al., 2019). De plus, les oiseaux infectés sont plus susceptibles a une baisse des
performances de reproduction et au développement des infections bactériennes
secondaires, notamment par des espéces de Clostridium spp. et de Salmonella spp. (Zaheer
et al., 2022).

La coccidiose ceecale peut également provoquer des excréments sanglants, de I'anémie, et
dans certains cas, entrainer la mort du volaille (Abdisa et al., 2019).

La maladie se divise en deux formes, la coccidiose intestinale et la coccidiose
ceecale, (figure 03) (Balarabe et Obeta, 2015) ou chacune des especes reconnues de
coccidies a un site de développement distinct a I'intérieur du tube digestif du poulet (figure
04) (Tewari et Maharana, 2011), et des lésions caractéristiques (tableau 02) (figure 05)
(Igbal et al., 2022).
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Figure 3. La segmentation de I'intestin du poulet (Conway et McKenzie, 2007)
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Figure 4. La répartition des coccidies au niveau du tube digestif du poulet (Conway et

McKenzie, 2007)

Tableau 2. Quelques Iésions caractéristiques provoquées par Eimeria sp. chez le poulet
(Abebe et Gugsa, 2018)

Espeéce Lésions

E. necatrix | Hémorragie sévere accompagnée d'un écoulement mucoide, avec des taches
blanchatres et rouges sur la paroi de l'intestin.

E. praecox | Absence de Iésion, mais aspect légérement hémorragique a la surface
intestinale du duodénum accompagné de léger écoulement mucoide.

E. maxima | Intestin distendu avec des taches d’hémorragie et d'écoulement mucoide.

E. brunetti Intestin a paroi mince, écoulement mucoide nécrotique et une distension
intestinale.

E. tenella Hémorragie sévere avec des taches rouges et blanches sur la paroi de l'intestin.

E. acervulina | Des lésions blanchatres sur la surface intestinale, des stries hémorragiques et

une entérite mucoide.
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Figure 5. Lésions macroscopiques de quelques especes d'Eimeria (Conway et McKenzie,
2007)

La coccidiose affecte les oiseaux sous des formes a la fois subcliniques et
cliniques. La forme subclinique est considérée comme la principale préoccupation, car elle
est a l'origine de la majorité des pertes économiques globales, étant donné qu'elle se
manifeste principalement par une faible croissance pondérale et une diminution de
I'efficacité de la conversion alimentaire (Abebe et Gugsa, 2018).

L'autopsie, complétée par un examen microscopique, des oiseaux pour detecter
I'infestation coccidienne est nécessaire pour le diagnostic. Les cellules épithéliales sont
gravement endommagées par l'invasion répétée des cellules hétes, la lyse, l'entérite, la
diarrhée sanglante dans certains cas et la nécrose, ce qui conduit a une mauvaise utilisation
des aliments et donc a une mortalité élevée, et par conséquent, a une perte de production
(Igbal et al., 2022).

La révélation des oocystes dans les selles des oiseaux infectés nécessite l'utilisation
de la technique de flottation avec une solution saturée de sel ou de sucre, en particulier
dans le cas d'une infection subclinique. La mesure des oocystes a l'aide d'un micrometre
oculaire calibré est nécessaire aprés l'isolement des oocystes d'Eimeria. La forme, la taille
et le temps minimum de sporulation des oocystes permettent d'identifier l'espéce
provoguant la maladie (Abebe et Gugsa, 2018).

11
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Ces dernieres années, le diagnostic moléculaire a permis la détection efficace des
espéces de coccidies. La séquence génomique de I'espece Eimeria sp. a été utilisée pour
étudier la variabilité génétique au sein de la méme espece et entre les especes. L'analyse de
quantités relativement faibles de matériel génétique parasitaire est possible pour
I'identification de I'espéce Eimeria en utilisant une variété de tests bases sur la réaction en
chaine par polymérase, permettant I'amplification de fragments spécifiques de leur génome
(Igbal et al., 2022).

1. 4. Controle et traitement de la coccidiose aviaire

L'ubiquité et la distribution de la coccidiose sont influencées par I'état de santé des
oiseaux, la qualité des aliments, I'entérite bactérienne, I'elevage d'oiseaux de différents ages
en commun et la densité d'élevage élevée; de plus, la maladie est corrélée a I'numidité et a
la température élevées de l'environnement (Igbal et al., 2022). En raison de I'énorme
capacité de reproduction du parasite Eimeria, les poulaillers infectés et les zones qui les
entourent présentent freqguemment des niveaux de contamination élevés.

Le parasite est protégé par une paroi oocystale contre la dessiccation et les
désinfectants chimiques, assurant sa survie a long terme dans son milieu (Peek et
Landman, 2011). L'utilisation des probiotiques, des prébiotiques, des vaccins et des extraits
de plantes dans l'alimentation des poulets fait partie des traitements qui se sont révélés
prometteurs pour améliorer la santé intestinale tout en réduisant les maladies (Adhikari et
al., 2020).

1. 4. 1. Gestion de I'élevage

Il est connu que la transmission orale directe des coccidies est la voie naturelle de
I’infestation, les oocystes sporulés peuvent étre propagés mécaniquement par les rongeurs,
les oiseaux sauvages ou les insectes, ainsi que par des bottes, du matériel, des vétements ou
de la poussiere contaminés. Les oocystes sont extrémement résistants au stress
environnemental et aux désinfectants, ils peuvent rester viables dans la litiere pendant
plusieurs mois. Les températures inférieures a 0 °C et supérieures a 56 °C sont mortelles
pour ces agents pathogénes, mais il semble impossible de décontaminer un environnement
ou un poulailler précédemment contaminés (Hafez, 2008). Les bonnes pratiques, y compris
limiter I’acces des oiseaux aux excréments, gérer la température du poulailler, préserver la

qualité de la litiére, contréler les taux d’humidité, assurer la ventilation et le nettoyage
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complet entre les troupeaux, jouent un réle essentiel dans la prévention de la sporulation et
de la ré-ingestion des oocystes.

La viabilité de la majorité des systéemes de production dépend de lutilisation de
médicaments anticoccidiens préventifs, car 1’élevage seul sans prévention médicale est

insuffisant pour le contrdle de cette maladie (Blake et Tomley, 2014).
1. 4. 2. Le traitement chimique

Certes, I’¢levage d’un grand nombre d’oiseaux dans les installations de production

avicole n’aurait pas €té possible sans I’utilisation de médicaments, en particulier ceux qui
traitent la coccidiose (Ruff, 1999). La prévention et le contréle de la coccidiose chez les
volailles commerciales, principalement les poulets de chair, sont essentiellement fondés sur
I’administration des médicaments anticoccidiens via les aliments, mais dans certains cas,
I'anticoccidien peut étre administré via 1’eau potable (Peek et Landmana, 2011).
Certains médicaments tuent vraiment le parasite, d'autres ne font qu'arréter sa croissance.
En général, les médicaments coccidiostatiques sont moins efficaces que ceux qui sont
coccidiocides. Les parasites inhibés peuvent poursuivre leur cycle de vie et libérer des
oocystes dans l'environnement si les médicaments coccidiostatiques sont arrétés, par
conséquent, la coccidiose peut réapparaitre dans de telles circonstances (McDougald et al.,
2020).

Les médicaments anticoccidiens peuvent étre divises en deux catégories :

1. Les ionophores ou antibiotiques polyéthers, produits par la fermentation
d’Actinomadura spp. ou de Streptomyces spp., ne suppriment pas complétement le
développement parasitaire, permettant ainsi le développement d’une immunité chez 1’hote
aprés la premiére exposition. Ces molécules sont efficaces contre les stades sexuels et
asexuels de la coccidie, perturbant 1’équilibre des gradients ioniques sur les membranes
superficielles des sporozoites ou des trophozoites précoces. Il existe trois groupes

d'ionophores :

a) lonophores monovalents (narasine, monensin, salinomycine);
b) lonophores glycosidiques monovalents (semduramicine, maduramicine);

c) lonophore divalent (lasalocide) (Noack et al., 2019).

2. Les composés synthétiques sont créés par synthése chimique et sont souvent appelés

produits chimiques, comme I’amprolium, la nicarbazine, le diclazuril et le toltrazuril. Le
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métabolisme des parasites est spécifiquement ciblé par les produits synthétiques (Peek et
Landman, 2011). Le mode d’action de ces substances est similaire, et la plupart sont
connues pour inhiber le développement des sporozoites vers les mérozoites. De plus, il
suppose que ces produits chimiques n'interferent pas avec le développement d'une
immunité naturelle contre la coccidiose. Méme apres le retrait du traitement, les produits
chimiques synthétiques sont encore actifs et protegent contre les infections coccidiennes
(Shivaramaiah et al., 2014).

L’industrie avicole a introduit divers produits anticoccidiens avec divers
mécanismes d’action comme stratégie pour réduire la résistance d'Eimeria. Cela peut
prendre diverses formes, comme le programme de "navette", dans lequel divers
médicaments sont mélangés dans différents régimes. Habituellement, un produit
synthétique comme la nicarbazine sera incorporée dans I’aliment de départ, suivie d’un
ionophore dans I’aliment de la croissance. Une stratégie différente est le programme de
"rotation", dans lequel des médicaments avec différents mécanismes d’action sont utilisés
dans les troupeaux successifs. Malgré la possibilité que les programmes de navette et de
rotation aient réduit la résistance, la plupart des isolats d’Eimeria présentent différents
degrés de résistance aux medicaments (Chapman et Jeffers, 2014).

La plupart des médicaments utilisés dans les aliments pour animaux ont une bonne
toxicité selective, ce qui signifie qu'ils sont toxiques pour les parasites mais pas pour les
oiseaux. Malheureusement, les effets secondaires et la toxicité des médicaments sur les
poulets sont probables la ou des erreurs de formulation conduisent a un surdosage. De plus,
un médicament peut parfois entrainer des effets indésirables, méme au niveau d'utilisation
recommandé. Une partie de la toxicité peut eégalement étre le résultat de la génétique, de la
nutrition, de la gestion, d'autres interactions, ou de la marge de sécurité qui est tout

simplement trop étroite (McDougald et al., 2020).
1. 4. 3. La vaccination

La chimioprophylaxie et les additifs alimentaires anticoccidiens ont jusqu'a présent
été en mesure de contréler la coccidiose, mais la situation est devenue plus difficile en
raison de l'apparition des souches résistantes aux medicaments couramment utilisés. Une
autre stratégie efficace est I'immunisation avec des vaccins (Masood et al., 2013). Une
infection coccidienne de faible intensité provoquée par l'exposition au vaccin vise a

stimuler une réponse immunitaire protectrice qui est renforcée par la réinfection lorsque les
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coccidies circulent dans le poulailler (Clark et al., 2017). Il est important de fournir la
vaccination aux poulets a un jeune &ge en raison du potentiel pathogéne d'Eimeria.

Les vaccins vivants atténués, les vaccins virulents, les vaccins recombinants et les vaccins
tolérants aux ionophores ont été largement étudiés et commercialises (Zaheer et al., 2022).
Dans le cas des vaccins vivants tolérants aux ionophores, il est permet d'utiliser des
ionophores pendant les 3 a 4 premiéres semaines, lorsque l'immunité n'est pas
completement développée. En conséquence, il y a moins de chance de développer une
coccidiose. En effet, une telle utilisation limite l'augmentation de la pression d'infection,
qui est provoquée par la croissance d'autres souches coccidiennes tout au long du
développement immunitaire (Vermeulen et al., 2001).

L'efficacité protectrice des antigénes d'Eimeria et de nouveaux adjuvants vaccinaux
contre une provocation coccidienne a été mise en évidence (Zaheer et al., 2022). Les
vaccins sous-unitaires, qui sont des vaccins de deuxiéme géneration, sont constitues de
nombreuses protéines antigéniques protectrices du parasite Eimeria. Ces protéines peuvent
étre d'origine native ou recombinante, et proviennent de structures telles que les
mérozoites, les gamétocytes, les corps refractile, les rhoptries et les micronemes.

De plus, les vaccins & ADN, considérés comme des vaccins de troisieme géneration, ont
également démontré leur capacité a atténuer la coccidiose aviaire avec succes (Ahmad et
al., 2016).

La stratégie de vaccination sera certainement complétée par une gestion hygiénique
et par l'utilisation d'additifs alimentaires particuliers qui améliorent la santé physiologique
et immunologique de I'animal (Vermeulen et al., 2001).

L'exigence d'une infection in vivo des poulets pour créer des oocystes, car ils ne
peuvent pas étre produits in vitro, impose une restriction a la production de vaccins
anticoccidiens vivants de type virulent et atténué. Contrairement aux alternatives comme
les médicaments anticoccidiens, le développement de ces vaccins est par conséquent plus
colteux et plus long, en particulier pour les vaccins atténués qui sont moins efficaces que
leurs équivalents sauvages. D'autres inconvénients incluent une durée de conservation
limitée et la nécessité d'une chaine du froid sans possibilités de congélation ou de
Iyophilisation, ainsi que la nécessité d'un contrble de qualité rigoureux pour chaque lot de
vaccins afin d'obtenir une efficacité qui ne peut étre vérifiée qu'in vivo (Soutter et al.,
2020).
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1. 4. 4. L'usage des plantes contre la coccidiose

Actuellement, les vaccins vivants et les medicaments constituent les deux
principales mesures de contrdle de la coccidiose chez les poulets. Cependant, le colt elevé
des vaccins (Lee et al., 2007), la résistance croissante des espéces d'Eimeria aux
médicaments a cause de leur usage répandu (Chapman et Jeffers, 2014) et la demande de
réduction de I'utilisation de medicaments dans la production animale (Soutter et al., 2020)
rendent urgent d'adopter d'autres stratégies pour maitriser la coccidiose chez la volaille
(Burt et al., 2013).

L'addition de phytobiotiques aux régimes alimentaires des animaux accélére la

croissance, renforce les défenses, favorise I'absorption des nutriments, préserve la santé
intestinale et diminue le syndrome diarrhéique.
Les produits végétaux sont facilement disponibles, peu colteux et ont le moins tendance a
développer des résistances. Cependant, il existe des limites importantes, notamment un
manque d'études appropriées sur l'efficacité, la toxicité, la dose et le mode d'action des
produits phytochimiques (Ahmad et al., 2023).

Les plantes peuvent inhiber le cycle de vie des espéces d'Eimeria chez les volailles
et supprimer la coccidiose aviaire a travers une intervention directe sur les stades de
développement. De plus, elles possédent des propriétés prébiotiques, alors, elles exercent
leurs fonctions essentiellement en augmentant I'efficacité des probiotiques intestinaux et en
renforcant la réponse immunitaire de I'hnéte. Cela leur permet de supprimer les agents
pathogenes intestinaux et, par conséquent, de réduire le taux de mortalité (Muthamilselvan
et al., 2016).

De nombreuses études démontrent l'efficience des plantes en tant que agents
anticoccidiens. Dans une étude expérimentale, Bakli (2020) a évalué I'effet anticoccidien
des poudres et des extraits méthanoliques de grains de Trigonella foenum-graecum, de
feuilles de Pistacia lentiscus et des bulbes d'Allium sativum. Les résultats ont montré une
activité anticoccidienne intéressante, réduisant a la fois lI'excrétion des oocystes et le taux
de mortalité.

Dans une autre étude, I'extrait de feuilles d'Artemisia herba alba a montré une
efficacité contre la coccidiose cecale et a amélioré les performances chez le poulet de chair
(Chaabna, 2014).

Kaleem et ses collaborateurs (2014) ont administré par voie orale a des poulets de

chair des tanins dérivés d'Emblica officinalis, ils ont constaté que I'extrait posséde des
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propriétés immunostimulantes contre les infections mixtes causées par E. acervulina, E.
maxima, E. necatrix et E. tenella. De plus, ils ont indiqué que les poulets traités avec ces
tanins présentaient le score lésionnel, intestinale et cacale, le plus bas et le gain de poids
corporel quotidien le plus élevé. Dans une autre étude, l'extrait hydro-méthanolique de
Beta vulgaris a été testé contre une infection mixte; ils ont constaté que l'extrait n'a
présenté aucun effet néfaste sur les poussins, mais il a une efficacité significative sur les
paramétres suivants : l'excrétion oocystale par gramme de matiéres fécales, le score
oocystal, le score Iésionnel et le rapport de la conversion alimentaire (Abbas et al., 2017).

Dans I'étude de Qaid et al., (2022), ils ont utilisé les feuilles de Rumex nervosus et
I'écorce de Cinnamomum verum comme suppléments phytogéniques contre E. tenella chez
des poulets infectés expérimentalement. Ils ont trouvé que R. nervosus, a une dose de
5 g/kg daliment, et C. verum, a une dose de 6 g/kg daliment, présentaient un effet
anticoccidien modéré en supprimant les oocystes dans la matiere fécale des oiseaux et en
réduisant les lésions dans les caeca.

Kadhim et al. (2018) ont conclu que la supplémentation de graines broyées de
Nigella sativa a 1 % dans l'alimentation des poulets peut protéger contre I'infection par E.

tenella.
1. 4. 5. L'usage des probiotiques contre la coccidiose

Il a été démontré que divers suppléments alimentaires et microbiens affectent

I'immunité de I'nbte contre les maladies entériques (Lee et al., 2007). Les probiotiques,
microorganismes vivants specifiques, sont utilisés comme une autre stratégie pour
combattre la coccidiose, ils améliorent la santé des oiseaux, et par la suite améliorent leur
production globale.
Le succes des probiotiques chez les volailles dépend de nombreux facteurs, tels que la
spécificité de la souche par rapport a I'hote, sa stabilité et sa capacité a survivre dans le
tractus intestinal, il dépend également a la dose administrée, a I'état nutritionnel et la santé
de l'oiseau ainsi que son age, a la génétique et au niveau de stress physiologique de I'néte
(Khan et Naz, 2013).

les résultats d'une étude précédente a montré que l'usage de probiotiques, de
prébiotiques ou la combinaison de ces deux éléments peut accroitre la résistance contre la

coccidiose cxcale et intestinale chez le poulet de chair (Taherpour et al., 2012).
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L'addition des probiotiques dans les aliments peut protéger les oiseaux contre
l'infection provoquée par E. tenella, ils augmentent les performances des enzymes
antioxydantes, du transporteur 1 de peptide et des protéines de jonction serrée, en outre, ils
améliorent les paramétres sérologiques (Mohsin et al., 2022).

Ritzi et ses collaborateurs (2014) ont découvert qu'un probiotique multi-souches
peut étre efficace contre les infections mixtes a E. tenella, E. maxima et E. acervulina, ce
qui peut améliorer efficacement les performances des poulets et aider a atténuer les effets
negatifs associés a la coccidiose.

Dans I'étude de Erdogmus et al. (2019), ils ont testé I'efficacité d'un probiotique
composé de Pediococcus acidilactici et Bacillus subtilis contre la coccidiose cacale. lls
ont trouvé que ce mixture de probiotique a amélioré la consommation alimentaire, le gain
de poids et la conversion alimentaire. De plus, il était aussi efficace sur la longueur des
villosités et la profondeur des cryptes, en comparant avec un anticoccidien chimique, la

salynomicine.
2. Les polypheénols

Les polyphénols, egalement appelés les composés phénoliques, constituent l'un
des groupes de substances les plus répandus et les plus nombreux du régne végétal (Li et
al., 2006; Christou et al., 2024). Ce sont des métabolites secondaires produits par les
plantes pour se protéger de divers défis environnementaux, tels que les rayons ultraviolets,
et l'attaque par des agents pathogenes, des parasites et des herbivores (Masci et al., 2016).
De plus, ils peuvent également étre des promoteurs de la croissance des plantes (Lampakis
et al., 2021). lls contribuent aussi a la couleur et aux caractéristiques sensorielles des
Iégumes et des fruits (Vuolo et al., 2019). La répartition de ces composeés dans les tissus et
les cellules végétales varie considérablement selon le type de composé chimique (Barba et
al., 2014).

Dans les plantes, les polyphénols sont dérives des voies du pentose phosphate, du
shikimate et des phénylpropanoides (Vuolo et al., 2019). Chimiquement, ce sont des
molécules qui possédent un cycle aromatique benzénique avec un ou plusieurs
groupements hydroxyles, et pouvant inclure des radicaux fonctionnels tels que les
glycosides, les esters, les esters méthyliques, etc. Ils se différencient en fonction du nombre
de cycles phénoliques gu'ils comportent et des éléments structuraux qui leur sont liés
(Barba et al., 2014).
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De nombreux facteurs influencent les concentrations et les ratios des différents
polyphénols dans les plantes, notamment les facteurs environnementaux et édaphiques tels
que le type de sol, I'exposition au soleil, les précipitations, etc., ainsi que le degré de
maturité au moment de la récolte, la transformation et le stockage (Pandey et Rizvi, 2009).

Actuellement, il existe environ 8000 structures phénoliques dans la nature
(Machmudah et al., 2017; Gulcin, 2020), et elles sont classées en fonction de leur origine
biosynthétique et de leur complexité structurelle, mais aucun systéme idéal n'est disponible
(Machmudah et al., 2017). Les composés phénoliques les plus répandus dans les plantes
comprennent les acides phénoliques, les flavonoides, les tanins, les coumarines, les

stilbénes, les lignanes et les lignines (Chandrasekara, 2019).

2. 1. Les différents groupes phénoliques

2. 1. 1. Les acides phénoliques

Les acides phénoliques sont des composés phenoliques ayant un groupe acide
carboxylique, et ils constituent l'une des principales classes de ces composes (Kumar et
Goel, 2019). Chez les plantes, la biosynthese des acides phénoliques s'effectue
principalement via la voie shikimate/phénylpropanoide a partir de deux acides aminés
aromatiques : la L-phénylalanine et/ou la L-tyrosine (Al Jitan et al., 2018).

Les acides phénoliques se subdivisent en deux classes : les acides hydroxybenzoiques et
les acides hydroxycinnamiques, qui ont les structures C6-C1 et C6-C3, respectivement. Les
acides hydroxybenzoiques comprennent l'acide gallique, l'acide p-hydroxybenzoique,
I'acide vanillique, I'acide syringique et l'acide protocatéchuique. De l'autre coté, les acides
hydroxycinnamiques couramment présents sont l'acide p-coumarique, l'acide caféique,
I'acide férulique, l'acide sinapique et l'acide cinnamique (Chandrasekara, 2019).

Les dérivés de I'acide cinnamique et de l'acide benzoique se dispersent dans toute la plante
(Robbins, 2003). lls se différencient par le degré d'hydroxylation et de méthoxylation du
cycle aromatique (Vincente et al., 2014).

Seule une petite partie des acides phénoliques existe sous forme d'acides libres. En
revanche, la majorité est liée par des liaisons ester, éther ou acétal soit a des composants
structurels de la plante tels que la cellulose, les protéines et la lignine; soit a des
polyphénols plus complexes tels que les flavonoides; soit a des molécules organiques plus

petites telles que le glucose, l'acide quinique, I'acide maléique et l'acide tartrique ou a
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d'autres produits naturels comme les terpenes. Ces liaisons donnent lieu a une vaste gamme
de produits dérivés (Robbins, 2003).

2. 1. 2. Les flavonoides

Les flavonoides, une classe ubiquitaire de polyphénols, ont le squelette

diphénylpropane (C6-C3-C6) (Rice-Evans et al., 1996). lls sont essentiellement constitués
de deux cycles aromatiques, (A) et (B), reliés par une chaine a trois carbones (Vuolo et al.,
2019), souvent sous la forme d'un cycle hétérocyclique (C) qui contient de l'oxygene (Dias
et al., 2021). Les classes de flavonoides varient entre elles par la saturation du cycle (C),
par le placement du cycle aromatique (B) aux positions C-2 ou C-3 du cycle (C), et par le
nombre et les positions d’hydroxylation.
Ce groupe de polyphénols peut étre modifié par hydroxylation, méthoxylation ou O-
glycosylation des groupes hydroxyle, ainsi que par C-glycosylation directement sur I'atome
de carbone de la structure. De plus, des groupes alkyle peuvent également étre liés de
maniére covalente aux fragments flavonoides (Stobiecki et Kachlicki, 2006).

Plus de 4000 flavonoides ont été identifiés dans diverses espéces végétales, et

leur nombre ne cesse de croitre. Ils ont été isoles de presque toutes les parties de la plante,
telles que les racines, les tiges, les feuilles, les fruits ou les graines (Gulcin, 2020).
Les sous-groupes des flavonoides comprennent : les anthocyanes (par exemple, la
cyanidine, la delphinidine et la pélargonidine), les flavanones (par exemple, la
naringénine), les dihydroflavonols (par exemple, l'astilbine et la taxifoline), les isoflavones
(par exemple, ladaidzéine et la génistéine), les flavones (par exemple, l'apigénine et la
lutéoline), et les flavonols (par exemple, la quercétine et la rutine) (figure 06) (Dias et al.,
2021).

Les flavonoides sont considérés comme un composant indispensable dans une
variété d'applications nutraceutiques, pharmaceutiques, médicinales et cosmétiques. Ceci
est attribué a leurs propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires, anti-cancérigenes et anti-
mutagénes, couplées a leur capacité a moduler la fonction enzymatique cellulaire clé
(Panche et al., 2016).
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Figure 6. Quelques exemples des flavonoides (Dias et al., 2021)
2. 1. 3. Les tanins

Les tanins sont des substances polyphénoliques de poids moléculaire de 500 a
3000 Dalton, solubles dans I'eau, mais ils peuvent former des complexes insolubles avec de
la gélatine, des alcaloides et des protéines. lls contiennent un grand nombre de groupes
hydroxyles ou d'autres groupes fonctionnels (Vuolo et al., 2019).

Plus de 3000 composés de tanins ont été identifiés (Lee et al., 2010), et ils se
divisent en deux types : les tanins hydrolysables et les tanins condensés (Lee et al., 2010;
Qiu et al., 2024); chaque groupe de tannins a des propriétés particulieres, que ce soit en
terme structurel, moléculaire ou en terme d'efficacité biologique (Qiu et al., 2024).
Les tanins hydrolysables (ellagitanins et gallotanins) (figure 07) sont des molécules qui
contiennent un glucide, généralement du D-glucose, comme noyau central. Les groupes
hydrolysables de ces glucides sont estérifiés avec des groupes phénoliques, tels que l'acide
galligue ou lacide ellagique. Dans les plantes, les tanins hydrolysables se trouvent
généralement a des concentrations plus faibles que les tanins condensés. lls sont subdivisés
en cafétanins (acides caféique et quinique) et en taragallotanins (acides gallique et

quinique) (Hassanpour et al., 2011).
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Les tanins condensés, également appelés flavolans ou proanthocyanidins (figure 07), sont
structurellement plus complexes que les tanins hydrolysables. Il s'agit principalement de
produits polymérisés de flavan-3-ols et de flavan-3,4-diols, ou d'un mélange des deux
(Chung et al., 1998).

Les composés phénoliques, en particulier les tanins condensés, sont associés a
l'astringence de nombreux fruits comestibles avant leur maturation et sont liés a la qualité
sensorielle des aliments frais et transformés d'origine végétale (Barba et al., 2014). Les
tanins condensés s'accumulent dans la vacuole, souvent dans les couches épidermiques ou
sous-épidermiques des feuilles et des fruits. En revanche, les tanins hydrolysables sont
connus pour étre concentrés dans la paroi cellulaire. Les tanins peuvent également étre
présents dans différentes parties végétales, notamment les racines, le bois, I'écorce, les
graines et les fruits.

Certaines plantes fabriquent des tanins uniquement dans le tégument, ou ils sont incorporés
dans un polymére complexe comprenant dautres flavonoides censes protéger la graine
contre la dessiccation et d'autres stress abiotiques (Barbehenn et Constabel, 2011).

Les tanins ont des effets sur la santé humaine. Il est déconseillé d'ingérer une
grande quantité de tanins, car ils peuvent étre impliqués dans des effets anti-nutritionnels,
la formation de cancers et dautres effets indésirables. Cependant, lI'apport d'une petite
quantité du bon type de tanins peut étre benéfique pour la santé humaine en affectant les
enzymes, en modulant le systéme immunitaire ou en influencant d'autres fonctions (Chung
et al., 1998).

HO™ Y "OH HWd OHHO  OH

Vescalagine Pédonculagine R=H: procyanidine

R=0H; prodelphinidine

Figure 7. Exemples de tanins hydrolysables (vescalagine et pédonculagine) et de tanins

condensés (procyanidine et prodelphinidine) (Barbehenn et Constabel, 2011)
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2. 1. 4. Les lignanes

Les lignanes constituent un groupe important parmi les polyphénols. Ils sont
caractérisés par I'association de deux unités phénylpropanoides ((C6-C3)2) par une liaison
entre les carbones 8-8' dans les chaines latérales du propane (Willfor et al., 2006). Les
lignanes qui présentent des liaisons autres que la liaison de type 8-8' sont appelés
néolignanes (Macrae et Towers, 1984).

Ce groupe de polyphénols se retrouvent dans plus de 70 familles du régne végétal, et plus
de 200 lignanes classiques et 100 néolignanes ont été caractérisés (Cui et al., 2020). La
plupart de ces molécules sont présentes dans la nature sous forme libre et peuvent
participer a la croissance et au développement des plantes. En plus de leur rdle dans la
nature, les lignanes possédent également des activités antitumorales, anti-inflammatoires,

immunosuppressives, antioxydantes et antivirales (Saleem et al., 2005).
2. 1. 5. Les lignines

La lignine est un polymére de sous-unités aromatiques généralement dérivées de
la phénylalanine (Whetten et Sederoff, 1995). Ces polymeres se déposent dans les parois
secondaires des cellules, les rendant rigides et étanches (Vanholme et al., 2010). Ces
molécules forment généralement des liaisons éther ou ester avec I'némicellulose, qui est
également associée a la cellulose. Par conséquent, ces polymeres naturels constituent un
polymere lignocellulosique complexe (Chio et al., 2019). La lignine contient plusieurs
groupes fonctionnels au niveau de la molécule, notamment des groupes hydroxyle
aliphatique, hydroxyle phénolique et méthoxyle. Ces groupes fonctionnels affectent la
réactivité et les propriétés chimiques de la lignine, en particulier, les groupes hydroxyles et
la structure aromatique sont les groupes fonctionnels les plus critiques pour déterminer les
caractéristiques de cet polymere (Chio et al., 2019).

La lignine joue un role important dans la croissance et le développement des
plantes. Elle améliore la rigidité de la paroi cellulaire, renforce ses propriétés hydrophobes
et favorise le transport des minéraux a travers les faisceaux vasculaires des plantes. De
plus, la lignine est une barriére importante qui protége contre les pathogenes et les
parasites (Liu et al., 2018).
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2. 1. 6. Les coumarines

Les coumarines (1,2-benzopyrones), composés principalement d'un cycle
benzene et d'un cycle pyrone, constituent un groupe important de composés phénoliques de
faible poids moléculaire (Kostova et al., 2011; Zou et al., 2024). Elles sont des composes
naturels largement disponibles dans les plantes sous forme d'hétéroside ou de forme libre.
Un total de 800 composés dérivés de la coumarine ont été obtenus a partir d'environ 600
genres de 100 familles (Akkol et al., 2020).

Elles ont des structures variables en raison des différents types de substitutions
dans leur structure de base (Kostova et al., 2011) et sont classées en quatre groupes : les
coumarines simples, les furanocoumarines, les pyranocoumarines et les coumarines
substituées par des pyrones (Akkol et al., 2020).

Les coumarines possédent un large spectre d'activité biologique. Beaucoup de ces
composes se sont averés actifs en tant qu'agents antibactériens, antifongiques, anti-
inflammatoires, anticoagulants et antitumoraux. Elles sont largement utilisées comme
additifs dans les aliments, les parfums, les cosmétiques et les produits pharmaceutiques
(Al-Majedy et al., 2017).

2.1. 7. Les stilbenes

Les stilbénes contiennent deux cycles benzéniques reliés par une molécule
d'éthanol ou d'éthyléne (C6-C2-C6) (Moreno et Peinado, 2012). lls sont des constituants
importants de plusieurs arbres forestiers (Garcia-Pérez et al., 2017).

Les stilbenes sont des composés de défense produits en réponse a des attaques
d'agents pathogénes et a d'autres stress. Structurellement, ils sont divisés en type Z et type
E, en fonction de la configuration de leur double liaison centrale (De Filippis et al., 2017)
,5achant que le type E est la structure la plus courante (Pecyna et al., 2020).

Au fil des années, les composés contenant du stilbéne ont toujours attiré
l'attention des chimistes et des pharmacologues, principalement en raison de leurs
propriétés  biologiques importantes, telles que les activités antioxydantes,
hypolipidémiques, antivirales, anti-inflammatoires et anticancéreuses (De Filippis et al.,
2017).
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2. 2. Quelques activités biologiques des polyphénols

2. 2. 1. Les polyphénols comme agents antioxidatifs

Le métabolisme cellulaire normal génére des especes réactives de l'oxygéne, qui
sont cruciales dans la stimulation des voies de signalisation dans les cellules en réponse
aux changements des conditions intra et extracellulaires (Vladimir-Knezevi¢ et al., 2012).

Le stress oxydatif est une perturbation de la signalisation redox résultant d'une
production excessive d'especes réactives. Cela entraine également un déséquilibre entre les
espéces oxydantes et réductrices. Par conseéquent, les biomolécules clés, les acides
nucléiques, les protéines, les glucides et les lipides, sont altérées, et leurs fonctions sont
modulées sous l'action d'especes reactives oxygénées/azotées (Pisoschi et Pop, 2015).

Un antioxydant est une molécule qui ralentit ou empéche I'oxydation d'une autre
molécule, et peut donc étre considéré comme un réducteur. lls peuvent étre classés en deux
groupes : les antioxydants primaires, ceux qui inhibent activement les réactions
d'oxydation (Craft et al., 2012), et les antioxydants secondaires, ceux qui inhibent
l'oxydation indirectement en induisant des enzymes protectrices endogenes et en exercant
des effets régulateurs positifs sur les voies de signalisation (Kumar et Goel, 2019).

Il est généralement connu que les régimes alimentaires riches en polyphénols

peuvent augmenter la capacité antioxydante du plasma (Pandey et Rizvi, 2009). Tsao et al.
(2010) ont démontré que les polyphénols sont des antioxydants puissants capables de
neutraliser les radicaux libres en donnant un atome d’hydrogene ou un électron.
Plusieurs voies potentielles ont été proposées comme mécanismes par lesquels les
polyphénols pourraient agir en tant qu'antioxydants. Les mécanismes les plus importants
de leur activité antioxydante sont le piégeage des radicaux libres, ou les polyphénols
peuvent stopper une réaction radicalaire en chaine, ainsi que la suppression de la formation
de radicaux libres en contrélant I'activité enzymatique ou en chélatant les ions métalliques
impligués dans la production de radicaux libres. Une autre voie antioxydante possible pour
ces composes est leur interaction avec d'autres antioxydants physiologiques (Vladimir-
Knezevié et al., 2012).

L'activité antioxydante des composés phénoliques est directement corrélée a leur
structure, et elle augmente a mesure que le degré d'hydroxylation des cycles aromatiques
augmente. Par exemple, l'acide caféique présente une activité antioxydante plus élevée que

l'acide p-coumarique, et un nombre élevé d'hydroxyles dans le cycle B augmente
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également I'activité antioxydante des anthocyanes. De plus, la glycosylation peut affecter
differemment la capacité des composés phénoliques (Vincente et al., 2014). En prenant en
considération la toxicité des chélateurs synthétiques, les flavonoides, avec leurs multiples
groupes hydroxyles et le groupe carbonyle en position 4 sur le cycle C, peuvent offrir
plusieurs sites disponibles pour la complexation des métaux (Leopoldini et al., 2011).

Liu et al. (2022) ont élucidé que l'extrait phénolique de I'huile de graines de thé a
une forte capacité antioxydante en piégeant les radicaux libres DPPH, ABTS, -OH, -0, et
HO,-, en augmentant les activités antioxydantes des enzymes glutathion peroxydase et
superoxyde dismutase, et en réduisant I'accumulation de produits d'oxydation.

Huang et al. (2022) ont montré que les extraits phénoliques de pomace de Rosa
roxburghii Tratt réduisent le niveau d'espéces réactives de l'oxygene dans le modeéle
Caenorhabditis elegans sous stress oxydatif induit par le paraquat. De plus, ces extraits
étaient capables d'améliorer le systeme de défense antioxydant en augmentant les activités

de la superoxyde dismutase et de la catalase.
2. 2. 2. Les polyphénols comme agents neuroprotecteurs

Les maladies neurodégénératives sont généralement caractérisées comme des
conditions pathologiques dans lesquelles des groupes particuliers de neurones sont
endommagés ou détruits, ce qui altere les fonctions cognitives et/ou les fonctions motrices.
Beaucoup de maladies neurodégénératives sont couramment associées au vieillissement,
mais la neurodégénérescence se développe sous une forme subclinique au fil des années,
bien avant que les premiers signes cliniques ne soient perceptibles (Silva et Pogacnik,
2020).

La maladie de Parkinson et la maladie d'Alzheimer sont les troubles les plus courants du
systeme nerveux. Il a été observé que divers types de mecanismes biologiques sont
associés aux troubles neurodégeénératifs tels que le stress oxydatif, les agrégats de protéines
dans les neurones, la dégradation des neurotransmetteurs dans la fente synaptique due a
l'activité plus élevée des enzymes, la synthése insuffisante ou la déplétion des
neurotransmetteurs, I'excitotoxicité des neurones, le dysfonctionnement mitochondrial
ainsi que les désordres ou les dommages de la barriere hémato-encéphalique, mais
généralement, ces troubles neurodégénératifs sont caractérisés par une accumulation
d'agrégations anormales de protéines qui entraine une inflammation ainsi qu'un stress

oxydatif dans le systéme nerveux central (Rasool et al., 2014).
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Lorsqu'il y a des effets indésirables des composés pharmacologiques, le
développement des traitements alternatifs avec plus grande efficacité, biodisponibilité et
moins d'effets secondaires est nécessaire, dans ce contexte, les métabolites secondaires des
plantes sont une source prometteuse de nouveaux produits qui ont un potentiel
thérapeutique pour les maladies neurodégénératives (Sharifi-Rad et al., 2020). Les
polyphénols sont capables d'exercer des effets benéfiques différents sur le cerveau
vieillissant, notamment des améliorations de la cognition, de Il'apprentissage et de la
mémoire, par conséquent, la réduction du risque de démence et la prévention de
I'apparition de maladies neurodégénératives.

Parmi les divers mécanismes proposés pour les effets neuroprotecteurs des polyphénols,
leurs propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires restent les plus importantes
(Annunziata et al., 2021).

Caruso et al. (2022) ont suggéré que les acides phénoliques peuvent exercer des
effets neuroprotecteurs (figure 08) ciblant plusieurs voies cellulaires impliquées dans la
physiopathologie des troubles cognitifs.

L'un des exemples, la génistéine, une isoflavone isolée des graines de Glycine max,
a inhibé les voies de signalisation NF-kB, JNK et ERK afin d'exercer une neuroprotection
contre les leésions cellulaires provoquées par H.O. dans les neurones corticaux primaires.
De plus, cette isoflavone a amélioré les leésions oxydatives ischémiques et les deficits
comportementaux en modulant la voie de signalisation eNOS/Nrf2/HO-1 chez le rat.

La génistéine a protége les cellules gliales C6 contre l'inflammation provoquée par
amyloide B (25-35) via la modulation de la voie de signalisation NF-xB. Elle a également
réduit lI'apoptose et augmenté la réponse antioxydante dans les neurones hippocampiques

cultivés in vitro induits par amyloide B (25-35) (Dey et al., 2017).
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Figure 8. Activités neuroprotectrices des acides phénoliques (Caruso et al., 2022)
2. 2. 3. Les polyphénols comme agents antimicrobiens

Le deéveloppement et la propagation de la résistance des microorganismes aux
antibiotiques representent un defi crucial. En effet, l'utilisation réguliére d'antibiotiques
peut favoriser I'émergence de cette résistance (Bouarab Chibane et al., 2019). Les plantes
sont devenues une nouvelle source de composes bioactifs (Behidj-Benyounes et al., 2014).
Les composés phénoliques des plantes terrestres et marines, en tant que molécules
naturelles et agents antimicrobiens efficaces, ont suscité un intérét considérable (Ford et
al., 2020).

La composition chimique, la structure et les propriétés lipophiliques des composes
phytochimiques jouent un réle dans leur activité (Bouarab Chibane et al., 2019). Ces
composés sont considérés comme ayant de nombreux sites d'action au niveau cellulaire.
Au moins trois mécanismes ont été identifiés sur lesquels plusieurs auteurs s'accordent :

1. Les modifications de diverses fonctions intracellulaires induites par la liaison hydrogene
des composés phénoligues aux enzymes.

2. La modification de la permeéabilité des membranes cellulaires, la rupture de la

membrane et la formation de granules cytoplasmiques.
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3. Les modifications de la morphologie des organismes fongiques, notamment par la
modification de la rigidité de la paroi cellulaire et par la perturbation de son intégrité,
induites par diverses interactions avec les membranes cellulaires (Bouarab Chibane et al.,
2019).

Selon Manso et al. (2022) certains polyphénols présentent un effet synergique
lorsqu'ils sont combinés avec des antibiotiques et des antifongiques.

De nombreuses recherches ont démontré [lactivité antimicrobienne des
polyphénols, que ce soit en utilisant des molécules isolées ou des extraits de plantes riches
en polyphénols. Les concentrations élevées de polyphénols dans les extraits de plantes ne
sont pas toujours associées a une meilleure activité antimicrobienne, mais cela est
principalement di a la composition qualitative de I'extrait et a la concentration relative de
chaque constituant (Manso et al., 2022).

De nombreuses préparations phytochimiques a haute teneur en flavonoides ont été
rapportées comme ayant une activité antibactérienne (Cushnie et Lamb, 2005).

Un groupe de tannins, les ellagitanins, posséde des activités antivirales, en particulier
contre l'infection par le virus de lI'immunodéficience humaine, et manifeste des effets
inhibiteurs sur la réplication du virus herpés simplex type 1 et/ou du virus herpes simplex
type 2, ainsi que sur le virus d'Epstein-Barr.

Parmi les propriétés biologiques proposees des lignanes, il est suggéré qu'ils sont des

agents potentiellement actifs pour lutter contre la tuberculose (Daglia, 2012).

3. Géneralités sur Punica granatum L.

3. 1. Description de la plante

La famille Punicaceae, nommée Lythraceae selon le groupe phylogénétique des
angiospermes depuis 2003 (APG Il, 2003), comprend un seul genre, Punica, et deux
especes : P. protopunica Balf (non consommable) et P. granatum L. (consommable)
(Mehru et al., 2008; Guerrero-Solano et al., 2020). Le fruit du P. granatum, la grenade, est
mentionné dans le Saint Coran.

Punica granatum L., (figure 09), avec plus de 500 variétés (Bandeira Reidel et al.,
2018), est une plante originaire de I'Orient et cultivée en Iran, en Inde, ainsi que dans de
nombreuses régions proches et loin de I'Orient (Schubert et al., 1999).

Le grenadier est un arbuste a tiges multiples, atteignant généralement entre 1.8 et 4.6

meétres de hauteur, avec des feuilles caduques brillantes mesurant environ 7.6 cm de long.
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P. granatum produit des fleurs rouge-orange en forme de trompette, avec des pétales
ébouriffés mesurant environ 5 cm de long (Qnais et al., 2007).

Le fruit, la grenade, est une baie contenant de nombreuses graines, chacune entourée d'une
poche de jus translucide appelée arille. La grenade (figure 09) mesure de 5 a 7.6 cm de
diameétre et elle est de couleur rougeétre ou vert jaunatre brillant & maturité (Qnais et al.,
2007). L'écorce du fruit se compose de deux parties : le mésocarpe, qui est le tissu
spongieux du fruit ou les arilles sont fixés, et le péricarpe. Les membranes blanchatres
(figure 09) assurent la compartimentation des groupes darilles, bien que ces derniers ne s'y
attachent pas (Rana et al., 2010). L'écorce de la grenade représente environ 40 a 50 % du
poids total du fruit et elle est produite en grande quantité comme sous-produit dans
I'industrie alimentaire (Kharchoufi et al., 2018).

Le grenadier peut s'adapter a différentes conditions climatiques et a plusieurs

types de sols, mais il est sensible aux sols a drainage insuffisant, ce qui peut rendre sa
croissance difficile et affecter la qualité de la production. Les meilleures conditions pour
cultiver cet arbre fruitier sont des sols argileux sablonneux profonds dans des régions ou
les étés sont chauds et longs. De plus, certaines variétés prospérent a basse altitude tandis
que d'autres poussent a une altitude d'environ 1600 métres au-dessus du niveau de la mer.
Sa sensibilité au froid est I'un des facteurs les plus importants a prendre en compte, car les
fruits sont endommagés a des températures inférieures a 12 °C, avec une sensibilité plus
prononcée pour les variétés a golt doux par rapport a celles a godt acide (Shaygannia et
al., 2016).
La culture de cet arbre est répandue dans le bassin méditerranéen, en particulier en Algérie
(Labsi et al., 2016). Ce pays a occupé une place importante parmi les producteurs de
grenade en 2013-2014, avec une production de 81 390 tonnes sur une superficie cultivée
estimée a 9 439 hectares, et un rendement moyen de 8620 kg/ha (Lahouel et Belhadj,
2022).
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Figure 9. La partie aérienne du grenadier. (A) L'arbre; (B) la fleur; (C) le fruit; (D)

I'intérieur de la grenade (Photos prises par Chaabna)

3. 2. Noms vernaculaires

Punica granatum a des noms différents selon les régions :

Francais Grenadier.
Anglais Pomegranate.
Arabe Rb&mane, Roumana.

Berbere  Taroumant, Tarmint.

3. 3. Classification

Selon la classification phylogénétique des angiospermes 1V (APG IV, 2016), le

grenadier est classifié comme suit :

Regne Plantae

Clade Angiospermes
Clade Eudicotylédones
Clade Rosidae

Ordre Myrtales

Famille Lythraceae

Genre Punica

Espéce Punica granatum L.
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3. 4. Phytochimie de I'écorce du fruit

Toutes les parties du P. granatum, les racines, les tiges, les feuilles, les fleurs,
I'écorce du fruit, les graines et les arilles sont utiles. En fait, les acides organiques, les sels
minéraux, tels que le potassium, les vitamines telles que C, A et K, et les composés
phénoliques sont les constituants les plus importants de la grenade (Chafki et al., 2021).

L'écorce du fruit de cette espece est une source riche en composés bioactifs et
contient une large gamme de métabolites secondaires (Chen et al., 2020), ces constituants
bioactifs peuvent étre modifiés en fonction de la variété, du stade de maturation, des
pratiques agricoles, du climat et des conditions de stockage (Desseva et Mihaylova, 2020;
Kupnik et al., 2021).

Les ellagitannins sont les principaux composés phytochimiques dans I'écorce de la grenade
ou la concentration varie de 39.7 a 84.2%. Cependant, plus de 70% de la quantité totale
dellagitannins dans cette partie de la plante est composée des deux anomeres de
punicalagin, A et B, et des deux isomeéres d'acide ellagique glucoside (Russo et al., 2018).
En 2016, Ambigaipalan et ses collaborateurs ont mis en évidence pour la premiéere fois la
présence de 12 nouveaux flavonoides (catéchine, épicatéchine, gallocatéchine,
dihydroxygallocatéchine, phlorizine, épicatéchine gallate, quercétine 3-O-rhamnoside,
quercétine-hexoside, kaempférol 3-O-glucoside, cis-dihydrokaempférol-hexoside, trans-
dihydrokaempférol-hexoside et syringétine-hexoside) dans I'écorce de la grenade en
utilisant 'HPLC-DAD-ESI-MSn.

Certaines anthocyanidines ont également été détectés dans I'etude de Hayouni et al. (2011),
tels que la delphinidine-3,5-diglucoside, la quercétine-3,4'-O-diglucoside, la pélargonidine-
3-glucoside et la quercitine-4'-O-glucoside.

Plus de I'acide gallique, I'acide ellagique et ses dérivés, les anthocyanes, telles la cyanidine
3,5-diglucoside, la pélargonidine 3,5-diglucoside, la delphinidine 3-glucoside, la cyanidine
3-glucoside et la pélargonidine 3-glucoside, sont aussi identifiées dans l'extrait d'écorce de

la grenade (Romeo et al., 2015 ).
3. 5. L'utilité et I'efficacité de I'écorce du fruit

Les écorces du fruit du Punica granatum sont exploitées en médecine traditionnelle
en raison de leur forte astringence, ce qui en fait un reméde populaire a I'échelle mondiale
(Suhad et al., 2013). Elles sont utilisées pour le traitement de divers probléeme de santé tels

que la diarrhée, les maux d'estomac, la cicatrisation des plaies (Al-Zoreky, 2009), les maux
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de gorge, les vers gastro-intestinaux (Karimi et al., 2020), la dysenterie, les hémorroides, la
bronchite et les affections de la bile (Jayaprakasha et al., 2006).

Dans ces derniéres années, les chercheurs s'intéressent de plus prés aux potentiels

thérapeutiques de la grenade, en procédant des modeles in vitro, in vivo et ex vivo.
Des résultats positifs ont été obtenus par Persuri¢ et al. (2020) qui ont étudié, in vitro,
l'effet anti-proliferatif des extraits éthanoliques des écorces de grenades collectées a
Herzégovine occidentale. L'étude s'était portée sur les fibroblastes humains normaux, le
carcinome cervical, l'adénocarcinome colorectal métastatique, I'adénocarcinome
métastatique du sein, le carcinome pancréatique et I'adénocarcinome pancréatique dérivé
d'un foie métastatique. Les résultats ont dévoilé que les extraits testés possédent des
activités anticancéreuses puissantes, montrant des valeurs de Clso variant de 0.132 a 0.396
mg/mL.

De plus, une activité antidiabétique de l'extrait methanolique de I'écorce a été
prouvée par Kam et ses collaborateurs (2012) ou ils ont étudié l'effet inhibiteur sur a-
glucosidase.

En ex vivo, l'application topique de l'extrait de I'écorce a demontré des effets anti-
inflammatoires significatifs sur la peau, ce qui confirme que l'extrait pénétre dans la peau
et module la regulation de la cyclooxygenase-2 dans I'épiderme. Les grenades ont un
potentiel en tant que nouvelle approche pour améliorer l'inflammation et diminuer la
douleur associées a plusieurs affections cutanées, y compris les boutons de fiévre et la
kératite herpétique stromale (Houston et al., 2017).

L'étude in vivo de Zhao et al. (2018) confirme l'usage traditionnel des écorces de
grenade en tant que un agent anti-diarrhéique. Les résultats ont montré que la fraction
acetate d'éthyle de I'extrait aqueux était tres efficace, dont la punicalagine, la corilagine et
I'acide ellagique étaient les composants responsables de cet effet anti-diarrhéique.

Dans autres études, l'extrait aqueux obtenu de I'écorce a manifesté des propriétés
antioxydantes, antibactériennes, antifongiques, antiacétylcholinestérase (Elshafie et al.,
2021) et immunomodulatrice, de plus, il a montré un effet anti-parasitaire, in vivo, contre le
développement de I'Echinococcus granulosus (Labsi et al., 2016). Autres activités de
I'écorce du fruit du P. granatum ont été validés tels I'effet anti-hypercholestérolémie
(Neyrinck et al., 2012) et I'effet hépatoprotecteur (Doostan et al., 2019).
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4. Généralités sur Olea europaea L.

4. 1. Description de la plante

La famille des Oleaceae comprend 30 genres et 600 especes. L'espéce Olea
europaea L. (I'olivier) (figure 10), la principale espéce cultivée de cette famille, appartient
au genre Olea, avec 29 autres especes (Chiappetta et Muzzalupo, 2012). L'olivier est l'une
des plantes mentionnées dans le Saint Coran.

Selon les données archéologiques et génétiques, Olea europaea L. a probablement été
domestiqué a partir de son ancétre sauvage, il y a environ six millénaires au Moyen-Orient,
plus précisement dans la zone frontaliere entre la Syrie et la Turquie (Diez et al., 2015).
Cet arbre peut atteindre, voire excéder, une hauteur de 8 métres (Stankovi¢ et al., 2017),
ses fleurs se regroupent en inflorescence, son fruit est une drupe a une seule graine avec un
endocarpe dur et un mésocarpe souvent épais et charnu qui devient de couleur violacée
foncée ou noire a maturité. Ses feuilles sont persistantes, coriaces, recouvertes densément
d'écailles peltées sur la face inferieure, de forme ovale-oblongue ou elliptique a étroitement
elliptique, de 3 a9 cm de long et de 0.3 a 3 cm de large (Green, 2002).

Six sous-especes d'O. europaea sont actuellement reconnues sur la base de traits
morphologiques et de la répartition géographique (Fanelli et al., 2022). L'olivier sauvage
ou oléastre (O. europaea ssp. europaea var. sylvestris) et l'olivier cultivé (O. europaea ssp.
europaea var. europaea) sont deux formes de la sous-espece europaea. Cing autres sous-
especes constituent le complexe O. europaea : (a) laperrinei, présente dans les massifs
sahariens; (b) cuspidata, présente de I'Afrique du sud au sud de I'Egypte et de I'Arabie au
nord de I'Inde et au sud-ouest de la Chine; (c) guanchica présente dans les iles Canaries;
(d) maroccana présente dans le sud-ouest du Maroc; (e) cerasiformis présente a Madere
(Bracci et al., 2011).
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Figure 10. La partie aérienne de l'olivier. (A) L'arbre; (B) les feuilles et les fruits (Photos
prises par Chaabna)

L'olivier est originaire des régions tropicales et tempérées chaudes. Il est
principalement réparti sur le littoral de la Méditerranée orientale. Son aire de distribution
s'étend du sud-est de I'Europe et de I'Afrique du Nord jusqu'a I'Asie occidentale et la
péninsule Arabique, atteignant les régions indiennes ainsi que le nord de I'lran, a
I'extrémité sud de la mer Caspienne (Ozcan et Matthaus, 2017). Par ailleurs, cette espéce a
développe des mécanismes adaptatifs spécifiques face aux contraintes abiotiques, telles
que les fortes températures et l'intensité du rayonnement solaire. En conséquence, il est
largement admis que les especes d'oliviers sont résistantes a la sécheresse (Stankovic et al.,
2017). Cette caractéristique dépend de la variété et est considérée comme une variation
génétique entre les variétés (Petridis et al., 2012). De plus, elles montrent une persistance
remarquable dans les sols peu profonds et les sols de mauvaise qualité. Ces caractéristiques
ont augmenté l'intérét pour la culture des oliviers dans les zones arides (Stankovi¢ et al.,
2017).

L'olivier est le deuxiéme arbre le plus cultivé au monde pour I'huile extraite de
son fruit. Sa culture couvre plus de huit millions d'hectares, concentrée principalement
dans le bassin méditerranéen (Bracci et al., 2011), qui produit 98 % du total mondial
(environ 11 millions de tonnes) (El et Karakaya, 2009).
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En Algérie, I'espéce Olea europaea occupe jusqu'a 2.3 % de la surface totale
cultivée. L'oléiculture algérienne est divisée en 3 zones distincts : Ouest, Centre (Kabylie)
et Est; sachant que de vastes zones non cultivées sont occupées par I'oléastre, notamment a

Bejaia (Bouarroud;j et al., 2016).

4. 2. Noms vernaculaires

Olea europaea a des noms qui varient d'une région a une autre :

Francais Olivier.
Anglais Olive.
Arabe pour la variété cultivée Zaytoun, Zitoun, Zzit.

pour la variété sauvage Zebbour, Sebboud;.
Berbere pour la variété cultivée Azemmour, Tessetta, Tahatimt.

pour la variété sauvage Tazbbouljt.

4. 3. Classification

Selon Chiappetta et Muzzalupo (2012), I'olivier est classifié comme suit :

Regne Plantae
Division Magnoliophyta
Classe Rosopsida
Ordre Lamiales
Famille Oleaceae

sous-famille  Oleideae
Genre Olea

Espéce Olea europaea L.

4. 4. Phytochimie des feuilles

Les feuilles d'olivier sont des sous-produits de la récolte des fruits et résultent
aussi de I'élagage et du secouage des oliviers. Elles représentent environ 10 % de la
biomasse totale collectée lors de la production d'huile d'olive (Nicoli et al., 2019). Les

feuilles d'O. europaea sont une bonne source de plusieurs composés biologiquement actifs
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(Botsoglou et al., 2012). L'analyse de I'extrait des feuilles a permis de caractériser 7 classes
principales de composés phénoliques : les acides hydroxybenzoiques, les acides
phénoliques, les sécoiridoides, les oléosides, les phénols simples, les flavonoides et les
acides élénoiques avec autres molécules identifiées (Oliveira et al., 2021). 1l convient de
souligner que l'oleuropéine est le principal phénol des fruits et des feuilles de l'olivier
(Briante et al., 2002).

Edziri et al. (2019) ont identifié la présence de neuf constituants phénoliques
dans les feuilles de quatre variétés d'olivier tunisien : le hydroxytyrosol, le tyrosol, l'acide
4-hydroxybenzoique, la rutine, le Ilutéoline-7-O-glucoside, I'apigénine-7-O-glucoside,
l'oleuropéine, l'apigénine et le catéchine hydrate. Sachant que, dans les quatre variétés,
l'oleuropéine se présente en grande quantité tandis que l'apigénine se présente en faible
quantite.

Dans une étude phytochimique précédente sur une variété algérienne, ils ont
identifié I'nydroxytyrosol, l'oleuropéine, l'oleuropéine aglycone, le verbascoside et 8 autres
composes (Rouibah et al., 2019).

Oliveira et ses collaborateurs (2021) ont rapporté la présence de deux iridoides
(pondraneoside et lauroside B) dans I'extrait des feuilles d'O. europaea, sachant que, ces

molécules n'ont pas été détectees auparavant dans des extraits obtenus a partir de l'olivier.

4. 5. L'utilité et I'efficacité des feuilles

En médecine traditionnelle, O. europaea est largement utilisé dans le monde entier
pour ses bienfaits. L'écorce, les fruits, les feuilles, le bois, les graines et I'huile de l'olivier
sont utilisés sous différentes formes, seuls ou en combinaison avec d'autres plantes. Les
feuilles sont utilisées pour traiter la diarrhée, les maladies de I'estomac et des intestins, les
infections des voies respiratoires et urinaires, ainsi que pour réduire la fievre et comme
remede contre de nombreux types d'inflammations (Hashmi et al., 2015). En Algérie, les
feuilles sont utilisees comme hypoglycémiantes et hypotensives (Bouzabata, 2013).

L'efficacité des feuilles dans le traitement de différentes maladies a été validée par
plusieurs chercheurs dans plusieurs études.

Ghomari et al. (2019) ont trouvé que I'extrait des feuilles séchées préparé avec de I'éthanol
suivi de l'eau a montré une meilleure activité antibactérienne contre Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis et Listeria

monocytogenes.
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Dans des modeles murins de colite, I'extrait des feuilles d'O. europaea a démontré
une efficacité anti-inflammatoire au niveau intestinal. Cette action pourrait étre liée a sa
capacité a rétablir la barriere épithéliale intestinale et a ses activités immunomodulatrices.
De plus, les chercheurs ont constaté que cet extrait peut contrbler I'activité des cellules
impliquées dans la réponse inflammatoire (Vezza et al., 2017).

Les érythrocytes humains peuvent étre protégés contre les dommages oxydatifs par
I'extrait des feuilles, ce qui limite également l'activité des especes réactives impliquées
dans les activités biochimiques cellulaires (Lins et al., 2018).

Oleuropein, le polyphénol principal de I'extrait des feuilles, a montré un potentiel
prometteur comme adjuvant dans les thérapies anticancéreuses conventionnelles. En outre,
il peut réduire les effets indésirables de ces thérapies sur les cellules non ciblées et inverser
la résistance des cellules cancéreuses aux médicaments chimiothérapeutiques (Ruzzolini et
al., 2018).
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Matériels et méthodes

1. Matériel végétal

Le matériel végétal est constitué des écorces du fruit de Punica granatum L. (le
grenadier) (figure 11) et des feuilles d'Olea europaea L. (lI'olivier) (figure 12). Les arbres
choisis sont spontanés. Les fruits de la grenade ont été collectés en Octobre 2017 et les
feuilles de l'olivier en Mai 2017 dans la commune de Ain Smara de la wilaya de
Constantine (Algérie, 36°16'03"Nord 6°30'12"Est) (figure 13). L'identification a été faite
par Pr. NOUIOUA Wafa, département de biologie et écologie végétale, faculté des
sciences de la nature et de la vie, université Ferhat Abbas Sétif 1, Algérie. Des spécimens
de référence ont été déposés au niveau du laboratoire sous les numéros PNG/02/2023 et
OA/03/2023 pour P. granatum L. et Olea europaea L., respectivement. Les échantillons
recueillis ont été bien nettoy€s et séchés a l'abri de la lumiere et de I’humidité pendant
quinze jours, puis broyés pour obtenir une poudre fine a I’aide d’un mortier et d’un pilon

pour les pelures et a ’aide d’un moulin a café pour les feuilles.
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Figure 11. Préparation des pelures de Punica granatum L. (Photos prises par Chaabna)

Ringage+Séchage

Figure 12. Préparation des feuilles d'Olea europaea L. (Photos prises par Chaabna)
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Figure 13. Localisation géographique de zone de récolte dans la wilaya de Constantine,
Algérie (Congue par Chaabna)

2. Extraction des composés bioactifs

2. 1. Préparation des extraits ethanoliques 70 %

L’extraction a été effectuée selon la méthode de Njomnang Soh et al., (2009).
Brievement, 60 g de la poudre végétale a été ajouté a 600 mL d'une solution hydro-
¢thanolique a 70 % (70:30, v:v) et laissé macérer a température ambiante et a 1’abri de la
lumiere pendant 24h. Cette opération a été repétée deux fois sur les résidus avec
renouvellement du solvant. Apres cela, les mélanges ont été filtrés a travers un papier
filtre, puis les trois filtrats ont été combinés et évaporés a l'aide d'un évaporateur rotatif a
45 °C a fin d’éliminer le solvant organique. Par la suite, le séchage complet de I'extrait a
été réalisé dans une étuve pour obtenir 1’extrait hydro-éthanolique final, (P) des pelures et

(O) des feuilles. Les extraits obtenus ont été stockés a 4 °C jusqu'a l'utilisation.
2. 2. Préparation des fractions a partir de I'extrait hydro-éthanolique

Chaque extrait éthanolique 70 % (P et O) a été fractionné par une extraction
liquide / liquide en utilisant des solvants de polarité croissante dans une ampoule a

décanter. D'abord, I'extrait brut (sous forme d'une solution aqueuse) a été mélangé avec de
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I'éther de pétrole (v : v) pour solubiliser et éliminer les lipides, les pigments
chlorophylliens et les caroténoides. Aprés I'élimination de la phase organique de I'éther de
pétrole, la phase aqueuse a été mélangée avec de I'éther diéthylique, puis avec l'acétate
d'éthyle et enfin avec le n-butanol. Chaque étape a été répétée plusieurs fois. Les fractions
organiques obtenues, d'éther diéthylique (DP et DO), d'acétate d'éthyle (AP et AO) et de n-
butanol (BP et BO), ont été évaporées sous vide a 45 °C, séchées et puis conservees a 4 °C
jusqu’a l'utilisation (Merghem, 2009).

2. 3. Rendement de ’extraction

Le rendement des extraits obtenus (bruts et fractions) des pelures de P. granatum et

des feuilles d'O. europaea a été estimé en utilisant la formule (1) suivante:

R (%) =PP—MES>< 100 ()

R : Rendement de I'extraction (%).
PE : Poids de l'extrait sec (g).

PMS : Poids de la matiere végétale seche (g).

3. Dosage spectrophotometrique des composés phénoliques

3. 1. Dosage des polypheénols totaux

Les polyphénols présents dans les extraits végetaux réagissent avec le réactif de
Folin-Ciocalteu pour former un chromophore bleu constitué d'un complexe
phosphotungstique-phosphomolybdéne qui peut étre quantifié par spectrophotométrie a
lumiere visible, ou l'absorption maximale de ces chromophores dépend de la solution
alcaline et de la concentration des composés phénoliques (Blainski et al., 2013).

La méthode colorimétrique de Folin-Ciocalteu réalisée par Singleton et Rossi
(1965) a été utilisée pour la détermination du contenu total des polyphénols dans les
extraits avec de légéres modifications selon Miller et al. (2010). Un volume de 20 pL de
chaque extrait a été mélangé avec 100 uL du réactif de Folin-Ciocalteu dilué a 1 : 10 et
75 pL de carbonate de sodium (7.5 %). Apres 2 heures d'incubation a l'obscurité et a
température ambiante, I'absorbance a été mesurée a 765 nm par un lecteur de microplaque

96 puits. L'acide gallique (25-150 pug/mL) a été utilis€ comme standard pour 1'étalonnage
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de la courbe (figure 14). Les résultats ont été exprimés en pg équivalent d'acide gallique

par mg d'extrait (ug EAG/mg d’extrait).

0.3 -

bsorbance a 76

y = 0.0051x + 0.0909
R2=0.9978

0 T T T 1
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Concentration (ug/ml)

Figure 14. Courbe d’étalonnage de I’acide gallique

Chagque valeur est exprimée en moyenne + SD (n=3).
3. 2. Dosage des flavonoides

La quantification des flavonoides totaux dans les extraits est basée sur la chélation
de lion d’aluminium en présence des groupements hydroxyles libres des flavonoides
(Mammen et Daniel, 2012). La coloration jaune produite est détectable par le
spectrophotometre a lumiére visible.

La teneur totale en flavonoides dans les extraits a été déterminée en utilisant la
méthode de Topcu et al. (2007), avec quelques modifications. Un volume de 50 pL de
chaque extrait a ét¢ mélangé avec 130 pL de méthanol, 10 pL de nitrate d'aluminium
(10 %) et 10 pL d'acétate de potassium (1M). Aprés 40 min d'incubation a température
ambiante, l'absorbance a été mesurée a 415 nm a l'aide d'un lecteur de microplaque 96
puits. La quercétine (25-175 pg/mL) a été utilisée comme standard pour I'étalonnage de la
courbe (figure 15). Les résultats ont été exprimés en pg équivalent de quercétine par mg

d'extrait (ug EQ/mg d’extrait).
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Figure 15. Courbe d'étalonnage de la quercétine pour la quantification des flavonoides

Chaque valeur est exprimée en moyenne + SD (n=3).
3. 3. Dosage des flavonols

La teneur en flavonols dans les extraits a eté déterminée selon la méthode de
Miliauskasa et al. (2004). Un volume de 400 pL de chague extrait a été mélangé avec
400 pL de trichlorure daluminium (2 %) et 1.2 mL d'acétate de sodium (5 %). Apres
150 min d'incubation a 20 °C, l'absorbance a été mesurée a 440 nm a laide d'un
spectrophotometre. La quercétine (3.12 - 100 pg/mL) a été utilisée comme standard pour
I'étalonnage de la courbe (figure 16). Les résultats ont été exprimés en pg équivalent de

quercétine par mg d'extrait (ug EQ/mg d’extrait).
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Figure 16. Courbe d’étalonnage de la quercétine pour la quantification des flavonols

Chaque valeur est exprimée en moyenne £ SD (n=3).
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3. 4. Dosage des tanins totaux

La teneur en tanins totaux dans les extraits a été déterminée selon la méthode de
Medpilwar et al. (2015). Un volume de 100 pL de chaque extrait a été mélangé avec 20 pL
de réactif de Folin-Ciocalteu (0.5 N). Aprés 15 min d'incubation & température ambiante,
un volume de 500 pL de carbonate de sodium saturé (20 %) a été ajouté. Apres 30 min
d'incubation a température ambiante, I'absorbance a été mesurée a 760 nm a l'aide d'un
spectrophotometre. L'acide tannique (1.95 - 62.5 pg/mL) a été utilisé comme standard pour
I'étalonnage de la courbe (figure 17). Les résultats ont été exprimés en pg équivalent

d'acide tannique par mg d'extrait (ug EAT/mg d’extrait).
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Figure 17. Courbe d’étalonnage de l'acide tannique

Chagque valeur est exprimée en moyenne + SD (n=3).

4. Evaluation des activités biologiques de Punica granatum et d* Olea

europaea

4. 1. Determination des activités antioxydantes in vitro

4. 1. 1. Test de piégeage du radical DPPH®

Le 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyl (DPPH") est un radical libre stable. Lorsqu'il
accepte I'hydrogéne d'un donneur correspondant, comme les polyphénols, la solution perd

sa couleur violette profonde caractéristique (figure 18) (Tirzitis et Bartosz, 2010).
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Figure 18. Réduction du radical DPPH" (Khan et al., 2017)

La meéthode décrite par Blois (1958) a été suivie pour mesurer l'effet anti-
radicalaire des extraits vis-a-vis du radical libre 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyl.
Briévement, un volume de 40 uL déchantillon (extrait ou standard) a été mélangé avec
160 uL de la solution de DPPH (0.1 mM) préparé dans I'éthanol. Le trolox et l'acide
ascorbique ont éteé utilisés comme antioxydants standards. Apres 30 min d'incubation dans
l'obscurité, I'absorbance des échantillons a été lue a 517 nm a l'aide d'un lecteur de
microplaque 96 puits contre un controle préparé dans les mémes conditions avec de
I'éthanol. La plus faible absorbance indique la plus grande activité de piégeage des
radicaux libres. Le pourcentage de I’activité antioxydante ou le pourcentage d'inhibition du

radical (I %) a été calculé en utilisant I’équation (2) suivante :

) __ Acontrole—A échantillon

Lactivité antiradicalaire (I % X 100 (2)

A controéle

Acontrole : I'absorbance de la solution contréle.

Acchantillon : I'absorbance de 1’échantillon.

Les concentrations inhibitrices & 50 % (Clsox%), exprimées en pg/mL, sont les
concentrations d’échantillons nécessaires pour piéger 50 % des radicaux libres dans la
solution. Elles ont été calculées par régression linéaire a partir des graphes des taux
d’inhibition.
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4. 1. 2. Test de piégeage du radical ABTS™

Le test de piégeage du radical 2,2'-azino-bis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)
(ABTS™) (figure 19) est un test de décoloration permettant de mesurer I'effet antioxydant
des composés lipophiles et hydrophiles (Re et al., 1999).
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Figure 19. Réduction du radical ABTS"" (Hernandez et al., 2019)

La méthode décrite par Re et ses collaborateurs (1999) a été suivie pour évaluer
I'effet de piégeage du radical ABTS™ avec quelques modifications.

La solution du radical ABTS™ a été obtenue a partir d'une réaction entre une
solution d'’ABTS (7 mM) et une solution de persulfate de potassium (2.45 mM). La
solution a été incubée pendant 12 a 16 h a I’obscurité et a température ambiante. Avant
I’utilisation, la solution mére cationique de I'ABTS™" (de couleur bleue a verte) a été diluée
avec de I’éthanol jusqu’a obtention d’une absorbance finale de 0.7 a 734 nm. Ensuite, un
volume de 160 uL de solution diluée d'ABTS'", fraichement préparée, a été ajouté a 40 pL
d'échantillon (extrait ou standard) a différentes concentrations. Les meélanges ont été
incubés pendant 10 min a l'obscurité et a température ambiante, puis les absorbances ont
été mesurées a 734 nm par un lecteur de microplaque 96 puits. Le contrdle a été préparé en
utilisant le solvant des échantillons plus le radical ABTS™. Le trolox et I'acide ascorbique
ont été utilisés comme antioxydants standards. Le pourcentage de ’activité antioxydante
(T %) a été calculé en utilisant 1’équation (1) et la Clsoo de chaque échantillon a été

déterminée.
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4. 1. 3. Test de capacité de réduction du cuivre (cupric reducing antioxydant capacity
(CUPRACQ))

Le test CUPRAC est basé sur la réduction du Cu?* en Cu'* par les antioxydants
présents dans les extraits étudiés en utilisant le réactif Cu(ll)-néocuproine comme un

oxydant coloré (figure 20) (Zengin et al.,2014).

.QQ }

H.C CH

ArOH [ArOHJ"

Figure 20. Réduction du complexe Cu(ll)-néocuproine (Sadeer et al., 2020)

L'activité antioxydante des extraits a été évaluee par la capacité de réduction de
Iion du cuivre en utilisant la méthode décrite par Apak et ses collaborateurs (2004),
modifiée par Tel et ses collaborateurs (2012). Brievement, un volume de 50 uL de solution
de Cu?* (10 mM), 50 uL de néocuproine (7.5 mM) et 60 pL de tampon NH4Ac (1 M,
pH = 7.0) ont été mélangés. Ensuite, un volume de 40 pL d'échantillon (extrait ou
standard) a différentes concentrations a été ajouté au mélange pour obtenir un volume final
de 200 pL. Aprés 60 min d'incubation, I'absorbance a été mesurée a 450 nm par un lecteur
de microplaque 96 puits. Les résultats ont été donnés en Caos, exprimés en pg/mL,
correspondant a la concentration indiquant une absorbance de 0.5. Elles ont été calculées
par régression linéaire a partir des graphes des absorbances. Le trolox et I'acide ascorbique

ont été utilises comme antioxydants standards.
4. 1. 4. Test de la phénanthroline

Le principe de ce test repose sur la réduction du Fe® en Fe?* grice aux
antioxydants présents dans les extraits. Le réactif 1,10-phénantroline forme un complexe

avec Fe?* donnant une couleur rouge orange (Yefrida et al., 2018).
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Le protocole décrit par Szydlowska-Czerniak et ses collaborateurs (2008) a été
utilisé pour évaluer la capacité de réduction du fer par les extraits, avec quelques
modifications. Briévement, un volume de 10 pL d'échantillon (extrait ou standard) a
différentes concentrations, 50 pL de solution de FeClz (0.2 %) et 30 uL de solution de
1,10-phénanthroline (0.5 %) ont été mélangés. Le volume du mélange réactionnel a été
porté a 200 pL en ajoutant de I'éthanol. Aprés 20 min d'incubation & 30 °C, I'absorbance a
été mesurée a 510 nm par un lecteur de microplaque 96 puits. Les valeurs de la Caos
(ng/ml) ont été déterminées. Le trolox et l'acide ascorbique ont éteé utilisés comme
antioxydants standards.

4. 1. 5. Test du pouvoir réducteur

Le test du pouvoir réducteur des extraits peut servir d'indicateur significatif de leur
activité antioxydante potentielle. En effet, la présence de réducteurs (antioxydants) dans les
échantillons provoque la réduction du complexe potassium ferricyanide (Fe®**) en forme
potassium ferrocyanide (Fe?*) (Zarai et al., 2013).

Le pouvoir réducteur des extraits a été mesure selon la méthode décrite par Oyaizu
(1986), avec quelques modifications. Brievement, 10 uL d'échantillon (extrait ou standard)
ont été mélangés avec 40 uL de tampon phosphate (0.2 M, pH = 6.6) et 50 pL de
ferricyanure de potassium (1 %). Aprés avoir laissé le mélange incuber pendant 20 min a
50 °C, 50 uL d'acide trichloracétique (10 %), 40 uL d'eau distillée et 10 uL de chlorure
ferrique (0.1 %) ont été ajoutés au mélange. L'absorbance des solutions obtenues a été
mesurée & 700 nm. Les valeurs de la Caos (ug/ml) ont été déterminées. Le trolox et I'acide

ascorbique ont été utilisés comme antioxydants standards.
4. 2. Activité anti-Alzheimer in vitro

L'activit¢  inhibitrice des cholinestérases est basée sur la lecture
spectrophotométrique, a une longueur d'onde de 412 nm, de l'anion jaune 5-thio-2-
nitrobenzoate qui résulte de la réaction du 5,5 -dithiobis (acide 2-nitrobenzoigue) avec la
thiocholine libérée par [I'hydrolyse enzymatique des substrats : le chlorure de
butyrylthiocholine ou l'iodure d'acétylthiocholine (Ellman et al., 1961).

L'activité  anticholinestérases des extraits, en tant qu'inhibiteurs de
I'acétylcholinestérase (AChE) de I'anguille électrique et de la butyrylcholinestérase (BChE)

du sérum de cheval, a été réalisée selon la méthode d'Ellman et ses collaborateurs (1961).
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En bref, 150 uL de tampon phosphate de sodium (0.1 M, pH 8.0), 10 uL de I'échantillon
(extrait ou standard) a différentes concentrations et 20 uL de solution d'AChE
(5.32x10° U) ou de BChE (6.85x10° U) ont été mélangés et incubés pendant 15 min a
37 °C. Ensuite, 10 uL de 5,5 -dithiobis (acide 2-nitrobenzoique) (0.5 mM) et 10 pL
d'iodure d'acétylthiocholine (0.71 mM) ou de chlorure de butyrylthiocholine (0.2 mM) ont
été ajoutés. La galantamine a été utilisée comme composé standard. L'absorbance a été
enregistréee @ 412 nm a 0 min et aprés 15 min d'incubation a 37 °C. Le pourcentage
d'inhibition (I %) de I'AChE ou du BChE a été déterminé a l'aide de I'équation (3)
suivante :

1%:(1—§)x100 @3)

E : l'activité de I'enzyme sans échantillon.
S : l'activite de I'enzyme avec I'échantillon.
Les valeurs de la Clso (concentration inhibant 50% de I'enzyme) (ug/ml) ont été

déterminées.
4. 3. Evaluation de P’activité antibactérienne in vitro

L'activité antibactérienne des extraits de P. granatum et d'Olea europaea a été
évaluée en utilisant la méthode de diffusion sur gélose et la méthode de microdilution.
Cette derniere a pour but de déterminer les concentrations minimales inhibitrices et les

concentrations minimales bactéricides.
4. 3. 1. Souches bactériennes
Les souches utilisées dans cette étude sont mentionnées dans le tableau 03.

Tableau 3. Différentes souches bactériennes testées

Souches bactériennes

Gram Souches Références
o Bacillus cereus ATCC 10876
Gram positif
Staphelococcus aureus ATCC 25923
) Escherichia coli ATCC 25922
Gram negatif _
Pseudomenas aeruginosa ATCC 27853

ATCC : American Type Culture Collection
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4. 3. 2. Méthode de diffusion sur gélose

La méthode de diffusion sur milieu solide a été utilisée pour la détermination des
activités antibactériennes des extraits (Rios et al., 1988). La méthode de diffusion de
I'agent antibactérien sur milieu gélosé, préalablement inoculé avec une bactérie a tester,
c'est une technique qualitative permet de montrer la résistance ou la sensibilité de la souche
bactérienne par rapport a l'agent antibactérien (Dickert et al., 1981).

Chaque souche bactérienne a été cultivée dans le bouillon Mueller-Hinton (BMH)
pendant 24 h a 37 °C, et puis chaque suspension bactérienne a été ajustée avec le BMH
afin d’avoir des suspensions bactériennes ayant une absorbance de 0.08 a 625 nm. Dans
des boites de Pétri et a 1’aide d’un écouvillon stérile, l'ensemencement a été réalisé
uniformément sur la gélose Mueller-Hinton.

Les extraits des pelures et des feuilles ont été dilués a raison de 100 mg/mL dans
I'éthanol 96 % ou dans I'eau distillée stérile. Des disques de papier filtre stériles de 5 mm
de diametre ont été imprégnés d'extraits et laissés sécher complétement pendant 20
minutes, ensuite, ont été déposes sur la surface de la gélose ensemencée. Les boites ont été
laissees a température ambiante pendant 30 minutes pour permettre la diffusion des extraits
dans le milieu, puis incubées pendant 24 h a 37 °C. Des disques contenant de la céfoxitine
(CX 30 pg/disque) et la céfazoline (CZ 30 pg/disque) ont été utilisés comme témoins
positifs. Des disques imprégnés de I'éthanol a 96 % et de l'eau distillée stérile ont été
utilisés comme témoins négatifs.

L'activité antibactérienne a été évaluée en mesurant les diamétres des zones

d'inhibition en millimétres.

4. 3. 3. Détermination de la concentration minimale inhibitrice et de la concentration

minimale bactéricide

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) des extraits ont été définies en
utilisant la technique de microdilution décrite par Eloff (1998) avec quelques
modifications. La détermination de la CMI a été faite pour les extraits qui présentaient une
zone d'inhibition.

Les extraits ont été préparés dans I'éthanol 96 % ou dans l'eau distillée stérile pour
avoir une concentration de 100 mg/mL. Un volume de 50 pL de chaque extrait a ét¢ dilué
en série de 2 fois avec du BMH dans des microplaques de 96 puits. Par la suite, un volume

de 50 pL de chaque inoculum bactérien a été ajouté a chaque puits.
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Afin de contrdler I'adéquation du BMH pour la croissance des bactéries, nous avons ajouté
un puits inoculé ; les extraits ont également été veérifiés qu'ils ne sont pas contaminés ;
aussi un puits non inoculé et exempt d'extraits a également été ajouté pour garantir la
stérilité du milieu de culture (Do Nascimento et al., 2020).

Les microplaques ont ensuite été recouvertes et incubées a 37 °C pendant 24 h. La
croissance bactérienne a été indiquée par la présence d'un culot au fond du puits. La CMI a
été definie comme la plus faible concentration (mg/mL) de I'extrait empéchant une
croissance visible (Mostafa et al., 2018).

Les concentrations minimales bactéricides (CMB) ont été déterminées selon la
méthode de Mostafa et al. (2018), avec quelques modifications. Des prélevements ont été
effectués a partir des puits qui ne présentaient aucune croissance visible et déposés sur la
gélose Mueller Hinton. Les boites ont été incubées a 37 °C pendant 24 h. La CMB a été
considérée comme la concentration la plus faible qui ne présentait aucune croissance

bactérienne sur les boites de gelose inoculées.
4. 4. Evaluation de l'activité anticoccidienne in vivo

Afin d'évaluer l'activité antiprotozoaires des pelures de Punica granatum et des
feuilles d'Olea europaea, l'extrait hydro-éthanolique et la poudre de chaque plante ont été
testés pour lutter contre la coccidiose cxcale aviaire, provoquée expérimentalement par
I'espéce Eimeria tenella, chez le poulet de chair Gallus gallus domesticus (la souche Cobb
500).

4. 4. 1. Répartition des groupes

Les poussins, non sexés, ont été divisés depuis leur premier jour d'age en 9 groupes
contenant chacun 9 poussins. Les groupes concernés par les traitements a base de plantes
ont recu les extraits et les poudres via I'alimentation des leur réception, au 1* jour d’age,
jusqu’a la fin de I’expérimentation, au 35° jour d’age. Tous les poussins avaient Un acces
ad libitum a l'eau et a une nourriture exempte d'anticoccdiens (de démarrage, du 1° au 12°
jour d'age, et de croissance, pour les jours qui restent). Ils n'ont recu aucun vaccin ni
traitement médicamenteux.

La répartition a été faite comme la maniére suivante :

v" Groupe (C) : témoin négatif, non infecté non traité.

v" Groupe (1) : témoin positif, infecté non traité.
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v" Groupe (D) : infecté, traité avec le diclazuril (ALGICOX® liquide ou chaque 1 mL de
produit contient 10 mg de diclazuril). Une concentration de 250 puL/L d'eau de boisson
a été administrée apres 48 h de l'infection expérimentale pour 5 jours consécutifs
(Wang et al., 2018).

v' Groupe (P1) : infecté, traité avec D’extrait éthanolique 70 % de pelures de P.
granatum (400 mg d'extrait / kg d'aliment).

v' Groupe (P2) : infecté, traité avec I’extrait éthanolique 70 % de pelures de P.
granatum (800 mg d'extrait / kg d'aliment).

v' Groupe (P3) : infecté, trait¢é avec la poudre de pelures de P. granatum
(4 g de poudre / kg d'aliment).

v Groupe (O1) : infecté, traité avec I’extrait éthanolique 70 % de feuilles d'O. europaea
(400 mg d'extrait / kg d'aliment).

v" Groupe (02) : infecté, traité avec I’extrait éthanolique 70 % de feuilles d'O. europaea
(800 mg d'extrait / kg d'aliment).

v' Groupe (O3) : infecté, trait¢ avec la poudre de feuilles d'O. europaea

(4 g de poudre / kg d'aliment).

4. 4. 2. Préparation des oocystes infectieux

A partir des poulets de chair touchés par la coccidiose cecale, des échantillons
cxcaux infectés avec des lésions de +4 ont été collectés de chez des vétérinaires de I'Eulma
(Sétif).

La récupération et I'isolement des oocystes de coccidies ont été comme suit :

v' Aprés l'incision des caca infectés et pour assurer la prise d'une grande quantité des
oocystes présents, un raclage profond de la muqueuse a été effectué, et puis, dans un
mortier, une bonne homogénéisation a été faite avec un volume de solution de
dichromate de potassium (K-Cr.0O-) préparé a une concentration de 2.5 %.

v Aprés la mise du mélange (échantillon + K2Cr.07) en repos pendant une nuit, une
filtration a travers une passoire a thé a été faite, puis le filtrat a été laissé sédimenter
pour 4 a 5 h dans les tubes coniques de 50 mL. Ensuite, le surnageant a été décanté

pour poursuivre le travail sur le culot.
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v L'isolement des oocystes a été réalisé sur la base de la technique d’enrichissement ou
nous avons remis le culot dans une solution de chlorure de sodium (NaCl) saturée a
une concentration de 40 % pour permettre la flottation des oocystes, ayant une faible
densité, a la surface du liquide d’enrichissement. Cette technique est trés utilisée en
médecine vétérinaire pour I'examen coprologique. Le culot a été bien mélangé avec la
solution de NaCl 40 %, puis le volume a été complété jusqu'a 50 mL et laissé reposer
de 3 a 5 minutes, ensuite la couche superficielle, riche en oocystes, a été récupérée a
I’aide d’une micropipette.

v Afin d'éliminer le chlorure de sodium, la suspension recueillie a été bien mélangée
avec de ’eau distillée, puis gardée pendant une nuit pour permettre la sédimentation
des oocystes au fond des tubes coniques.

v Apres le repos, le surnagent a été décanté et le culot contenant les oocystes a été re-
suspendu dans le dichromate de potassium (Mahmood et al.,2001).

v Les oocystes doivent étre sporulés pour qu'ils soient contaminants, pour cela, le
mélange (oocystes + K>Cr.O7) a été mis dans des pots en plastique a température
ambiante pour sept jours (Carvalho et al.,2011) et remué régulierement pour but de
bien I’oxygéner.

v Apres la sporulation, la suspension oocystale a été stockée a 4 °C de température dans
le KoCr207 (2.5 %) pour maintenir la viabilité des oocystes de deux a six mois selon
I’espece de coccidies (Conway et McKenzie, 2007).

v’ Cette suspension d'oocystes a été utilisée pour effectuer la propagation du parasite.

4. 4. 3. Propagation des oocystes d'Eimeria

Pour but d'obtenir une suspension oocystale de I'espéce Eimeria tenella plus pure
pour l'identification morphométrique, ainsi une charge oocystale suffisante pour tester
I'activité anticoccidienne des deux plantes, nous avons procédé a une propagation. Les
oocystes isolés, comme décrit auparavant des poulets de chair infectés naturellement, ont
été utilisés.

Apres deux lavages de la suspension oocystale avec de I'eau distillée, pour éliminer
le dichromate de potassium, les oocystes sporulés obtenus ont été préts pour la

propagation.
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Au 14° jour d’age et a l'aide d'une micropipette, une charge de 25000 oocystes
sporulés/mL a été administrée par voie orale a chaque poussin de poulet de chair (9
poussins) (Abu-Akkada et Awad, 2012).

Au 8° jour post infestation (J.P.l.), les poussins ont été sacrifiés et autopsies, les
ceca ont été prélevés, et leur contenu a été collecté, préparé pour la sporulation, puis
conservé comme décrit précédemment, en vue d'une utilisation ultérieure. Les oocystes
récupérés de cette étape ont ensuite été propagés encore une nouvelle fois en suivant les

mémes étapes.

4. 4. 4. Identification des espéces Eimeria par morphométrie

Apres la derniere propagation des oocystes, I’identification des especes présentes
dans I'échantillon parasitaire a été réalisée afin de confirmer que I'espéce dominante est E.
tenella.

La diarrhée hémorragique est un signe caractéristique de la coccidiose ceacale. E.
tenella se localise au niveau des caca, cette partie a été bien examinée de I'extérieur et de
I'intérieur pour permettre de confirmer les Iésions caractéristiques induits par cette espece
en se basant sur les criteres decrits par Johnson et Reid (1970) (cf. 4. 4. 7. 3. 2. Scores
Iésionnels).

Pour l'identification morphométrique des especes présentes dans I'échantillon, la
taille des oocystes sporulés a été prise. A l'aide d'un micrométre oculaire, et a une
magnification de %400, la longueur et la largeur de chaque oocyste ont été prises et le
rapport longueur / largeur a été calculé, puis les résultats ont été comparés avec les tailles
données par Reid et al. (1978) (tableau 04). La taille de 197 oocystes sporulés sélectionnés

au hasard a éte prise dans cette étude.

54



Matériels et méthodes

Tableau 4. Taille des oocystes d’Eimeria sp. (Reid et al., 1978)

Extrémes (um) Moyennes (um)
Especes Longueur | Largeur | Longueur | Largeur | Longueur/Largeur
14.3 13
Eimeria mitis 16.2 16 1.01
19.6 17
215 16.5
Eimeria maxima 30.5 20.7 1.47
42 .5 29.8
19.5 16.5
Eimeria tenella 22 19 1.16
26 22.8
17.7 13.7
Eimeria acervulina 18.3 14.6 1.25
20.2 16.3
) ) 19.8 15.7
Eimeria praecox 21.3 17.1 1.24
24.7 19.8
13.2 11.3
Eimeria necatrix 20.4 17.2 1.19
22.7 18.3
) ) ) 15.8 14.3
Eimeria hagani 19.1 17.6 1.08
20.9 195
20.7 18.1
Eimeria brunetti 24.6 18.8 1.31
30.3 24.2
11.1 105
Eimeria mivati 15.6 13.4 1.16
19.9 16.2

4. 4. 5. Comptage des oocystes

Pour obtenir une concentration précise d'oocystes infectieux par millilitre d'eau
distillée, nous avons dénombré les oocystes sporulés a l'aide d'une cellule de Malassez.

L'inoculum obtenu de la derniére propagation a été bien lavé a I'eau distillée pour
éliminer la solution de conservation (K2Cr.07). Ensuite, 0.5 mL de cet inoculum a été
complété jusqu'a 5 mL avec le liquide d'enrichissement (NaCl 40 %) et bien mélangé. Les
deux chambres de I'nématimetre de Malassez (1 pL / chambre) ont été remplies a l'aide

d'une micropipette. L'échantillon a été laissé reposer pendant 3 min afin de permettre aux
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oocytes de remonter a la surface, facilitant ainsi le comptage. Trois comptages ont été

effectués.
4. 4. 6. Inoculation des poussins

Au 13° jour dage (un jour avant l'inoculation) des échantillons fécaux ont été
prélevés et analyseés pour confirmer I'absence de coccidies.

L'administration orale de I'inoculum infectieux a été faite au 14° jour d'dge a l'aide
d'une micropipette. Les groupes de l'essai ont été privés de nourriture la veille de
l'infestation, et chaque poussin des groupes concernés a été inoculé avec 1 mL de
I'inoculum contenant 75000 d'oocystes sporulés. Le bec a été maintenu fermer quelques
secondes pour empécher le rejet de I'echantillon administré. Les poussins du groupe témoin

négatif, non infectés non traites, ont recu 1 mL d'eau distillée.
4. 4. 7. Parameétres pour évaluer I'efficacité antiparasitaire des deux plantes

L’efficacité des extraits hydro-éthanoliques et des poudres de pelures de P.
granatum et de feuilles d'O. europaea contre la coccidiose aviaire provoquée par E. tenella
a ete évaluée par plusieurs parametres.

Les jours de sacrifice étaient le 7°, le 14° et le 21° jours post infection. Aprés une
mise a jeun la veille, les poussins ont été pesés, puis, sacrifiés et leurs ceca ont été

examineés et prélevés pour une étude histopathologique ultérieure.
4. 4. 7. 1. Paramétres cliniques

Aprés I'administration de I'inoculum infectieux (le 14° jour d'age), les poussins ont
été observés individuellement et les mortalités ont été suivies quotidiennement durant les

21 jours suivant l'inoculation.
4. 4. 7. 2. Paramétres zootechniques
4.4.7.2. 1. Croissance pondérale

Pour suivre I'évolution du poids vif moyen des poussins, des pesées individuelles

ont été prises chaque 7 jours, au 1¢, 7¢, 14°, 21°, 28° et 35° jour d'age.
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4.4.7.2. 2. Consommation alimentaire

Les poussins ont recu un aliment sans anticoccidien chimique, distribué ad libitum,
toute la période de l'essai. La quantité d’aliment consommée aprés l'infection par chaque
groupe a €té calculée chaque semaine en faisant la différence entre la quantité distribuée et

le reste.
4.4.7.2. 3. Gain ponderal

Le gain de poids (GP) des poussins durant l'infestation a été calculé chaque semaine

selon la formule (4) suivante :

GP (g) = le poids final — le poids initial 4

4.4.7.2. 4. Indice de consommation

L’indice de consommation (IC) est le rapport qui mesure la conversion de la
quantit¢ d’aliment consommée en poids vif corporel. L'IC de chaque semaine apres

I'infection a été calculé comme dans la formule (5) suivante :

Quantité d'aliment consommée durant une semaine (g) (5)

IC =

Gain de poids durant la méme semaine (g)

4. 4. 7. 3. Paramétres parasitologiques
4. 4.7. 3. 1. Comptage du nombre des oocystes par gramme de feces

La quantification des oocystes d'Eimeria tenella par gramme de feces (OPG) a été

réalisée en passant par les étapes suivantes :

v Pour chaque groupe, 30 g de fientes ont été collectés du 5¢ jour post infection jusqu'au
9° jour post infection, puis bien homogénéisés. 5 g ont été prélevés pour l'examen
quantitatif, ces 5 g de fientes ont été mélangés avec de I'eau pour obtenir un volume
final de 50 mL.

v' Aprés un repos de 24 h a 4 °C, le mélange a été agité vigoureusement, ensuite filtré a
travers une passoire pour éliminer les gros débris, puis ajusté jusqu'a un volume de
50 mL.
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v Aprés un repos de 4 h a 4 °C, le surnagent a été décanté et le sédiment a été re-
suspendu dans le NaCl saturé (40 %) pour obtenir un volume final de 50 mL.

v' A P’aide d’une micropipette, la chambre de comptage de la cellule de Malassez a été
remplie. Trois lectures ont été réalisées pour chaque échantillon, sous une

magnification de x400.

Le nombre des OPG de féces a été calculé selon I'équation (6) suivante :

nx50000
—  ©

OPG =

50000 : le volume final de la solution en pL;
5 : le poids pris des fientes (g);

N : le nombre des oocystes par L.
4.4.7.3.2. Scores Iésionnels

Les jours du sacrifice, 7¢, 14° et 21° aprés l'inoculation, deux ou trois poussins de
chaque groupe ont été choisis au hasard et sacrifiés pour la notation des lésions de 0 a +4
afin d’évaluer ’efficacité des deux plantes testées contre la coccidiose cacale.

Les scores lésionnels causes par E. tenella au niveau des ceeca sont évalués selon I'échelle

décrite par Johnson et Reid (1970) comme suivant :

v 0: une paroi cecale sans lésions et une matieres fécale normale;

v +1: des pétéchies discretes sur la paroi cecale, un contenu fécal normal et aucun
épaississement des parois;

v +2: des pétéchies plus abondantes sur la paroi cecale, un contenu fécal normal
mélangeé avec peu de sang et une paroi cecale légérement épaissie;

v’ +3: laprésence du sang coagulé dans les ceca avec un peu de matiéres fécal, la
présence des débris tissulaires et une paroi cecale distendue;

v’ +4: labsence totale de la matiere fécale, les ceeca sont totalement occupés par du
sang liquide et coagulé mélangé avec les débris tissulaires et une paroi cecale

fortement distendue.
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4. 4. 8. Etude histopathologique des ceca

Les coupes histologiques ont été préparées au niveau du laboratoire
d'anatomopathologique de CHU de Sétif.
Les caeca ont €té fixés dans du formol a 10 %, déshydratés par passage dans des bains
d’éthanol a concentrations croissantes, puis du xyléne pour préparer l'inclusion dans la
paraffine. Ensuite, les blocs de paraffine formés ont été découpés a I’aide d’un microtome
pour obtenir des coupes fines de 5 um d’épaisseur, puis ces coupes ont été déposées sur des

lames, déparaffinées, rehydratées et colorées a I'nématoxyline-éosine (H&E).
5. Etude statistique

Les resultats des tests effectués in vitro sont exprimés en moyenne * erreur
standard (SD) et in vivo en moyenne + erreur standard de la moyenne (SEM). Le logiciel
Graph Pad Prisme 5 a éte utilisé pour toutes les analyses statistiques. La signification des
données recueillies a été analysée par le teste d’analyse de la variance (ANOVA) suivie du
test de Tukey a un seuil de 5 %. Dans certaines analyses, le test de Student a également été

utilisé au méme seuil.
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Résultats et discussion

1. Résultats

1. 1. Rendement d'extraction et dosage des polyphénols, des flavonoides,

des flavonols et des tanins totaux

Le rendement des extraits éthanoliques 70 % préparés a partir des pelures de
Punica granatum et des feuilles d’Olea europaea est respectivement de 54.13 et 42.45 %
(tableau 05).

Concernant les pelures de grenade, les taux d'extraction des différentes fractions,
d'éther diéthylique (DP), d'acétate d’éthyle (AP) et de n-butanol (BP), sont respectivement
les suivants : 0.71, 8.2 et 11.83 % (tableau 05).

A l'égard des feuilles d'olivier, les taux d'extraction étaient de 1.22, 7.27 et 5 %
pour les fractions d'éther diéthylique (DO), d'acétate d’éthyle (AO) et de n-butanol (BO),
respectivement (tableau 05).

Tableau 5. Rendement des extraits de pelures de P. granatum et de feuilles d’O. europaea

Rendements (%)

P. granatum | O. europaea
Extrait éthanolique 70% 54.13 42.45
Extrait d'éther diéthylique 0.71 1.22
Extrait d'acétate d'éthyle 8.2 7.27
Extrait butanolique 11.83 5

A propos du dosage des composés phytochimiques, les résultats indiqués dans les
tableaux 06 et 07 montrent qu'il existe une grande variabilité dans les concentrations des
polyphénols, des flavonoides, des flavonols et des tanins totaux présentes dans les deux
extraits bruts et leurs fractions. Au regard de ces résultats, nous constatons que les extraits
de pelures de P. granatum sont plus riches en composés bioactifs par rapport aux extraits
des feuilles d'O. europaea.

Pour les pelures de grenade (tableau 06), les concentrations en polyphénols totaux
sont estimées a 543.43 + 4.33, 643.3 + 9.96, 753.89 + 22.07 et 677.55 + 27.39 ug EAG/mg
d'extrait pour les extraits (P), (DP), (AP) et (BP), respectivement ; sachant que, l'extrait
(AP) a montré une concentration significativement élevée (P<0.05) en comparaison avec

les autres extraits de la méme plante.
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La teneur en flavonoides est estimée a 69.33 + 9.57, 78.97 + 9.97, 70.64 + 2.99 et
93.48 + 3.7 ng EQ/mg d'extrait pour les extraits (P), (DP), (AP) et (BP), respectivement,
ou l'extrait butanolique est significativement plus riche en flavonoides.

La teneur en flavonols est estimée a 15.22 + 0.56 pg EQ/mg d'extrait pour (P),
31.32 £ 1.79 pug EQ/mg d'extrait pour (DP), 8.72 £ 0.22 ug EQ/mg d'extrait pour (AP) et
21.84 + 0.00 pg EQ/mg d'extrait pour (BP). L'analyse statistique a révélé que I'extrait
d'éther diéthylique présente un taux significativement élevée (P<0.05).

Les teneurs en tanins totaux varient de 88.62 + 4.48 & 107.66 + 3.03 pg EAT/mg d'extrait

avec aucune variation significative au seuil de 5%.

Tableau 6. Teneur en polyphénols, flavonoides, flavonols et tanins totaux des extraits de

pelures de Punica granatum

. Polyphenols Flavonoides Flavonols Tanins totaux
Extraits totaux totaux
(Mg EAG/mg) (Mg EQ/mg) (g EQ/mg) (Mg EAT/mg)
P 543.43+4.33 ¢ 69.33+9.57 ° 15.22+0.56 ° 88.62+4.48 2
DP 643.3+9.96 ° 78.97+9.97 P 31.32+1.79 2 96.6+13.65 2
AP 753.89+22.07 @ 70.64+2.99 8.72+0.22 ¢ 107.66+3.03 2
BP 677.55+27.39 ° 93.48+3.7 2 21.8440 P 106.95+0.4 @

P: extrait éthanolique 70%, DP: extrait d'éther diéthylique, AP: extrait d'acétate d'éthyle, BP: extrait
butanolique. pg EAG/mg: microgramme équivalent acide gallique/milligramme d’extrait, pg EQ/mg:
microgramme équivalent quercétine/milligramme d’extrait, pg EAT/mg: microgramme équivalent acide
tannique/milligramme d’extrait. Chaque valeur est exprimée en moyenne + SD (n=3). Les valeurs désignées
avec les mémes lettres dans la méme colonne indiquent que la différence n'est pas significative (P>0.05).

Pour les feuilles d'O. europaea (tableau 07), I'étude quantitative des polyphénols
totaux a permis d'estimer des concentrations de 118.47 + 17.66, 423.04 + 32.15,
745.13 + 21.73 et 180.95 + 0.98 pug EAG/mg d'extrait pour les extraits (O), (DO), (AO) et
(BO), respectivement. L'analyse statistique a révélé que l'extrait d'acétate d’éthyle présente
un taux significativement élevé (P<0.05) par rapport aux autres extraits de la méme plante.
En ce qui concerne les teneurs en flavonoides et en flavonols, elles sont de 24.95 + 2.82 et
10.97 + 1.49 pg EQ/mg d'extrait pour (O), 49.69 + 4.07 et 21.71 + 1.49 ug EQ/mg d'extrait
pour (DO), 43.28 + 3.33 et 19.93 + 1.87 ug EQ/mg d'extrait pour (AO), et 54.66 + 2.96 et
27.73 £ 1.82 ug EQ/mg d'extrait pour (BO). Les teneurs les plus élevées en flavonoides et
en flavonols ont été trouvées dans I'extrait butanolique.
La concentration en tanins a été estimée & 65.59 + 11.96, 82.61 £+ 2.21, 78.57 + 8.89 et
80.79 £ 4.29 ug EAT/mg dextrait pour (O), (DO), (AO) et (BO), respectivement.
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En notant que I'extrait (DO) a montré la concentration la plus élevée, aucune différence

significative n'a été détectée entre les extraits d'O. europaea.

Tableau 7. Teneur en polyphénols, flavonoides, flavonols et tanins totaux des extraits de

feuilles d'Olea europaea

Extraits PO%?QSQOIS Flat\:)c:;]&l(des Flavonols Tanins totaux
(Mg EAG/mg) (Mg EQ/mg) (Mg EQ/mg) (Mg EAT/mg)
0 118.47+17.66 ° 24.95+2.82 ¢ 10.97+1.49 ¢ 65.59+11.96 °
DO 423.04+32.15° 49.69+4.07 @ 21.71+1.49° 82.61+2.21°
AO 745.13+21.73 ° 43.28+3.33" 19.93+1.87° 78.57+8.89 2
BO 180.95+0.98 © 54.66+2.96 2 27.73+1.82° 80.79+4.29 2

O: extrait éthanolique 70%, DO: extrait d'éther diéthylique, AO: extrait d'acétate d'éthyle, BO: extrait
butanolique. pg EAG/mg: microgramme équivalent acide gallique/milligramme d’extrait, pg EQ/mg:
microgramme équivalent quercétine/milligramme d’extrait, pg EAT/mg: microgramme équivalent acide
tannique/milligramme d’extrait. Chaque valeur est exprimée en moyenne + SD (n=3). Les valeurs désignées
avec les mémes lettres dans la méme colonne indiquent que la différence n'est pas significative (P>0.05).

1. 2. Les Activités antioxydantes in vitro

Pour évaluer l'activité antioxydante des extraits des pelures de P. granatum et des
feuilles d'O. europaea, cing méthodes ont été testées dans la présente étude. Les valeurs
dans ces tests sont déterminées graphiquement a partir de la courbe réalisée en fonction des
concentrations des extraits et leurs pourcentages d’inhibition respectifs pour Clsoe (la
concentration inhibant 50% de radicaux libres) et en fonction des concentrations des
extraits et leurs absorbances respectives pour Caos (la concentration indiquant une
absorbance de 0.5). Nous avons remarqué que le taux d'inhibition ou de réduction

augmente avec l'augmentation des concentrations des extraits.

1. 2. 1. Test de piégeage du radical DPPH*

Les pourcentages d’inhibition du DPPH" en fonction des différentes concentrations
des extraits de pelures de P. granatum sont présentés dans la figure 21 (A) et ceux des
extraits de feuilles d'O. europaea sont illustrés dans la figure 21 (B).

A la concentration 12.5 pg/mL, le pourcentage d’inhibition varie de 72.07 + 4.22 &
86.64 £ 0.65 % pour les extraits de P. granatum et de 19.48 + 1.83 a4 62.32 + 1.01 % pour
les extraits d'O. europaea. Nous avons remarqué que les extraits d'O. europaea ont montré

une activité antiradicalaire plus faible par rapport aux extraits de P. granatum.
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Figure 21. Pourcentages d'inhibition du radical DPPH" par les extraits de pelures de
Punica granatum (A) et de feuilles d'Olea europaea (B)
P: extrait éthanolique 70% des pelures de P. granatum, DP: extrait d'éther diéthylique des pelures de P.
granatum, AP: extrait d'acétate d'éthyle des pelures de P. granatum, BP: extrait butanolique des pelures de P.
granatum, O: extrait éthanolique 70% des feuilles d'O. europaea, DO: extrait d'éther diéthylique des feuilles

d'O. europaea, AO: extrait d'acétate d'éthyle des feuilles d'O. europaea, BO: extrait butanolique des feuilles
d'O. europaea. Chaque valeur est exprimée en moyenne = SD (n=3).

Les fractions de P. granatum évaluées, (DP) (Clso%: 3.36 £ 0.11 pg/mL), (AP)
(Clsoo: 3.69 £ 0.11 pg/mL) et (BP) (Clsow: 4.07 £0.08 pg/mL) (figure 22 (A)), ont montré
une activité antiradicalaire puissante vis-a-vis du radical. Cette efficacité était significative
a P<0.05 par rapport a celle exprimée par I'extrait éthanolique 70 % (Clso%: 7.96 + 0.68
pg/mL) et I'antioxydant standard trolox (Clsos : 5.12 £ 0.21 pg/mL). Nous avons noté aussi
que les fractions (AP) et (BP) n'ont pas présenté de signification en comparant avec l'acide
ascorbique (Clsos: 4.39 £ 0.01 pg/mL).

Les extraits d'O. europaea évalués ont présenté une activité antiradicalaire
significativement inferieure par rapport a celle du trolox et de I'acide ascorbique (figure 22
(B)), sachant gu'ils ont enregistré des variations significatives (P<0.05) entre eux méme.
Les extraits sont dans 1’ordre de puissance suivant: DO (Clso%: 9.31 + 0.44 pg/mL) > AO
(Clsoo: 14.96 £ 0.39 pg/mL) > BO (Clsow: 34.45 + 0.48 pg/mL) > O (Clsos: 49.78 + 0.38
pg/mL).
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Figure 22. Activite antiradicalaire des extraits de pelures de Punica granatum (A) et de
feuilles d'Olea europaea (B) vis-a-vis du radical DPPH"
P: extrait éthanolique 70% des pelures de P. granatum, DP: extrait d'éther diéthylique des pelures de P.
granatum, AP: extrait d'acétate d'éthyle des pelures de P. granatum, BP: extrait butanolique des pelures de P.
granatum, O: extrait éthanolique 70% des feuilles d'O. europaea, DO: extrait d'éther diéthylique des feuilles
d'O. europaea, AO: extrait d'acétate d'éthyle des feuilles d'O. europaea, BO: extrait butanolique des feuilles

d'O. europaea. Chaque valeur est exprimée en moyenne = SD (n=3). Clsos: concentration inhibant 50% des
radicaux. Les colonnes ayant des lettres différentes sont statistiquement différentes (P<0.05).

1. 2. 2. Test de piégeage du radical ABTS™

Dans la présente étude, le pourcentage de piégeage du radical ABTS™ a la
concentration 25 pg/mL (figure 23) varie de 89.91 + 0.51 a 94.01 + 0.14 % pour les
extraits de pelures de la grenade et de 58.76 + 0.00 a 93.00 + 0.26 % pour les extraits de

feuilles de l'olivier.
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Figure 23. Pourcentages d'inhibition du radical ABTS™" par les extraits de pelures de
Punica granatum (A) et de feuilles d'Olea europaea (B)
P: extrait éthanolique 70% des pelures de P. granatum, DP: extrait d'éther diéthylique des pelures de P.
granatum, AP: extrait d'acétate d'éthyle des pelures de P. granatum, BP: extrait butanolique des pelures de P.
granatum, O: extrait éthanolique 70% des feuilles d'O. europaea, DO: extrait d'éther diéthylique des feuilles

d'O. europaea, AO: extrait d'acétate d'éthyle des feuilles d'O. europaea, BO: extrait butanolique des feuilles
d'O. europaea. Chaque valeur est exprimée en moyenne = SD (n=3).

Les resultats révelent que les extraits de P. granatum ont présenté une excellente
activité de piégeage du radical ABTS™ avec des Clsoy de 1.26 + 0.04 pg/mL pour (AP),
1.46 £ 0.10 pg/mL pour (DP), 1.51 £ 0.08 pg/mL pour (BP) et 1.60 + 0.19 pg/mL pour (P)
(figure 24 (A)), cette activité est significativement supérieure (P<0.05) par rapport a celle
des standards qui ont montré des valeurs de 3.04 + 0.05 pg/mL pour l'acide ascorbique et
de 3.21 £ 0.06 pug/mL pour le trolox.

En ce qui concerne lactivité des extraits d'O. europaea (figure 24 (B)), des
différences significatives ont été observées a P<0.05. Les extraits (DO), (AO), (BO) et (O)
ont présenté des Clsos de 6.89 + 0.39, 8.22 + 0.22, 10.80 £ 0.43 et 20.91 + 0.32 pg/mL,
respectivement. Bien que ces extraits montrent une activité efficiente de piégeage du

radical ABTS™, celle-ci reste significativement inférieure par rapport aux standards.

65



Résultats et discussion

4- . 23] B
ab }-J.-C §%\_§; - =
2=\ =I=SNZZ
2 & @6’@@?& © Qp&{aﬁ- I

Figure 24. Activiteé antiradicalaire des extraits de pelures de Punica granatum (A) et de
feuilles d'Olea europaea (B) vis-a-vis du radical ABTS™
P: extrait éthanolique 70% des pelures de P. granatum, DP: extrait d'éther diéthylique des pelures de P.
granatum, AP: extrait d'acétate d'éthyle des pelures de P. granatum, BP: extrait butanolique des pelures de P.
granatum, O: extrait éthanolique 70% des feuilles d'O. europaea, DO: extrait d'éther diéthylique des feuilles
d'O. europaea, AO: extrait d'acétate d'éthyle des feuilles d'O. europaea, BO: extrait butanolique des feuilles

d'O. europaea. Chaque valeur est exprimée en moyenne = SD (n=3). Clsos: concentration inhibant 50% des
radicaux. Les colonnes ayant des lettres différentes sont statistiquement différentes (P<0.05).

1. 2. 3. Test de capacité de réduction du cuivre (CUPRAC)

Dans ce travail, le taux de réduction du cuivre augmente avec la concentration des
extraits (figure 25). A la concentration 25 pg/mL, les extraits de P. granatum ont présenté
des absorbances comprises entre 1.25 + 0.02 et 2.28 + 0.06, et a la concentration
100 pg/mL, les extraits d'O. europaea ont présenté des absorbances comprises entre
1.25+0.25 et 3.16 + 0.09.
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Figure 25. Variation des absorbances en fonction des concentrations des extraits de
pelures de Punica granatum (A) et de feuilles d'Olea europaea (B) dans le test du
CUPRAC
P: extrait éthanolique 70% des pelures de P. granatum, DP: extrait d'éther diéthylique des pelures de P.
granatum, AP: extrait d'acétate d'éthyle des pelures de P. granatum, BP: extrait butanolique des pelures de P.
granatum, O: extrait éthanolique 70% des feuilles d'O. europaea, DO: extrait d'éther diéthylique des feuilles

d'O. europaea, AO: extrait d'acétate d'éthyle des feuilles d'O. europaea, BO: extrait butanolique des feuilles
d'O. europaea. Chaque valeur est exprimée en moyenne = SD (n=3).

La figure 26 (A) présente les Caos des extraits des pelures. L'extrait (AP) (Caos :
2.59 £ 0.20 pg/mL) a montré une capacité de réduction significativement forte suivi par les
extraits (DP) (Caos: 3.62 £ 0.36 pg/mL), (BP) (Caos: 4.33 £ 0.22 pg/mL) et (P) (Caos:
6.02 £ 0.20 pg/mL). En outre, l'activité des extraits de P. granatum est significativement
supérieure en comparaison avec celle du trolox (Caos: 8.69 + 0.14 pg/mL) et de l'acide
ascorbique (Caos: 8.31 £ 0.15 pg/mL) (P<0.05).

Pour les extraits d'O. europaea (figure 26 (B)), (DO) (Caos: 8.97 £ 0.62 ug/mL) et
(AO) (Caos: 9.97 £ 0.95 pg/mL) ont marqué une bonne activité de réduction du cuivre,
sans différence significative par rapport aux standards ; par contre, les extraits (BO) (Caos:
22.18 £ 1.43 pg/mL) et (O) (Caos: 26.91 £ 2.19 pg/mL) ont significativement démontré

I'activité la plus faible.
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Figure 26. Les Caos des extraits de pelures de Punica granatum (A) et de feuilles d'Olea
europaea (B) dans le test CUPRAC
P: extrait éthanolique 70% des pelures de P. granatum, DP: extrait d'éther diéthylique des pelures de P.
granatum, AP: extrait d'acétate d'éthyle des pelures de P. granatum, BP: extrait butanolique des pelures de P.
granatum, O: extrait éthanolique 70% des feuilles d'O. europaea, DO: extrait d'éther diéthylique des feuilles
d'O. europaea, AO: extrait d'acétate d'éthyle des feuilles d'O. europaea, BO: extrait butanolique des feuilles

d'O. europaea. Chaque valeur est exprimée en moyenne + SD (n=3). Caos: concentration indiquant une
absorbance de 0.5. Les colonnes ayant des lettres différentes sont statistiquement différentes (P<0.05).

1. 2. 4. Test de la phénanthroline

Pour le test de la phénanthroline, le taux de réduction du fer (figure 27) varie de
0.81 £ 0.02 a1.16 £ 0.06, a la concentration 6.25 pug/mL, pour les extraits de P. granatum
et de 0.89 £ 0.08 a 2.50 £ 0.10, a la concentration 100 pg/mL, pour les extraits d'O.
europaea.
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Figure 27. Variation des absorbances en fonction des concentrations des extraits de
pelures de Punica granatum (A) et de feuilles d'Olea europaea (B) dans le test de la
phenanthroline
P: extrait éthanolique 70% des pelures de P. granatum, DP: extrait d'éther diéthylique des pelures de P.
granatum, AP: extrait d'acétate d'éthyle des pelures de P. granatum, BP: extrait butanolique des pelures de P.
granatum, O: extrait éthanolique 70% des feuilles d'O. europaea, DO: extrait d'éther diéthylique des feuilles

d'O. europaea, AO: extrait d'acétate d'éthyle des feuilles d'O. europaea, BO: extrait butanolique des feuilles
d'O. europaea. Chaque valeur est exprimée en moyenne = SD (n=3).

Les extraits de P. granatum (figure 28 (A)) ont présenté une forte activité en
réduisant le fer. L'extrait (DP) est significativement plus puissant (P<0.05) par rapport aux
autres extraits de la méme plante, au trolox (Caos: 5.21 = 0.27 pg/mL) et a l'acide
ascorbique (Caos: 3.08 + 0.02 pg/mL) montrant une Cags de 1.04 £ 0.10 pg/mL. L’ordre
de l'activité des extraits est le suivant : DP > AP (Caos: 1.78 £ 0.08 pg/mL) > BP (Caos:
1.88 £ 0.20 pg/mL) > P (Caos: 2.71 £ 0.06 pg/mL). Nous notons que l'efficacité de I'extrait
(P) ne présente pas de différence significative en comparaison avec celle de l'acide
ascorbique.

Quant aux extraits d'O. europaea (figure 28 (B)), les valeurs de Caos sont
9.29 + 1.07 pg/mL pour (AO), 12.76 = 1.17 pg/mL pour (DO), 16.34 + 1.08 pg/mL pour
(BO) et 34.18 + 4.13 pg/mL pour (O). Les résultats des extraits ont montré une activité
significativement inferieure par rapport aux standards, a l'exception de I'extrait (AO) qui

n'a pas présenté de différence significative en comparaison avec le trolox.
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Figure 28. Les Caos des extraits de pelures de Punica granatum (A) et de feuilles d'Olea
europaea (B) dans le test de la phenanthroline
P: extrait éthanolique 70% des pelures de P. granatum, DP: extrait d'éther diéthylique des pelures de P.
granatum, AP: extrait d'acétate d'éthyle des pelures de P. granatum, BP: extrait butanolique des pelures de P.
granatum, O: extrait éthanolique 70% des feuilles d'O. europaea, DO: extrait d'éther diéthylique des feuilles
d'O. europaea, AO: extrait d'acétate d'éthyle des feuilles d'O. europaea, BO: extrait butanolique des feuilles

d'O. europaea. Chaque valeur est exprimée en moyenne + SD (n=3). Caos: concentration indiquant une
absorbance de 0.5. Les colonnes ayant des lettres différentes sont statistiquement différentes (P<0.05).

1. 2. 5. Test du pouvoir réducteur

Les absorbances mesurées lors de la réduction du complexe ferricyanure de
potassium (Fe®*") en complexe ferrocyanure de potassium (Fe?*) sont illustrées dans la
figure 29. A la concentration 25 pg/mL, les absorbances des extraits de P. granatum
varient de 0.79 + 0.18 a 1.48 £ 0.10, tandis que, a la concentration 100 pg/mL, celles des
extraits d'O. europaea varient de 0.63 + 0.11 a 1.23 £ 0.27.
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Figure 29. Variation des absorbances en fonction des concentrations des extraits de
pelures de Punica granatum (A) et de feuilles d'Olea europaea (B) dans le test du pouvoir
réducteur
P: extrait éthanolique 70% des pelures de P. granatum, DP: extrait d'éther diéthylique des pelures de P.
granatum, AP: extrait d'acétate d'éthyle des pelures de P. granatum, BP: extrait butanolique des pelures de P.
granatum, O: extrait éthanolique 70% des feuilles d'O. europaea, DO: extrait d'éther diéthylique des feuilles

d'O. europaea, AO: extrait d'acétate d'éthyle des feuilles d'O. europaea, BO: extrait butanolique des feuilles
d'O. europaea. Chaque valeur est exprimée en moyenne = SD (n=3).

L'extrait (P) (Caos: 11.87 + 3.66 pg/mL) de P. granatum a montré un pouvoir
réducteur significativement faible en comparaison avec (AP) (Caos: 3.41 + 0.09 pg/mL),
(DP) (Caos: 4.14 £ 0.32 pg/mL), (BP) (Caos: 4.29 £ 0.29 pg/mL), le trolox (Caos:
5.25 £ 0.20 pg/mL) et I'acide ascorbique (Caos: 3.62 + 0.29 pg/mL) (figure 30 (A)).

Concernant les extraits d'O. europaea, (AO) (Caos: 16.22 £ 1.88 pg/mL) et (DO)
(Caos: 20.63 £ 2.59 pg/mL) ont présenté un pouvoir réducteur puissant, sans différence
significative par rapport au trolox et a I'acide ascorbique. En revanche, les extraits (BO)
(Caos: 39.27 £ 5.02 pg/mL) et (O) (Caos: 76.08 £ 16.89 pg/mL) ont montré le pouvoir
réducteur le plus faible (figure 30 (B)).
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Figure 30. Les Caosdu pouvoir réducteur des extraits de pelures de Punica granatum (A)
et de feuilles d'Olea europaea (B)
P: extrait éthanolique 70% des pelures de P. granatum, DP: extrait d'éther diéthylique des pelures de P.
granatum, AP: extrait d'acétate d'éthyle des pelures de P. granatum, BP: extrait butanolique des pelures de P.
granatum, O: extrait éthanolique 70% des feuilles d'O. europaea, DO: extrait d'éther diéthylique des feuilles
d'O. europaea, AO: extrait d'acétate d'éthyle des feuilles d'O. europaea, BO: extrait butanolique des feuilles

d'O. europaea. Chaque valeur est exprimée en moyenne + SD (n=3). Caos. concentration indiquant une
absorbance de 0.5. Les colonnes ayant des lettres différentes sont statistiquement différentes (P<0.05).

1. 3. Activité anti-Alzheimer in vitro

Les résultats de l'activité anti-Alzheimer in vitro des extraits de pelures de la
grenade et de feuilles de I'olivier sont indiqués dans les tableaux 08 et 09.

Les fractions de l'extrait éthanolique 70% des pelures de P. granatum ont montré
une activité anti-acétylcholinestérase puissante. L'extrait d'acétate d'éthyle est
significativement le plus puissant suivi par (DP) puis (BP) avec des valeurs de
76.51 + 3.32, 114.86 + 13.66 et 150.17 + 5.00 pug/mL, respectivement (tableau 08).

Les mémes extraits ont également montré une activité anti-butyrylcholinestérase efficace
avec des valeurs de 119.15 + 5.87, 143.30 + 24.18 et 147.00 £ 10.41 pg/mL pour (BP),
(AP) et (DP), respectivement. Nous avons remarqué que les fractions (DP) et (AP) sont
plus actives comme des agents anti-AChE que des agents anti-BChE, et l'inverse pour
(BP). Malgré leur bonne activité, ces fractions restent significativement moins éfficaces
que la galantamine.

Pour l'extrait (P), il a inhibé seulement 44.21 + 2.71 % d’AChE et 14.02 + 5.28 % de
BCHhE a la concentration 200 pg/mL.
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Tableau 8. Activité anticholinestérase in vitro des extraits des pelures de Punica granatum

Test anti-AChE Test anti-BChE
Extraits Yo (Ziol()nl:gl;:ltllzn a Clsose (Lg/mL) Z3 gﬂl;lzg;:::ﬁn a Clsoss (Lg/mL)
P 44.21+2.71 >200 14.0245.28 >200
DP 68.92+4.15 114.86+13.66 ¢ 56.37+5.13 147.00+10.41°
AP 62.97+3.64 76.51+3.32 P 62.15+5.17 143.30+24.18 °
BP 62.16+2.98 150.17+5.00 ° 67.81+2.65 119.1545.87 °
Galantamine! 94.77 £0.34 6.27+1.152 78.95+ 0.58 34.75+1.99 @

P: extrait éthanolique 70%, DP: extrait d'éther diéthylique, AP: extrait d'acétate d'éthyle, BP: extrait
butanolique. AChE: acétylcholinestérse, BChE: butyrylcholinestérase. ': composé standard. Clsoy:
concentration inhibant 50% de I'enzyme. Chaque valeur est exprimée en moyenne + SD (n=3). Les Clsoy
dans la méme colonne ayant des lettres différentes sont statistiquement différentes (P<0.05).

Au sujet d'O. europaea (tableau 09), tous les extraits ont montré une activité
anticholinestérasique faible (Clsos > 200 pg/mL) a I'exception de l'extrait (DO), qui a
démontré une excellente activité vis-a-vis de la butyrylcholinestérase présentant une valeur
de 85.92 + 7.80 pg/mL, sachant que son activité reste significativement faible par rapport a

la galantamine.

Tableau 9. Activité anticholinestérase in vitro des extraits des feuilles d'Olea europaea

Test anti-AChE Test anti-BChE
. o T i . YR TR TRV

Extraits %o (Ziolonll:gl;:llzn a Clsose (Lg/mL) %o gogllli:gl;::zn a Clsose (Lig/mL)
0] - >200 37.95+17.86 >200

DO 44,93+2.60 >200 74.39+£7.02 85.92+7.80 °
AO 13.78+17.11 >200 39.33+9.17 >200

BO - >200 - >200
Galantamine! 94.77 £0.34 6.27+1.15 78.95+ 0.58 34.75+1.99 @

O: extrait éthanolique 70%, DO: extrait d'éther diéthylique, AO: extrait d'acétate d'éthyle, BO: extrait

butanolique. AChE: acétylcholinestérse, BChE: butyrylcholinestérase. : composé standard. - :

inactif.

Clsos: concentration inhibant 50% de I'enzyme. Chaque valeur est exprimée en moyenne + SD (n=3). Les
Clsos dans la méme colonne ayant des lettres différentes sont statistiquement différentes (P<0.05).
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1. 4. Activité antibactérienne in vitro

1. 4. 1. Méthode de diffusion sur milieu gélosé

Les extraits des pelures de Punica granatum et des feuilles d'Olea europaea ont été
testés contre des bactéries a Gram positif et autres a Gram négatif: Staphylococcus aureus
(ATCC 25923), Bacillus cereus (ATCC 10876), Escherichia coli (ATCC 25922) et
Pseudomenas aeruginosa (ATCC 27853) (annexe 01).

L'activité antibactérienne des extraits a été déterminée en mesurant le diamétre de

la zone d'inhibition en millimétre autour des disques. Les résultats de la présente étude sont
indiqués dans les tableaux 10 et 11.
Le diametre de la zone d'inhibition varie d'un extrait a l'autre et d’une bactérie a l'autre.
Toutes les souches testées se sont révélées sensibles aux contrdles positifs (céfoxitine
30 pg/disque et céfazoline 30 pg/disque), tandis que les contrbles négatifs (EtOH 96% et
H20) n‘ont montré aucun effet sur I'ensemble des bactéries testees.

Il est important de signaler que les extraits des deux plantes sont plus puissants vis-
a-vis les bactéries Gram positives par rapport aux bactéries Gram négatives.

Pour les extraits de Punica granatum (tableau 10), P. aeruginosa a démontré une
résistance face aux différents extraits a l'exception de I'extrait butanolique, qui a montré
une zone de sensibilité de 21.5 £ 0.70 mm, présentant une différence significative au seuil
de 5% en comparaison avec CX30 et CZ30.

E. coli a montré une résistance face aux extraits (AP) et (BP), par contre, cette
bactérie est sensible vis-a-vis les extraits (P) et (DP), bien que cette sensibilité reste faible
par rapport a celle observée face aux antibiotiques testés.

Les souches a Gram positif étaient sensibles contre tous les extraits de pelures,
sachant que B. cereus était plus résistante que S. aureus, avec des diamétres de zones
d'inhibition compris entre 13.00 et 17.50 £ 0.70 mm pour le premier germe et entre
20.5 £ 0.70 et 25 mm pour le deuxiéme germe. Par rapport aux extraits et aux
antibiotiques, (AP) s'est révelé étre significativement le plus puissant contre S. aureus,
exercant une zone d'inhibition de 25.00 mm. De plus, bien que l'extrait (P) soit
significativement le plus fort contre B. cereus par rapport aux autres extraits, avec une zone
d'inhibition de 17.50 + 0.70 mm, son activité demeure inferieure & celle des contréles
positifs (tableau 10).
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Tableau 10. Activité antibactérienne des extraits de pelures de Punica granatum

Diameétre de la zone d’inhibition (mm)
Germes

. E. coli P. aeruginosa B. cereus S. aureus

Echantillons
(ATCC 25922) (ATCC 27853) (ATCC 10876) | (ATCC 25923)

P 16.50+0.70 - 17.50+0.70 ¢ 21.50+0.70 ¢
DP 13.00+0.00 © - 14.50+0.70 ¢ 20.50+0.70
AP - - 13.50+0.70 © 25.00+0.00 2
BP - 21.50+0.70 2 13.00+0.00 © 23.00+1.41°
CX30! 19.0040.00 2 21.00+0.00 ° 20.00+0.00 ° 21.00+0.00 «
Ccz30! 19.0040.00 2 21.00+0.00 ° 38.00+0.00 2 20.00+0.00 ©
H,0? - - - -
EtOH 96%° |- - - -

P: extrait éthanolique 70%, DP: extrait d'éther diéthylique, AP: extrait d'acétate d'éthyle, BP: extrait
butanolique.l: Antibiotiques testés, CX30: Cefoxitin (30 pg/disque); CZ30: Cefazolin (30 pg/disque). %
Controles négatifs. -: Pas de zone d'inhibition. Dans la méme colonne, les valeurs désignées avec les mémes
lettres indiquent que la différence n'est pas significative (P>0.05).

Pour les extraits d'Olea europaea (tableau 11), (O), (DO), (AO) et (BO) n'ont
révélé aucune activité contre la bactérie Gram négative P. aeruginosa. Cependant,
seulement l'extrait (BO) a exercé une zone d'inhibition de 9.00 £ 1.41 mm contre E. coli,
bien que cette activité soit significativement faible par rapport a CX30 et a CZ30 (P<0.05).

La bactérie S. aureus a démontré une résistance aux extraits (O) et (AO), tout en
étant sensible aux extraits (DO) (19.00 mm) et (BO) (11.50 £ 0.70 mm), sachant que cette
sensibilité reste significativement faible par rapport aux antibiotiques testés (P<0.05).

A propos de l'activité contre B. cereus, l'extrait (DO) a montré l'effet le plus
remarquable avec une zone d'inhibition de 14.50 + 2.12 mm ; en comparaison avec CX30

et CZ30, cet effet reste significativement faible a P<0.05.
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Tableau 11. Activité antibactérienne des extraits de feuilles d'Olea europaea

Diameétre de la zone d’inhibition (mm)
Germes
. E. coli P. aeruginosa B. cereus S. aureus
Echantillons
(ATCC 25922) | (ATCC 27853) (ATCC 10876) (ATCC 25923)

0 - - 9.00+0.00 ¢ -
DO - - 14.50+2.12 ¢ 19.00+0.00 ©
AO - - 9.00+0.00 ¢ -
BO 9.00+1.41° - 9.50+2.12 ¢ 11.50+0.70 ¢
CX30! 19.0040.00 2 21.00+0.00 20.00+0.00 ° 21.00+£0.00 2
Ccz30! 19.0040.00 2 21.00+0.00 38.00+0.00 # 20.00+0.00 °
H,0? - - - -
EtOH 96%° |- - - -

O: extrait éthanolique 70%, DO: extrait d'éther diéthylique, AO: extrait d'acétate d'éthyle, BO: extrait
butanolique. *: Antibiotiques testés, CX30: Cefoxitin (30 pg/disque); CZ30: Cefazolin (30 pg/disque). 2
Contro6les négatifs. - : Pas de zone d'inhibition. Dans la méme colonne, les valeurs désignées avec les mémes
lettres indiquent que la différence n'est pas significative (P>0.05).

1. 4. 2. Méthode de la micro-dilution

Daprés les résultats obtenus, l'activité antibactérienne des extraits contre les
souches testées a montré différentes valeurs de CMI et de CMB (tableau 12).

Pour E. coli, les extraits de P. granatum n'ont pas démontré d'effet bactéricide aux
concentrations testées, par contre, (DP) a montré la meilleure concentration inhibitrice
(12.50 mg/mL) contre cette souche. D'autre part, I'extrait (BO) des feuilles d'O. europaea
n'a présenté aucun effet inhibiteur a la concentration 100 mg/mL.

La CMI et la CMB présentées par l'extrait (BP) contre P. aeruginosa étaient
respectivement de 3.12 et 100 mg/mL.

Pour B. cereus, parmi les extraits de P. granatum, I'extrait (AP) a présenté la
meilleure concentration minimale inhibitrice (0.39 mg/mL) et la meilleure concentration
minimale bactéricide (25 mg/mL). En revanche, parmi les extraits d'O. europaea, I'extrait
(BO) a montré le meilleur effet bactériostatique (12.50 mg/mL) et I'extrait (DO) a montré
le meilleur effet bactéricide (50 mg/mL).

Concernant S. aureus, l'extrait (DP) du P. granatum a présenté la meilleure activité
inhibitrice et bactéricide a une concentration de 1.56 mg/mL, de l'autre c6té, I'extrait (DO)
d'O. europaea a présenté le meilleur effet bactériostatique et bactéricide a une

concentration de 50 mg/mL.
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Tableau 12. Les valeurs de la CMI et de la CMB des extraits de pelures de Punica

granatum et de feuilles d'Olea europaea

Extraits CMI et CMB E. coli P. aeruginosa B. cereus S. aureus
(mg/mL) (ATCC 25922) | (ATCC 27853) | (ATCC 10876) | (ATCC 25923)
P CMI 50 nt 6.25 25
CMB >100 nt 50 >100
DP CMI 12.50 nt 3.12 1.56
CMB >100 nt >100 1.56
AP CMI nt nt 0.39 12.50
CMB nt nt 25 50
B8P CMI nt 3.12 1.56 12.50
CMB nt 100 50 100
CMI nt nt >100 nt
© CMB nt nt nt nt
CMI nt nt 25 50
DO CMB nt nt 50 50
CMI nt nt 100 nt
AO CMB nt nt >100 nt
BO CMI >100 nt 12.50 >100
CMB nt nt >100 nt

nt: non testé, CMB: concentration minimale bactéricide, CMI: concentration minimale inhibitrice.

1. 5. Activité anticoccidienne in vivo

1. 5. 1. Identification des espéces d'Eimeria

Durant la propagation, les matiéres fécales des poulets étaient caractérisées par une
diarrhée sanguinolente. Lors de l'autopsie, I'observation macroscopique des ceeca récupérés
(figure 31) des différentes propagations révele des lésions sévéres indiquant des scores
Iésionnels de +3 et +4 avec des parois cecales distendues et un contenu remplacé par du
sang liquide, du sang coagulé ou du matériel nécrotique caséeux, ces lésions sont

impérativement causées par E. tenella.
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Figure 31. Cca infectés (Photos prises par Chaabna)

Pour confirmer I'espece principale d'Eimeria, responsable de la coccidiose aviaire,
présente dans I'échantillon expérimental de cette étude, nous avons procedé a une
identification morpho-métrique. La longueur et la largeur de 197 oocystes sporulés
sélectionnés au hasard ont été mesurées, et les rapports longueur/largeur ont été calculés
(annexe 02). Les tailles et les rapports des oocystes ont été comparés avec les mesures
établies auparavant (c¢f. Tableau 04. Taille des oocystes d’Eimeria sp.).

D'apreés les calculs, nous avons pu identifier la présence de cing espéces a des pourcentages
variés dont Eimeria tenella, I'espece dominante, a marqué le pourcentage le plus élevé avec
83.24 % (figure 32).
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Figure 32. Pourcentages des especes d'Eimeria présentes dans I'échantillon étudié

1. 5. 2. Parametres cliniques
1. 5. 2. 1. Signes cliniques

Les signes cliniques de la coccidiose aviaire caecale sont exprimés dans les groupes
(D, (P1), (P2), (P3), (O1), (02) et (O3) a partir du 5° jour post infection, correspondant au
19° jour d’age. Les signes observés sont : des plumes ébouriffées, abattement, fatigue, une
apparence léthargique et somnolente, des crétes péales, plus le signe caractéristique de la
coccidiose cecale : la diarrhée sanguinolente (figure 33).
La gravité des symptdmes était variable d'un groupe a l'autre, le groupe infecté non traité
() et le groupe (P3) étaient les plus touchés. En revanche, les signes cliniques étaient
moins apparents chez les poussins du groupe (P2), traités avec 800 mg de I'extrait de P.
granatum/kg d'aliment, par rapport aux autres groupes expérimentaux (I, P1, P3, O1, O2 et
03). Leurs matiéres fécales n'étaient ni trop diarrhéiques ni trop sanguinolentes. De plus,
nous avons remarqué gue les poussins recevant du diclazuril n‘'ont montré aucun des signes

cliniques cités au dessus.
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Figure 33. Signes cliniques de la coccidiose cecale durant I'expérience (Photos prises par
Chaabna)

1.5. 2. 2. Mortalité

Les pourcentages de mortalité enregistrés du 14° jour d'age, correspondant au jour
de l'infection, jusqu'au 35° jour d'dge, correspondant au 21° jour post infection, sont
indiqués dans le tableau 13.

A T’issue de ces résultats, nous avons constaté qu'aucune mortalité n'a été détectée
dans les groupes (C), (D), (P1), (P2), (O1) et (02). En revanche, le taux de mortalité le
plus élevé, 25%, a été observé dans le groupe (P3), traité avec la poudre des pelures de P.
granatum, suivi par les groupes infecté non traité et infecté traité avec la poudre des

feuilles d'O. europaea, qui ont présenté chacun un taux de 11.11 %.
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Tableau 13. Pourcentage de mortalité durant la période post infection

Groupes
C | D P1 P2 P3 o1 02 03
Nombre de sujets morts 0 1 0 0 0 2 0 0 1
Taux de mortalité (%) 0 |11.11( O 0 0 25 0 0 |[11.11

(C): non infecté non traité ; (1): infecté non traité ; (D): infecté traité avec diclazuril ; (P1): infecté traité avec
400 mg de l'extrait éthanolique 70% de P. granatum/kg d'aliment ; (P2): infecté traité avec 800 mg de
I'extrait éthanolique 70% de P. granatum/kg d'aliment ; (P3): infecté traité avec 4 g de poudre de P.
granatum/kg daliment ; (O1): infecté traité avec 400 mg de I'extrait éthanolique 70% d'O. europaea/kg
d'aliment ; (O2): infecté traité avec 800 mg de I'extrait éthanolique 70% d'O. europaea/kg d'aliment ; (O3):
infecté traité avec 4 g de poudre d'O. europaea/kg d'aliment.

1. 5. 3. Paramétres zootechniques
1. 5. 3. 1. Croissance pondérale

La figure 34 presente les pesées effectuées aux 1°, 7°, 14° 21° 28° et 35° jours
d’age des poussins.

Au 21° jour d’age (7° J.P.1.), seulement le poids moyen du groupe traité avec la
poudre de P. granatum (553.62 + 44.77 g) était significativement inferieur par rapport a
celui du groupe (C).

Au 35° jour d’age (21° J.P.1.), parmi les groupes infectés traités avec P. granatum
(figure 34 (A)), le groupe (P2) a présenté la meilleure moyenne pondérale, parvenant
1752.66 + 113.94 g. De l'autre coté, le groupe (O1) a présenté la meilleure moyenne
pondérale par rapport a celle des groupes infectés traités avec O. europaea (figure 34 (B)),
avec une valeur de 1721.33 £ 52.44 g.

Il convient de noter que le poids moyen le plus faible, au 21° jour post infection, a
été enregistré chez les poussins du groupe infecté non traité montrant une valeur de
12545 + 170.50 g, et que le groupe non infecté non traité a enregistré un poids moyen de
1735.33 = 94.04 g, inferieur par rapport a celui du groupe (P2). Aucune différence

significative n’a été détectée entre les groupes expérimentés.
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Figure 34. Croissance pondérale du 1°" au 35° jour d’age des poussins des groupes traités
avec Punica granatum (A) et des groupes traités avec Olea europaea (B)
(C): non infecté non traité ; (1): infecté non traité ; (D): infecté traité avec diclazuril ; (P1): infecté traité avec
400 mg de l'extrait éthanolique 70% de P. granatum/ kg d'aliment ; (P2): infecté traité avec 800 mg de
I'extrait éthanolique 70% de P. granatum/kg d'aliment ; (P3): infecté traité avec 4 g de poudre de P.
granatum/kg d'aliment ; (O1): infecté traité avec 400 mg de I'extrait éthanolique 70% d'O. europaea/ kg
d'aliment ; (O2): infecté traité avec 800 mg de I'extrait éthanolique 70% d'O. europaeal/kg d'aliment ; (O3):

infecté traité avec 4 g de poudre d'O. europaea/kg d'aliment. Chaque valeur est exprimée en
moyenne + SEM.

1. 5. 3. 2. Consommation d'aliment

La quantité d'aliment consommé chaque semaine au cours de la période de
I'infection (du J 0 au J 21 post infestation) a été enregistreée.

La consommation alimentaire différencie d'un groupe a l'autre. A partir de la figure
35 (A), nous remarquons que les poussins du groupe traité avec I'extrait éthanolique 70%
de P. granatum a la concentration 800 mg/kg d'aliment (P2) ont consommeé la plus grande
quantité d’aliment tout au long de la période de l'infestation (5646 , 5545 et 2759 g pendant
la 1°°¢, 2° et 3° semaine post infection, respectivement).

Concernant les groupes traités avec O. europaea (figure 35 (B)), les poussins
recevant l'extrait éthanolique 70% a la concentration 800 mg/kg daliment (O2) ont
enregistré la consommation alimentaire la plus élevée pendant les deux premieres semaines
suivant l'infestation. Cependant, au cours de la troisieme semaine, la consommation
alimentaire la plus élevée a été marquée chez les poussins du groupe (O1) montrant une
valeur de 2728 g.
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Figure 35. Consommation hebdomadaire des groupes traités avec P. granatum (A) et des
groupes traiteés avec O. europaea (B) pendant la période de l'infestation

(C): non infecté non traité ; (1): infecté non traité ; (D): infecté traité avec diclazuril ; (P1): infecté traité avec

400 mg de l'extrait éthanolique 70% de P. granatum/kg d'aliment ; (P2): infecté traité avec 800 mg de

I'extrait éthanolique 70% de P. granatum/kg d'aliment ; (P3): infecté traité avec 4 g de poudre de P.

granatum/kg d'aliment ; (O1): infecté traité avec 400 mg de I'extrait éthanolique 70% d'O. europaea/kg

d'aliment ; (O2): infecté traité avec 800 mg de I'extrait éthanolique 70% d'O. europaea/kg d'aliment ; (O3):
infecté traité avec 4 g de poudre d'O. europaea/kg d'aliment.

1. 5. 3. 3. Le gain de poids

Les résultats du gain de poids de tous les groupes au cours de la période post
infestation sont illustrés dans la figure 36.

Comme il est montré dans la figure 36 (A), durant la 1 ¢ semaine aprés l'infection,
le meilleur gain de poids moyen a été enregistré dans le groupe (C) (362.22 + 21.37 Q)
suivi par le groupe (D) (324.50 + 42.36 g) et le groupe (P1) (305.77 + 17.98 g). En
revanche, le plus faible poids gagné a été enregistré chez les poussins du groupe (P3)
indiquant un gain de poids de 239.12 + 39.87 g.
Pour la 2° semaine apres l'infection, les poussins du groupe (P2) ont marqué le meilleur
gain de poids (560.16 + 57.17 g), tandis que les poussins du groupe (1) ont montré le gain
moyen le plus faible avec une valeur de 394.80 + 33.17 g.
Durant la 3° semaine apres I'inoculation, les groupes infectés traités avec P. granatum ont
montré le meilleur gain de poids moyen par rapport aux autres groupes, présentant des
valeurs de 499.33 + 72.08, 490.33 £ 37.41 et 478.50 + 38.50 g pour (P1), (P2) et (P3),

respectivement.
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En ce qui concerne les groupes traités avec O. europaea (figure 36 (B)), durant la
1°¢ semaine apreés l'infection, le meilleur gain de poids moyen a été observé dans le groupe
(C) suivi par les groupes (02) (327.55 £ 39.43 g) et (D), mais, le gain de poids le plus
faible a été marqué chez les poussins du groupe infecté non traité présentant une valeur de
262.77 +19.94 g.

Au cours de la 2° semaine suivant l'infection, les poussins du groupe (C)
(531.00 + 29.39 g) ont continué a enregistrer le meilleur gain, suivis des groupes (O1) et
(03), avec des valeurs de 516.20 + 6.29 et 512.40 + 18.55 g, respectivement.

Pendant la 3° semaine suivant l'infection, une comparaison entre les trois groupes traités
par la plante a révélé que le groupe (O1) a enregistré le meilleur gain de poids moyen
présentant une valeur de 458.33 + 15.00 g, suivi par le groupe (02) (395.00 £ 168.79 g).

Le groupe (1) a présenté le gain de poids le plus faible tout au long de la période
post infestation par rapport aux groupes infectés traités avec les feuilles.

Il est important de signaler qu'il n'y avait pas de variation significative au seuil 0.05
entre tous les groupes expérimentes, soit dans le traitement avec O. europaea ou avec P.

granatum, pendant toutes les semaines suivant I'infestation.
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Figure 36. Gain de poids durant la période de l'infestation, (A) groupes traités avec P.

granatum et (B) groupes traités avec O. europaea

(C): non infecté non traité ; (1): infecté non traité ; (D): infecté traité avec diclazuril ; (P1): infecté traité avec
400 mg de l'extrait éthanolique 70% de P. granatum/kg d'aliment ; (P2): infecté traité avec 800 mg de
I'extrait éthanolique 70% de P. granatum/kg daliment ; (P3): infecté traité avec 4 g de poudre de P.
granatum/kg d'aliment ; (O1): infecté traité avec 400 mg de I'extrait éthanolique 70% d'O. europaea/kg
d'aliment ; (O2): infecté traité avec 800 mg de I'extrait éthanolique 70% d'O. europaea/kg d'aliment ; (O3):
infecté traité avec 4 g de poudre d'O. europaea/kg d'aliment. Chaque valeur est exprimée en
moyenne + SEM. ns: non significatif.
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1. 5. 3. 4. Indice de consommation

Les indices de consommation enregistrés pendant la période de l'infection sont
présentés dans la figure 37. Le groupe ayant la valeur la plus élevée indique une mauvaise
conversion de l'aliment en poids corporel.

A l'égard des groupes traités avec P. granatum (figure 37 (A)), le meilleur IC
enregistré au cours de la premiere semaine post infection était celui du groupe (C) suivi par
les groupes (P1) et (D) avec des valeurs de 1.57, 1.90 et 1.91, respectivement. Il est a noter
que le groupe (P3) a enregistré l'indice le plus faible, 2.30, en comparaison aux autres
groupes.

Pendant la deuxieme semaine post infection, le groupe (C) a continué a enregistrer le
meilleur indice suivi par les groupes (P2) et (P1) avec des valeurs de 1.54, 1.64 et 1.68,
respectivement.

Pour la troisieme semaine post infection, le groupe (P1) a présenté la meilleure conversion
alimentaire avec une valeur de 1.65.

Le groupe (1) a présenté les indices de consommation les plus faibles au cours des deux
derniéres semaines post infection, en comparaison avec les groupes (C), (D), (P1), (P2) et
(P3), avec des valeurs de 2.35 et 2.76.

Quant aux groupes traités avec O. europaea (figure 37 (B)), (03), (02) et (O1) ont
enregistré des IC de 1.96, 2.01 et 2.07, respectivement, pour la premiére semaine, et de
1.87, 1.92 et 1.93, respectivement, pour la deuxieme semaine, cependant, les valeurs
enregistrées durant la troisieme semaine étaient de 1.98, 2.03 et 2.12 pour (O1), (O2) et
(0O3), respectivement.

En comparant avec les groupes traités avec O. europaea, le groupe (C) a numériquement
enregistré la meilleure conversion alimentaire, par contre, le groupe (I) a enregistré la

conversion la plus faible tout au long de la période suivant I'infestation.

85



Résultats et discussion

0

Fad

1 1 I. I. A
Semaine 1 Semaine 2 Semaine 3 Semaine 1 Semaine 2 Semaine

) HEC B C
= 2 =

c:?_ 7 =D E?- oy =D
g' = 7N me § %§ m 01
: = 7 2 § §§ 7 0
g 1 EE NP3 &1 §§ Y 03
s . A

A

[—]

Figure 37. Indice de consommation chez les poussins infectés (A) traités avec P. granatum
et (B) traités avec O. europaea

(C): non infecté non traité ; (1): infecté non traité ; (D): infecté traité avec diclazuril ; (P1): infecté traité avec

400 mg de l'extrait éthanolique 70% de P. granatum / kg d'aliment ; (P2): infecté traité avec 800 mg de

I'extrait éthanolique 70% de P. granatum / kg d'aliment ; (P3): infecté traité avec 4 g de poudre de P.

granatum / kg d'aliment ; (O1): infecté traité avec 400 mg de I'extrait éthanolique 70% d'O. europaea / kg

d'aliment ; (O2): infecté traité avec 800 mg de I'extrait éthanolique 70% d'O. europaea / kg d'aliment ; (O3):
infecté traité avec 4 g de poudre d'O. europaea / kg d'aliment.

1. 5. 4. Parametres parasitologiques
1. 5. 4. 1. Excrétion d'oocystes

Le nombre des oocystes d'Eimeria tenella par gramme de feces a été calculé du 5°
jusqu'au 9° jour post infestation et illustré dans la figure 38.

Le nombre des oocystes excrétés dans I’ensemble des groupes infectés a connu une
augmentation progressive a partir du 5° jusqu'au 7° jour apres l'inoculation, ensuite, une
diminution a été observée a partir du 8° jour post infection.

Le groupe infecté traité avec le diclazuril n'a montré aucune variation significative
(P>0.05) en comparaison avec le groupe non infecté non traité, et il a cessé de produire des
oocystes a partir du 6° jour post infection.

Au 5° jour post infection (figure 38 (A) et (B)), parmi les groupes infectés traités
avec les plantes, le groupe traité avec la poudre des pelures de P. granatum (P3)
(85.5 x 10% OPG de féces) et le groupe traité avec la poudre des feuilles d'O. europaea
(O3) (69 x 10° OPG de féces) n'ont pas montré de différence significative en comparaison
avec le groupe non infecté non traité au seuil de 5%.

Au 7° jour post infection, summum de I'excrétion, tous les groupes infectés traités

ont montré une excrétion oocystale significativement faible (P<0.05) en comparaison avec
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le groupe infecté non traité qui a produit un nombre élevé d'oocystes, (2333.33 x 10° OPG
de feces) (figure 38 (A) et (B)).

Au 8% et 9° jour post infection, I'excrétion a diminué dans tous les groupes, sachant
que, le groupe (I) a continué a excréter un nombre d'oocystes significativement élevé par
rapport aux autres groupes.
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Figure 38. Excrétion d’oocystes chez les poussins infectés (A) traités avec P. granatum et
(B) traites avec O. europaea

(C): non infecté non traité ; (I): infecté non traité ; (D): infecté traité avec diclazuril ; (P1): infecté traité avec

400 mg de l'extrait éthanolique 70% de P. granatum/kg d'aliment ; (P2): infecté traité avec 800 mg de

I'extrait éthanolique 70% de P. granatum/kg daliment ; (P3): infecté traité avec 4 g de poudre de P.

granatum/kg d'aliment ; (O1): infecté traité avec 400 mg de I'extrait éthanolique 70% d'O. europaea/kg

d'aliment ; (O2): infecté traité avec 800 mg de I'extrait éthanolique 70% d'O. europaeal/kg d'aliment ; (O3):
infecté traité avec 4 g de poudre d'O. europaea/kg d'aliment.

1. 5. 4. 2. Scores lésionnels

Les scores lésionnels obtenus sont présentés dans les tableaux 14 et 15. Les lésions
cecales ont été classées selon leur gravité en utilisant une échelle de 0 & 4. Dans
I’ensemble des groupes infectés, apres l'autopsie, nous avons constaté une variation et une
amélioration dans les scores Iésionnels au cours de I'expérience.

Parmi les groupes infectés traités avec P. granatum, le tableau 14 montre que le
score lésionnel du groupe (P2) (1.75 % 0.25) est significativement meilleur que celui du

groupe (1) au 7¢ jour post infection. Au 14° jour post infection, les groupes infectés traités
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n‘ont pas montré de différence significative par rapport au contréle non infecté non traité,

et au 21° jour post infection, les groupes (P2) et (P3) ont montré un score lésionnel de 0.

Tableau 14. Scores lésionnels chez les poussins infectés traités avec P. granatum

C I D P1 P2 P3
Jour 7P.l. |0.00+0.00° |3.75+0.25% | 0.66+0.33® |2.33+0.33% |1.75+0.25" |3.00+0.57
Jour 14 P.1. |0.00+0.00* |2.00+0.00"° | 0.00+0.00* |0.50+0.28°* |0.80+0.37 * |0.50+0.50 *
Jour 21 P.l. |0.00+0.00° |1.00+0.00"° | 0.00+0.00* |0.33+0.33* |0.00+0.00* |0.00+0.00°

(C): non infecté non traité ; (1): infecté non traité ; (D): infecté traité avec diclazuril ; (P1): infecté traité avec
400 mg de l'extrait éthanolique 70% / kg d'aliment ; (P2): infecté traité avec 800 mg de I'extrait éthanolique
70% / kg d'aliment ; (P3): infecté traité avec 4 g de poudre / kg d'aliment. P.I. : post-infection. Chaque valeur
est exprimée en moyenne + SEM. Les valeurs désignées avec les mémes lettres dans la méme ligne indiquent

que la différence n'est pas significative (P>0.05).

Parmi les groupes infectés traités avec O. europaea, le tableau 15 indique que le

groupe (O2) a montré le meilleur score lésionnel (2.25 + 0.62) au 7° jour post infection. Au

14° jour suivant l'infection, le groupe (O3) a présenté un score de 0.5 + 0.50, et au 21° jour

post infection, les groupe (O1) et (O3) ont montré un score de 0.33, tandis que le groupe

(©2) a montré un score de 0.66 + 0.66.

Tableau 15. Scores lésionnels chez les poussins infectés traités avec O. europaea

C | D Oo1 02 03
Jour 7 P.l. |0.00+0.00* |3.75+0.25° |0.66+0.33* |3.00+0.57 ™ |2.25+0.62" |3.33+0.66 °
Jour 14 P.1. | 0.00+0.00* |2.00+0.00% |0.00+0.00* [1.00+1.00% |1.33+0.66°% |0.50+0.50%
Jour 21 P.1. | 0.00+0.00* |1.00+0.00% |0.00+0.00* |0.33+0.33% |0.66+0.66°* |0.33+0.28°

(C): non infecté non traité ; (1): infecté non traité ; (D): infecté traité avec diclazuril ; (O1): infecté traité
avec 400 mg de I'extrait éthanolique 70% /kg d'aliment ; (O2): infecté traité avec 800 mg de I'extrait
éthanolique 70% /kg d'aliment ; (O3): infecté traité avec 4 g de poudre /kg d'aliment. P.I. : post infection.
Chagque valeur est exprimée en moyenne = SEM. Les valeurs désignées avec les mémes lettres dans la méme

ligne indiquent que la différence n'est pas significative (P>0.05).

1. 5. 5. L'étude histopathologique des caca

L'effet anticoccidien des pelures de Punica granatum et des feuilles d'Olea

europaea sur I'histologie des caeca est présenté dans les figures 39-47.

L'observation microscopique des coupes histologiques des ceca a révélé une bonne

amélioration des lésions causées par les différents stades invasifs d'Eimeria tenella chez les

groupes traiteés.
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Au 21° J.P.l., les groupes traités avec les poudres des plantes ont montré une bonne
restauration de l'architecture structurale des parois. De plus, il est important de signaler que
les formes parasitaires ont été disparues au niveau des parois cecales des le 14° J.P.1. chez

les poussins des groupes (P3) et (O3).

Figure 39. Photographies des coupes histologiques des ceeca des poussins du groupe non
infecté non traité (C) montrant une structure histologique normale de la muqueuse, de la
sous-muqueuse et des cryptes. (A) au 7¢ J. P. I. (H&E, x40), (B) au 14° J. P. I. (H&E, x40)
et (C) au 21° J. P. I. (H&E, x40) (Photos prises par Chaabna).

Figure 40. Photographies des coupes histologiques des ceeca des poussins du groupe

infecté non traité (1) montrant (Al et A2) une invasion massive par les différents stades de
développement d'E. tenella (la ligne noire), une congestion intensive au niveau de la
muqueuse (les fleches rouges), une érosion de la muqueuse czcale (la fleche bleue), une
infiltration inflammatoire (la fleche jaune) et une nécrose (la fleche noire) au 7¢ J. P. 1.
(H&E, x100) ; (B) un infiltrat inflammatoire dense au niveau du chorion (la fleche jaune)
et une persistance des formes parasitaires (la ligne noire) au 14°¢ J. P. I. (H&E, x100) et (C)
un infiltrat inflammatoire important et persistance du parasite au 21° J. P. I. (H&E, x200)

(Photos prises par Chaabna).
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Figure 41. Photographies des coupes histologiques des ceeca des poussins du groupe
infecté traité avec le diclazuril (D) montrant (A) une inflammation importante marquée au
niveau du chorion et de la sous-muqueuse (les fleches noires), une régénération des cryptes
et l'absence du parasite au 7¢ J. P. I. (H&E, x100) ; (B) et (C) des structures histologiques
des caca bien restaurées au 14° et 21° J. P. I. (H&E, x100), respectivement (Photos prises
par Chaabna).

Figure 42. Photographies des coupes histologiques des ceeca des poussins du groupe
infecté traité avec 400 mg de I'extrait éthanolique 70 % de I'écorce de P. granatum/Kg
d'aliment (P1) montrant (A) une inflammation importante (la fleche noire), la muqueuse et
la sous muqueuse sont envahies par les différents stades de développement d’E. tenella (les
fleches jaunes) et une dégénération de la villosité (la fleche rouge) au 7° J. P. I. (H&E,
x100) ; (B) et (C) une persistance du parasite au niveau de la sous muqueuse (la fleche
jaune), un infiltrat inflammatoire (la fleche noire) et une régeénération des glandes dans la
muqueuse (la ligne noire) au 14° et 21° J. P. I. (H&E, x200), respectivement (Photos prises
par Chaabna).
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Figure 43. Photographies des coupes histologiques des ceeca des poussins du groupe
infecté traité avec 800 mg de I'extrait éthanolique 70 % de I'écorce de P. granatum/Kg
d'aliment (P2) montrant (A) une ulcération de la muqueuse cwecale et une exsudation
fibrino-leucocytaire (la fleche noire) associée a une occupation massive par le parasite (la
fleche jaune) au 7¢ J. P. I. (H&E, x100) ; (B) une inflammation importante au niveau de la
muqueuse (la fleche noire) associée a une apparition modérée du parasite au niveau de la
sous-muqueuse (la fleche jaune) au 14° J. P. I. (H&E, x100) et (C) le chorion est un siége
d'un infiltrat inflammatoire polymorphe, et la disparition des formes parasitaires dans la
paroi cecale au 21° J. P. I. (H&E, x40) (Photos prises par Chaabna).

Figure 44. Photographies des coupes histologiques des ceeca des poussins du groupe
infecté traité avec 4g de la poudre de I'écorce de P. granatum/Kg d'aliment (P3) montrant
(A) une paroi cacale congestive (la ligne noire), un infiltrat inflammatoire (la fleche
noire), une invasion parasitaire modérée (la fleche jaune) et une érosion de la muqueuse (la
fleche rouge) au 7¢ J. P. I. (H&E, x100) ; (B) une inflammation modérée marquée au
niveau du chorion (la fleche noire) et I'absence du parasite au 14° J. P. I. (H&E, x40) et (C)
des structures histologiques cecales bien restaurées au 21° J. P. I. (H&E, x100) (Photos

prises par Chaabna).
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Figure 45. Photographies des coupes histologiques des ceeca des poussins du groupe
infecté traité avec 400 mg de I'extrait éthanolique 70 % des feuilles d'O. europaea/Kg
d'aliment (O1) montrant (A) une congestion de la sous-muqueuse (les lignes noires) et une
ulcération accompagnée d'une désintégration de la muqueuse (la fleche noire) au 7€ J. P. I.
(H&E, x100) ; (B) un infiltrat d'un grand nombre de cellules inflammatoires au niveau de
la muqueuse (la fleche noire) et une apparition discrete des formes parasitaires au 14°
J. P. 1. (H&E, x200) et (C) une inflammation modérée au niveau de la muqueuse (la fleche
noire) et absence des différents stades de développement d’E. tenella au 21° J. P. I. (H&E,
x200) (Photos prises par Chaabna).
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Figure 46. Photographies des coupes histologiques des ceeca des poussins du groupe
infecté traité avec 800 mg de l'extrait éthanolique 70 % des feuilles d'O. europaea/Kg
d'aliment (O2) montrant (A) une dégénération des glandes associée a I'envahissement par
E. tenella (la fleche noire), présence d'un fibrino-leucocytaire (la ligne noire) au 7¢ J. P. 1.
(H&E, x200) ; (B) une régénération de la muqueuse (la fleche rouge), un infiltrat
inflammatoire lympho-plasmocytaire (la ligne noire), une apparition discréte du parasite au
14° J. P. I. (H&E, x100) et (C) une inflammation modérée au niveau du chorion (la ligne
noire), une disparition des formes parasitaires dans la paroi cecale et une régénération des
tissus au 21° J. P. I. (H&E, x200) (Photos prises par Chaabna).
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Figure 47. Photographies des coupes histologiques des ceeca des poussins du groupe
infecté traité avec 4 g de la poudre des feuilles d'O. europaea/Kg d'aliment (O3) montrant
(A) une muqueuse comblée de différents stades de développement d'E. tenella (la fleche
noire), une sous-muqueuse congestive (la fleche jaune), une érosion de la muqueuse (la
fleche rouge), un abceés de crypte composé de cellules inflammatoires (la fleche bleue) au
7¢ J. P. I. (H&E, x200) ; (B) et (C) une structure histologique normale et saine au 14°
(H&E, x100) et 21° J. P. I. (H&E, x200), respectivement (Photos prises par Chaabna).

2. Discussion

2. 1. Le taux d'extraction

L'extraction et l'isolement des substances bioactives, tels les composes phénoligues,
a partir de leurs sources naturelles s'effectuent selon des procédures reconnues : I'extraction
compléte par des solvants en procédant différentes méthodes puis le traitement chimique
supplémentaire des extraits pour séparer les composants cibles a I'état pur (Bubalo et al.,
2018). Les rendements des extraits de plantes, la composition phénolique et les activités
biologiques dépendent fortement de la nature du solvant d'extraction, car les différents
composés ont des propriétés chimiques et des polarités variables, et peuvent étre solubles
ou non dans un solvant donné (Sultana et al., 2009 ; Anokwuru et al., 2011) ; a titre
d'exemple, Oreopoulou et al. (2019) ont rapporté gqu'un solvant hydro-alcoolique a la
capacité d'extraire certaines molécules d'un matériel végétal meilleure qu'un solvant
purement alcoolique.
D'autre part, le diamétre des particules du matériel végétal a un impact durant I'extraction,
la surface de contact avec le solvant augmente lorsque le diameétre des particules diminue,
par conséquent, le rendement de I'extraction augmente (Oreopoulou et al., 2019 ;

Papageorgiou et al., 2022).
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Autres facteurs peuvent influencer le rendement et la qualité des composeés bioactifs, tels
que les conditions environnementales, principalement les facteurs édaphiques et
climatiques liés a la position géographique. Ils peuvent également étre affectés par les
variations physiologiques, la saison et le moment de la récolte. Le facteur génétique joue
également un réle primordial dans la détermination de la composition et du rendement,
lesquels varient en fonction du cycle végétatif, de I'dge et de l'organe de la plante utilisé
pour I'extraction (Mehalaine et Chenchouni, 2021).

Dans la présente étude, les extraits bruts des deux plantes ont montré des rendement
élevés. Aprés une extraction liquide/liquide, en utilisant une série de solvants a polarité
croissante, la fraction de n-butanol, qui est la fraction la plus polaire, a donné le rendement
le plus élevé pour Punica granatum et la fraction d'acétate d'éthyle, a polarité moyenne, a
donneé le rendement le plus élevé pour Olea europaea. L'extrait d'éther diéthylique, la
fraction la plus apolaire, des deux plantes a fourni un faible rendement. La non-polarité de
I'éther diéthyle conduit a sa sélectivité, par conséquent, nous constatons que les deux
extraits bruts sont pauvres en composes fortement apolaires.

Concernant P. granatum, Savikin et al., (2018) ont obtenu un extrait brut de pelures
de grenade avec un rendement de 25.25 % aprés une macération de 24h sous agitation dans
I'éthanol 70 %. Ensuite, un fractionnement a permis d'obtenir des rendements de 0.4, 2.15,
4.35 et 18.15 % pour les fractions d'éther de pétrole, d'acétate d'éthyle, de n-butanol et de
la phase aqueuse, respectivement. Ces rendements sont plus faibles par rapport a nos
résultats, et cela peut étre justifié par la différenciation des méthodes d'extraction
procédees dans les deux travaux, ainsi que par la zone de récolte.

Dans autres travaux anterieurs, les taux d'extraction obtenus des extraits
méthanoliques de pelures de grenades récoltées dans trois villes marocaines, Beni Mellal,
Settat et Berkane, étaient de 36, 43 et 53 %, respectivement (Sabraoui et al., 2020). Pour
les extraits méthanolique 50 %, éthanolique 96 %, méthanolique, aqueux et acétonique de
pelures de grenades récoltées dans la wilaya de Bouira en Algérie, les taux étaient de
37.33, 26.20, 27.21, 14.87 et 6.63 %, respectivement (Kennas et Amellal-Chibane, 2019).

Quant a O. europaea, l'extraction au méthanol de feuilles séchées provenant de six
sites différents en Anatolya, Turquie, a donné des rendements variant de 102.27 a
443.16 mg/g MS en utilisant la méthode d'extraction assistée par homogeénéisateur, et de
88.75 a 350.82 mg/g MS en utilisant la méthode d'extraction assistée par ultrasons (Bilgin
et Sahin, 2013).
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Dans une étude portée sur les feuilles de quatre variétés algériennes (Sigoise,
Rougette, Sofiana et Verdal) et quatre variétes tunisiennes (Chemlali, Octoubri, Gerboui et
Sayali), ils ont trouvé que le taux de I'extraction varie de 12.02 a 26.61 % pour les extraits
éthanoliques, de 5.56 a 8.24 % pour les extraits d’acétate d'éthyle et de 1.13 & 3.22 % pour
les extraits d'hexane (Khelouf et al. 2023).

D'apres les résultats de Borges et al. (2020), ils ont rapporté que les taux d'efficacité
de la méthode d'extraction solide/liquide des feuilles étaient de 0.9, 4.1, 5.7, 7.2, 6.2 et
6.8 % en utilisant respectivement I'hexane, I'éthanol, I'eau, le méthanol, le dichlorométhane
et l'acétone comme solvants.

Dans la recherche effectuée par Lee et al. (2009), I'extrait éthanolique 80 % des
feuilles a donné un rendement de 42.64 %. Apres fractionnement, les phases d'hexane, de
chloroforme, d'acétate d'éthyle, de butanol et de la phase aqueuse ont donné les rendements
suivants : 0.98, 3.4, 4.18, 10.8 et 12.32 %, respectivement. Nous remarquons que le
rendement de leur extrait butanolique est deux fois supérieur par rapport au notre.

Cette importante diversité dans les rendements d'extraction des deux plantes peut

étre due a au moins un des facteurs décrits précédemment.
2. 2. Teneurs en composés bioactifs

Les substances bioactives qu'on trouve habituellement dans les plantes sont des
métabolites secondaires synthétisés par diverses voies biologiques au cours des processus
du métabolisme secondaire. Elles jouent un réle crucial dans la défense des plantes contre
le stress abiotique ou biotique (Bubalo et al., 2018). Ces molécules s'accumulent souvent
dans des parties particuliéres de la plante, et il existe également des différences qualitatives
et quantitatives dans certains métabolites au sein d'une méme espéce (Jones et Kinghorn,
2012).

A partir des plantes, plusieurs solvants ont été utilisés pour l'extraction des
composeés bioactifs spécifiques, ce qui peut influencer la perméabilité des cellules
végetales par des altérations biophysiques ou chimiques. Par ailleurs, une extraction
successive avec des solvants de polarité croissante peut produire des fractions contenant
différents groupes de polyphénols (Oreopoulou et al. 2019).

Il est bien connu que les composés phénoliques contribuent aux activités
biologiques des extraits. La qualité et la quantité de ces composés extraits dépendent

significativement de certains facteurs, notamment la température, le pH, et la durée
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d'extraction, la polarité du solvant (Gulcin et al., 2019), les variations génétiques, les
changements climatiques, la maturité et les conditions de stockage, etc. (Cam, et al., 2009 ;
Pathak et al., 2017 ; Desseva et Mihaylova , 2020 ; Ko et al., 2021).

Selon la littérature, la grenade est I'un des fruits les plus riches en composés
phénoliques, plus précisément la punicalagine, les anthocyanes et les acides ellagique et
gallique de la punicaline (Sabraoui et al., 2020).

Les concentrations en phénols totaux de nos fractions étudiées sont élevées par

rapport aux concentrations mentionnées dans les travaux d'Arun et al. (2017) et de
Belkacem et al. (2014). Dans le travail d'Arun et ses collaborateurs (2017), ils ont estimé la
teneur phénolique de l'extrait méthanolique (841.56 + 5.2 mg EAG/g d'extrait) et ses
fractions, d'hexane (107.26 =+ 5.9 mg EAG/g d'extrait), d'acétate d'éthyle (532.36 * 2.63
mg EAG/g d'extrait) et de la phase résiduelle (190.56 + 5.2 mg EAG/g d'extrait), alors que
dans le travail de Belkacem et ses collaborateurs (2014), ils ont indiqué que la teneur en
polyphénols était de 158.18 + 0.66, 597.08 + 3.9 et 413.6 + 1.48 mg EAG/g d'extrait dans
I'extrait méthanolique 70 %, la fraction d'acétate d'éthyle et la fraction butanolique,
respectivement.
Concernant les concentrations en flavonoides, les résultats de Belkacem et al. (2014) ont
démontré que la concentration dans la fraction butanolique était de 91.1 + 0.88 mg EC/g
d'extrait, tandis que la fraction d'acétate d'éthyle était la plus riche présenant une
concentration de 135.5 + 2.0 mg EC/g d'extrait. Il faut noter que leur extrait méthanolique
70 % était le moins riche montrant une concentration de 12.8 £ 2.2 mg EC/g d'extrait.

L'étude d'Elfalleh et al. (2012) sur l'extrait méthanolique de I'écorce du fruit
collecté en Tunisie a révélé un contenu en polyphénols de 85.60 + 4.87 mg EAG/g MS, en
flavonoides de 51.52 + 8.14 mg ER/g MS, en anthocyanines de 102.20 + 16.42 mg ECG/g
MS, et en tanins de 139.63 £ 4.25 mg EAT/g MS.

Daprés les résultats obtenus par Sabraoui et al. (2020), les concentrations du
contenu phénolique total trouvées dans I'écorce de trois variétés marocaines Beni Mellal,
Settat et Berkane étaient de 224.39 + 3, 223.21 + 15 et 204.58 + 1.96 mg EAG/g MS,
respectivement, pendant que les concentrations du contenu en flavonoides étaient de
62.63 £ 3.23, 52.12 + 1.36 et 46.17 + 2.18 mg ER/g MS, respectivement. Dans une autre
étude sur trois variétés iranienne, ils ont trouvé que la teneur en polyphénols dans I'écorce
varie de 276 = 12.69 a 413 + 16.84 mg EAG/g, la teneur en flavonoides varie de
36 + 3.56 a 54 + 8.96 mg ER/g et la teneur en flavonols varie de 25 + 5.43 a 45 + 9.84
mg ER/g (Derakhshan et al., 2018).
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En ce qui concerne Olea europaea, I’étude phytochimique qualitative de trois
extraits, aqueux, acétonique et méthanolique, des feuilles récoltées dans I'Est algérien a
permis de détecter la présence des tanins, des flavonoides et des stérols en quantités
importantes. Les chercheurs ont aussi indiqué la présence des triterpenoides, des
saponosides, des coumarines, des quinones libres et des composes réducteurs. Dans la
méme étude, une diversification des flavonoides a été mise en évidence dans les feuilles ou
ils ont trouvé des chalcones, des flavonols, des flavones, des dihydroflavonals, des
flavanones, des isoflavones, des dihydroflavonols (Himour et al., 2016).

L'étude de Papageorgiou et al. (2022) a révélé que le solvant hydro-alcoolique qui
contient de I'éthanol a des pourcentages de 60 a 80 % (v/v) peut extraire un maximum du
composant majeur d'Olea europaea, l'oleuropéine.

Les résultats de Ghanem et al. (2019) ont indiqué que la fraction butanolique et la
fraction d'acétate d'éthyle sont moins riches en polyphénols par rapport a l'extrait
méthanoligue 80 % des feuilles d'O. europaea montrant un contenu de
253.23 + 0.75 mg EAC/g MS. A linverse, nos résultats ont démontré que I'extrait brut est
moins riche de ces composés que ses fractions, d'acétate d'éthyle et butanolique.

Dans une autre étude antérieure, ils ont validé que la concentration des tanins
condensés dans les feuilles de [l'olivier varie significativement selon les conditions
climatiques. La teneur la plus élevée, 0.84 + 0.00 mg EC/g MS, a éte enregistrée dans les
feuilles soumises a la sécheresse et a la température élevée. En revanche, la teneur la plus
faible, 0.24 = 0.00 mg EC/g MS, a été enregistrée dans les feuilles soumises a des
conditions favorables (Ben Mansour-Gueddes et al., 2020).

Selon Lee et al. (2009), les concentrations en polyphénols totaux et en flavonoides
contenues dans I'extrait éthanolique 80% des feuilles étaient de 148 mg EAT/g et de
58 mg EN/g, respectivement. Apreés fractionnement, les teneurs en polyphénols totaux des
extraits hexanique, chloroformique, d'acétate d'éthyle, butanolique et de la phase aqueuse
étaient respectivement de 34, 43, 153, 175 et 48 mg EAT/g, tandis que, les teneurs en
flavonoides étaient respectivement de 15, 26, 71, 75 et 19 mg EN/g.

Dans le travail de Bilgin et Sahin, (2013), ils ont trouvé que le contenu phénolique
dans les extraits méthanoliques des feuilles d'O. europaea, collectées de différentes régions
d'Antalya, Turquie, est compris entre 10.11 et 61.66 mg EAG/g MS pour la méthode
d'extraction assistée par homogénéisateur et entre 7.35 et 38.66 mg EAG/g MS pour la
méthode d'extraction assistée par ultrasons. De plus, ils ont conclu que la teneur en

composés phénoliques diminue a la mesure que l'altitude diminue.
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2. 3. Les activités antioxydantes in vitro

Il a éte révélé que le matériel génétique peut étre altéré par le stress oxydatif, qui
provoque également une peroxydation des lipides membranaire, une diminution de la
fluidité de la membrane, des troubles métaboliques et la mort de la cellule. Le cancer, le
vieillissement accéléré, l'inflammation, les maladies cardiaques et les maladies
neurodégénératives sont des pathologies liées a un déséquilibre entre les espéeces réactives
et les antioxydants (Anokwuru et al., 2011).

En raison de leur capacité a piéger les radicaux libres, les substances exogenes
dérivées des plantes sont considérées comme d'excellents antioxydants pour la prévention
des maladies associées a une production accrue de radicaux libres (Herndndez-Rodriguez
et al., 2019).

En prenant en considération que le type du solvant et la technique d'extraction sont

des facteurs tres importants pour I'extraction des antioxydants d'une matiére végétale, une
seule étape d'extraction peut s'avérer insuffisante (Arun et al., 2017). Le fractionnement est
une méthode d'extraction supplémentaire sélective de composés végetaux utilisant la
séparation solvant/solvant (Jones et Kinghorn, 2005), cette méthode peut enrichir
davantage les substances contenues dans les extraits, ce qui peut augmenter lactivité
biologique d'une maniére significative (Arun et al., 2017). Conformément a ce que nous
venons de citer, nos résultats des cing essais antioxydants montrent que les fractions des
deux plantes ont réagi plus efficacement par rapport a leurs extraits bruts. En s'appuyant
sur les travaux antérieurs de Yancheva et al. (2016) et Khan et al. (2020), nous suggérons
qu'il y a une corrélation positive entre la concentration en polyphénols et la capacité
antioxydante pour les deux plantes.
Il est important de noter que lactivité antioxydante des composés phénoliques est
principalement due a leurs caractéristiques d'oxydoréduction, qui leur permettent d'agir
comme des donneurs d'hydrogene, des agents réducteurs, des stabilisateurs d'oxygene
singulet ou des chélateurs métalliques (Elfalleh et al., 2012).

Dans la présente étude, la capacité antioxydante a été évaluée en termes de pouvoir
de piégeage des radicaux libres et de pouvoir réducteur. Selon Fellah et al. (2018), la
capacité antioxydante in vitro ne doit pas étre mesurée a l'aide d'un seul modele de test en
raison de la grande variété chimique des molécules antioxydantes et de la complexité des

échantillons.
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Nous avons remarqué que les extraits des deux plantes ont présenté une meilleure
capacité inhibitrice contre le radical ABTS™ par rapport au radical DPPH". A cause d'une
cinétiqgue de réaction plus rapide, le test d'ABTS montre une forte sensibilité aux
antioxydants (Lee et al., 2015).

A propos de l'écorce de la grenade, Kennas et Amellal-Chibane (2019) ont
remarque que l'extrait éthanolique a montré la meilleure activité antioxydante en piégeant
le DPPH?’, suivi des extraits méthanolique 50 %, méthanolique, acétonique et aqueux avec
des valeurs de 76.75 + 259, 8537 + 7.05 147.83 + 5.03, 160.01 + 7.28 et
183.71 + 8.71 pg/mL, respectivement. Concernant le piégeage du radical ABTS™, I'extrait
éthanolique a toujours montré une meilleure capacité avec une inhibition de
78.92 + 1.13 %. Quant a l'étude de Yassin et al. (2021), la concentration 1 mg/mL des
extraits acétonique, méthanolique, hexanique et aqueux ont montré une inhibition de 86.9,
79.4, 68.2 et 53.7 %, respectivement, contre le radical DPPH". Ces derniers résultats se
sont aveérés moins éfficaces que notre extrait brut, lequel a montré un pourcentage
d'inhibition de 72.07 + 4.22 % a la concentration de 12.5 pug/mL contre le DPPH" et de
89.91 + 0.51 % a la concentration de 25 pug/mL contre I'ABTS™.

D'apres les résultats de Rosas-Burgos et al. (2017), I'extrait méthanolique et ses
fractions aqueuse, butanolique, d'acétate d'éthyle et hexanique ont donné une activité qui
varie de 1090 £ 6 a 2239 + 4 mmol TR/kg contre le radical DPPH" et de 830 £ 2 a
2040 + 7 mmol T/kg contre le radical ABTS™".

Selon Sabraoui et al. (2020), les résultats de Il'activité antioxydante de l'extrait
méthanolique de trois variétés marocaines vis-a-vis des deux radicaux, DPPH' et ABTS™,
étaient respectivement les suivants : 43.13 = 0.06 et 62.15 + 0.01 pg/mL pour la variété
Settat, 65.55 £ 0.01 et 85.32 + 0.08 pug/mL pour la variété Beni Mellal, et 42.71 + 0.04 et
65.47 £ 0.14 ng/mL pour la variété Berkane.

Dans une étude sur les pelures de grenade de I'Inde, l'extrait acétonique 80 % a
montré une activité puissante avec des valeurs de 0.175 et 0.115 pg/mL contre le DPPH" et
I'ABTS™, respectivement, tandis que la concentration qui a produit une absorbance de 0.5
en réduisant le Fe3* a été de 0.37 ug/mL (Sihag et al., 2022).

Les résultats du pouvoir réducteur de nos extraits sont en désaccord avec ceux de
Zahin et al. (2010), qui ont trouvé que la fraction d'acétate d'éthyle a présenté le pouvoir
réducteur le plus faible dans le test du CUPRAC et le test de réduction du Fe®* en Fe?* par
rapport aux fractions méthanolique, éthanolique et acétonique. Dans I'étude de Rafi et al.

(2021), ils ont indiqué que les extraits éthanolique 70 %, aqueux et éthanolique ont une
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forte activité réductrice du Cu 2* montrant des valeurs de 2981.59 + 25.99, 1065.12 + 4.75
et 839.79 + 8.33 umol ET/g MS, respectivement.

Concernant les feuilles de l'olivier, Khan et al. (2020) ont rapporté que, aux
concentrations 1 et 2 mg/mL, les extraits des feuilles collectées de Pakistan ont exercé une
activité inhibtrice contre le DPPH" présentant des pourcentages d'inhibition de 41.4 + 1.01
et 78.3 + 2.56 % pour I'extrait éthanolique, de 33.3 + 1.40 et 63.4 + 2.48 % pour l'extrait
d'acétate d'éthyle et de 28.6 + 1.13 et 48.3 = 2.06 % pour I'extrait aqueux. En outre, La
capacité de réduire le Fe®* en Fe?* par les mémes extraits et aux mémes concentrations a
montré les absorbances suivantes : 0.624 et 1.224 pour l'extrait éthanolique, 0.342 et 0.592
pour l'extrait d'acétate d'éthyle, et 0.042 et 0.106 pour I'extrait aqueux.

Dans l'étude de Borges et ses collaborateurs (2020), ils ont testé I'effet
antiradicalaire de différents extraits des feuilles a la concentration de 5 mg/mL, l'activité
des extraits aqueux, méthanolique, éthanolique, acétonique, de dichloromethane et
hexanique était la suivante : 687 + 6.9, 167 + 2.8, 403 £ 5.7, 735 + 7.9, 561 * 11 et
323 + 2.9 ET/g MF, respectivement, contre le DPPH", et 415 £ 5.9, 46.1 + 6.9, 210 £ 6.8,
608 + 4.4,518 + 5.1 et 383 + 2.9 ET/g MF, respectivement, contre 'ABTS™",

Dans un autre travail, les propriétés antioxydantes des feuilles ont été mesurees en
procédant a trois tests, l'activité de piégeage des radicaux DPPH" et ABTS', et la capacité
de réduction ferrique. L'effet inhibiteur des extraits méthanolique, aqueux et d'acétate
d'éthyle était comme suivant : 0.580 + 0.005, 0.912 + 0.009 et 1.310 + 0.016 mg/mL,
respectivement, dans l'essai de la réduction du fer ; 0.723 + 0.002, 1.082 = 0.004 et
1.420 + 0.007 mg/mL, respectivement, dans I'essai du piégeage du DPPH" et 0.820 + 0.006
et 0.557 + 0.005 mg/mL, respectivement, dans l'essai du piégeage de I'ABTS"", sachant que
I'extrait d'acétate d'éthyle n'a montré aucune activité contre ce dernier (Lfitat et al. 2021).

Selon Onder et al. (2023), les résultats de la capacité de réduire le Cu®* vers le Cu'*
par les extraits des feuilles ont été présentés dans I'ordre suivant : méthanol 80 % (0.63
mmol TR/g) > méthanol (0.50 mmol TR/g) > éthanol (0.43 mmol TR/g) > aqueux (0.25
mmol TR/g), tandis que les résultats de la capacité de réduire le Fe** vers le Fe?* ont été
présentés dans l'ordre suivant : méthanol (0.074 mmol TR/g) > méthanol 80 % (0.065
mmol TR/g) > éthanol (0.059 mmol TR/g) > aqueux (0.037 mmol TR/g).
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2. 4. L'activité anti-Alzheimer in vitro

La neuroprotection regroupe les stratégies et les mécanismes visant a protéger le
systeme nerveux central contre les Iésions neuronales induites par diverses pathologies
(Phani Kumar et al., 2015). La physiopathologie de la maladie d'Alzheimer dépend
largement de la perte du neurotransmetteur acétylcholine dans le cerveau, c'est pourquoi
I'inhibition de l'activité enzymatique de l'acétylcholinestérase et de la butrylcholinestérase,
qui décomposent le neurotransmetteur correspondant, peut augmenter la concentration de
I'acétylcholine. Cet approche représente aujourd'hui la majorité des traitements efficaces
des troubles cognitifs. L'utilisation des inhibiteurs de la cholinestérase ayant la double
capacité d'inhiber a la fois I'AChE et la BChE pourrait améliorer les résultats cliniques, en
particulier pour les patients atteints de la maladie d'Alzheimer (Elufioye et al., 2019).

En tant que traitement complémentaire et alternatif aux agents synthétiques
neuroprotecteurs, les composés phytochimiques bioactifs, y compris les composes
phénoliques, les flavonoides, les alcaloides, les terpénoides, les stéroides et les saponines,
ont éte utilises pour leurs propriéetes préventives et curatives (Phani Kumar et al., 2015).

A la lumiére des résultats obtenus, nos extraits sont riches en antioxydants. Selon
De Morais et al. (2021), les plantes riches en composés phénoliques ont une capacité
antioxydante elevée et, par conséquent, une activité anticholinestérasique prometteuse. De
plus, nous avons observé que les fractions des deux plantes présentent une meilleure
activité comme anticholinestérases par rapport a leurs extraits bruts, nous suggérons que
les molécules bioactives apolaires sont les responsables de cette activité dans cette étude.
A notre connaissance, la présente étude rapporte pour la premiére fois l'activité
anticholinestérasique de I'extrait d’éther diéthylique des pelures de grenade ainsi que celle
des trois fractions issues des feuilles d'olivier d’origine algérienne.

Dans une étude récente menée par Ali et ses collaborateurs (2022), l'activité
anticholinestérasique de 25 substances dérivées de Punica granatum a été testée. La
conclusion de cette étude est que le grenadier représente une source prometteuse pour le
traitement de la maladie d'Alzheimer.

Les résultats des pelures de P. granatum obtenus dans notre étude sont en
contradiction avec ceux de Savikin et al. (2018) qui ont déclaré que les solvants polaires
présentent une activité inhibitrice élevée vis-a-vis de I'acétylcholinestérase par rapport aux
solvants non-polaires. lls ont trouvé qu'a la concentration 500 pg/mL, l'extrait éthanolique

70 % des pelures de la grenade et sa fraction aqueuse ont donné I'effet le plus puissant avec
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des pourcentages d'inhibition de 39.57 + 1.88 et 28.12 + 2.09 %, respectivement, tandis
que ses fractions apolaires, d'éther de pétrole, d'acétate d'éthyle et butanolique, ont présenté
les pourcentages suivants :  26.78 + 2.21, 12.63 + 2.51 et 23.26 + 4.70 %, respectivement.
Il faut noter que leurs pourcentages d'inhibition a cette concentration sont tres faibles par
rapport aux résultats que nous avons obtenus a 200 pg/mL. Comme nous l'avons déja
mentionné, de nombreux facteurs peuvent affecter la composition phytochimique des
extraits et, par conséquent, altérer leurs bioactivités.

Elshafie et ses collaborateurs (2021) ont étudié l'effet neuroprotecteur de I'extrait
aqueux de pelure de la grenade, ils ont constaté que la concentration inhibant 50 %
d'acétylcholinestérase est égale a 133.0 pug/mL, et que la concentration 250 pug/mL a inhibé
99 % de I'enzyme.

Dans une autre étude, les extraits ethanoliques des fleurs de sept variétés
tunisiennes ont présenté une activité puissante contre l'acétylcholinestérase avec des Clsgy
variant de 2.70 + 0.10 & 8.06 + 0.11 pg/mL et contre la butyrylcholinestérase avec des
Clsoy variant de 4.00 £ 0.11 a 8.60 + 0.98 pg/mL (Bekir et al., 2016). Selon Bekir et al.
(2013), qui ont realisé leur recherche sur les feuilles du grenadier, les extraits d’hexane et
de dichlorométhane n'‘ont montré aucune activité anticholinestérasique. En revanche, les
extraits éthanolique et dacétate d'éthyle ont démontré une activité contre
l'acetylcholinestérase avec des Clso, de 46.00 + 3.26 et 14.83 = 0.73 pg/mL,
respectivement ; cependant, seul [I'extrait éthanolique était actif vis-a-vis de la
butyrylcholinestérase avec une Clsoy de 2.65 + 0.21 pg/mL.

A I'égard des feuilles d'Olea europaea, Omar et ses collaborateurs (2018) ont étudié
I'effet des biophénols de [I'olivier, y compris les non-flavonoides (hydroxytyrosol,
oleuropéine, acide caféique et verbascoside), les flavonoides (rutine, quercétine et
lutéoline) et les extraits commerciaux d'olivier (extrait de fruits d'olivier, extrait de feuilles
d'olivier, hydroxytyrosol extréme et olivenol plus), sur les enzymes impliquées dans la
pathogenese de la maladie d'Alzheimer : la B-sécrétase, I'AChE, la BChE, la tyrosinase et
I'histone-désacétylase. Ils ont constaté que l'inhibition la plus forte contre la B-sécrétase
provenait de la rutine (0.0038 uM), suivie du verbascoside (0.0063 uM) et de 1'extrait de
fruit d'olivier (0.018 pg). De plus, la quercétine a présenté l'effet inhibiteur le plus puissant
contre la tyrosinase (10.73 uM), la BChE (19.08 uM), I'AChE (55.44 uM) et I'histone-
désacétylase (105.1 uM). Il convient de noter que I'extrait commercial des feuilles avait un
effet modéré contre I'AChE, la BChE, la p-sécrétase et I'histone-désacétylase avec des

valeurs de 101.7, 84.77, 2.73 et 1085 pg, respectivement.
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Dans I'étude de Senol et al. (2016), ils ont constaté que les extraits éthanoliques des
feuilles et des écorces d'O. europaea, collectées de deux différentes régions géographiques,
en Turquie et a Chypre, ont montré une trés faible activité contre I'AChE et la BChE a la
concentration 500 ug/mL avec des valeurs d'inhibition allant de 5.7 + 1.5 & 15.0 + 2.3 %.
Dans une autre étude, la concentration 1 mg/mL de I'extrait méthanolique des feuilles a
exercé une activité inhibitrice de 85.4 + 3.39 % contre l'acétylcholinestérase (Amoo et al.
2012).

Figueiredo-Gonzalez et al. (2018) ont trouvé que les extraits phénoliques des huiles
d'olive vierges des deux variétés Cornicabra et Picual ont présenté une efficacité contre la
BChE, avec des valeurs de 249 + 6 et 357 &+ 38 pg/mL, respectivement. Ils ont mentionné
que l'effet de I'extrait de Cornicabra peut étre lié a sa teneur élevée en sécoiridoides, en
lignanes et en acides phénoliques.

Aprés une étude faite par Sudrez Montenegro et al. (2021) sur des extraits de
feuilles d'olivier, ils ont conclu qu'il existe une corrélation importante entre les triterpénes
(tels les dérives de lacide ursolique, érythrodiol et uvaol, et autres) et lactivité
neuroprotectrice. Les résultats de Gallego et al. (2021) suggérent également que les

triterpénes d'Olea europaea sont des neuroprotecteurs puissants.

2. 5. L'activité antibactérienne in vitro

Les infections bactériennes résultent principalement de la capacité des bactéries a
envahir et se répandre dans leur hdte, tout en produisant divers agents de virulence qui
causent ainsi des dommages aux cellules et aux tissus (Jam et al., 2022).

Il est devenu impératif d'explorer des traitements alternatifs face a I'augmentation
de la résistance aux antibiotiques. Plusieurs études ont montré que certaines plantes
médicinales ont le potentiel de produire des molécules antibactériennes, y compris celles
qui sont efficientes contre les souches résistantes (Alhanbali et al., 2024). Parmi ces
molécules, nous citons les composeés phénoliques, selon Kharchoufi et al., (2018), les
polyphénols peuvent former des complexes avec les protéines bactériennes. Ils peuvent
ainsi interagir avec les enzymes cellulaires présentes dans le cytoplasme et la paroi
cellulaire. De plus, en raison de leurs propriétés lipophiles, les polyphénols peuvent
perturber le fonctionnement des membranes biologiques en découplant la phosphorylation

oxydative, et en provoguant une perte du contenu cytoplasmique.
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Il convient de noter que les nuances dans les composes phytochimiques ont un impact sur
leurs valeurs antimicrobiennes.

Les résultats de notre étude sont en accordance avec ceux de Rosas-Burgos et al.
(2017), Kupnik et al. (2021) et Alhanbali et al. (2024) qui ont constaté que les bactéries a
Gram négatif sont plus résistantes aux extraits des plantes par rapport aux bactéries a Gram
positif. La composition de la paroi bactérienne peut jouer un réle important dans la
réaction des deux types de bactéries aux agents antibactériens, pour cette raison, la
résistance des bactéries Gram négatives peut étre expliqué par la présence de la membrane
externe de lipopolysacharides (Mahboubi et al., 2015).

Dans des études précédentes sur P. granatum, les chercheurs ont constaté que la
pelure de la grenade a des activités biologiques plus puissantes que les autres parties du
fruit (Nozohour et al., 2018 ; Debib et al., 2022). Debib et ses collaborateurs (2022) ont
rapporté que les extraits éthanolique et acétonique des pelures de la grenade algérienne ont
présenté une activité antibactérienne plus efficace contre une gamme de souches de S.
aureus par rapport a I'extrait d'éther de pétrole, créant des zones d'inhibition variant de
9.5+0.332a29 +1.12 mm et des concentrations minimales inhibitrices variant de 8 a 512
pug/mL. Les mémes conclusions ont été obtenues en testant les mémes extraits contre l'une
des entérobactéries productrices de béta-lactamases a spectre étendu, E. coli.

Selon Kharchoufi et al. (2018), la pelure est caractérisée par la présence de
composes phénoliques de haut poids moléculaire, de proanthocyanidines, d'ellagitannins,
de flavonoides, de polysaccharides complexes et de microéléments qui, dans I'ensemble,
affectent les propriétés antimicrobiennes. Dans une étude sur l'activité antimicrobienne de
huit variétés d'écorces de grenade, ils ont conclu que l'activité de I'extrait le plus efficace
est due a sa richesse en acide ellagique (Rosas-Burgos et al., 2017).

Dans une étude comparative entre les extraits aqueux, éthanolique 50%,
éthanolique, acétonique et heptanique, I'extrait éthanoligue a montré une activité
antibactérienne significative avec une zone d'inhibition de 20 mm. Aprés fractionnement,
purification, identification et analyse, ils ont constaté que les deux formes anomériques de
la punicalagine, a et 3, sont responsables de I'effet antimicrobien de la pelure de la grenade
présentant des valeurs de CMI comprises entre 0.3 et 1.2 pg/mL contre Candida albicans,
P. aeruginosa, E. coli, B. cereus, S. aureus, ainsi que d'autres bactéries (Gosset-Erard et
al., 2021).

En ce qui concerne O. europaea, l'extrait éthanolique 80 % des feuilles et ses

fractions, butanolique et d'acétate d'éthyle, ont inhibé la croissance de S. aureus, B. cereus,
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S. enteritidis et E. coli avec des zones d'inhibition variant de 12 a 23 mm a la concentration
de 800 pg/disc ; cependant, les fractions chloroformique et hexanique n‘ont présenté
aucune activité (Lee et al., 2004).

Dans I'étude de Ghanem et al. (2019), ils ont testé I'effet antibactérien de I'extrait
méthanolique 80 % des feuilles de I'Egypte et ses fractions, ils ont observé que les extraits
de dichlorométhane et d'acétate d'éthyle étaient les fractions les plus actives contre les
bactéries S. aureus, B. subtilis et Salmonella spp.

Dans une autre étude, ils ont démontré que les extraits éthanolique, aqueux et
d'acétate d'éthyle ont une efficacité antibactérienne variable contre neuf bactéries Gram
négatives et autres Gram positives, parmi lesquelles nous trouvons E. coli, P. aeruginosa et
S. aureus, avec des zones d'inhibitions qui varient de 13 £ 0.08 a 19 + 0.81 mm, ou I'extrait
d'acétate d'éthyle s'est montré le plus efficace contre la majorité des bactéries etudiées. 1ls
ont suggéré que le potentiel antimicrobien d'O. europaea est principalement attribué a la
présence de composés secoiridoides et de leurs dérivés, notamment 1’oleuropéine (Khan et
al. 2020).

Lee et Lee (2010) ont testé, individuellement et en combinaison, [leffet
antibactérien des principaux constituants des feuilles d'O. europaea, l'oleuropéine, la
vanilline, la rutine et I'acide cafeique, contre B. cereus et S. enteritidis. Ils ont constaté que
I'effet synergétique de ces composés présente une activité antibactérienne significativement

élevée.
2. 6. L'activité anticoccidienne in vivo

Les poulets sont exposés a de nombreuses maladies intestinales entrainant des

pertes économiques, particulierement les maladies infectieuses telle que la coccidiose
causée par sept especes d'Eimeria, incluant la coccidie la plus pathogéne E. tenella (Lal et
al., 2009).
Plus le probleme des résidus de substances chimiques dans les produits avicoles, les
souches d'Eimeria sp. ont progressivement développé une résistance significative aux
médicaments, ce qui pourrait limiter l'efficacité des traitements (Sun et al., 2023). Par
conséquent, les produits naturels sont apparus avec succeés comme une approche pour
prévenir et combattre la coccidiose chez les volailles (Muthamilselvan et al., 2016 ; Sun et
al., 2023).
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Les additifs alimentaires tels les composes phytochimiques constituent une vaste catégorie
de molécules avec des structures chimiques et des bioactivités tres diverses. Les substances
actives des plantes varient considérablement en fonction de caractéristiques intrinséques,
telles que l'origine géographique, la saison de récolte et la partie utilisée de la plante, ainsi
que de facteurs extrinseques comme la technique de préparation de l'additif (Valenzuela-
Grijalva et al., 2017).

En étudiant les parametres cliniques, zootechniques et parasitologiques, ainsi que
en réalisant I'étude histopathologique des cwca, nous avons pu évaluer l'efficacité
anticoccidienne des pelures du fruit de P. granatum et des feuilles d'O. europaea. A notre
connaissance, il s’agit de la premiere étude ayant mis en évidence [Dactivité
anticoccidienne, in vivo, de I’extrait hydro-éthanolique et de la poudre des feuilles d’O.
europaea, ainsi que de I’écorce du fruit de P. granatum, toutes deux d’origine algérienne.

L'administration des traitements était via l'aliment, selon Sun et ses collaborateurs
(2023), lutilisation des medicaments anticoccidiens dans l'alimentation des volailles est
I'une des principales méthodes de lutte contre I'infection parasitaire provoquee par Eimeria.
Concernant l'administration du diclazuril via I'eau de boisson, EI-Banna et al. (2005) ont
démontré que l'efficacite de ce type de traitement était équivalent a celui administré via
I'aliment en utilisant le méme produit chimique contre une infection expérimentale causée
par Eimeria sp. chez le poulet.

Les signes cliniques provoques par E. tenella dans la présente étude sont similaires
a ceux observés par EL-Dakhly et al., (2006), AL-Saegh (2018) et Qaid et al., (2021) qui
ont expérimenté, in vivo, l'effet anticoccidien des plantes contre le méme parasite.
Lorsqu'un oocyste sporulé d'E. tenella est ingéré par un poulet, les sporozoites sont libérés
aprés la digestion mécanique, puis la digestion enzymatique, et migrent vers leur site de
développement préféré, le cecum, ou ils envahissent les entérocytes des cryptes et
endommagent les parois cecales (Lal et al., 2009), provoquant les signes cliniques
particuliers de cette espece (Han et al., 2022).

Dans notre étude, l'intensité de la maladie varie en fonction du traitement suivi chez les
poussins infectés, sauf pour les poussins du groupe traité avec le diclazuril (D) qui n'ont
montré aucun de signes d'infection. Le diclazuril a réduit significativement l'excrétion
oocystale, le score Iésionnel et le taux de mortalité par rapport au groupe témoin infecté
non traité. Une efficacité similaire a été prouvée contre Eimeria aratinga chez le perroquet
(Salem et al., 2022) et contre Eimeria sp. chez le poulet (EI-Banna et al., 2005). Selon

Taylor et al. (2007), le diclazuril est un produit synthétique avec un large spectre d'activité
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contre diverses coccidies chez les animaux et les oiseaux. Les stades de développement
affectés par ce produit varient en fonction de l'espéce pathogene. En ce qui concerne
Eimeria tenella, le diclazuril peut démontrer une efficacité contre tous les stades de
développement, ce qui renforce I'efficacité trouvées dans la présente étude.

E. tenella, I'espece coccidienne la plus courante et la plus pathogene chez le poulet,
peut provoquer une morbidité de 100 % et une mortalité élevée dues a la destruction
importante de I'épithélium ceaecal (Abdisa et al., 2019) et a la perturbation grave de
I'hnoméostasie intestinale (Mohsin et al., 2022). Dans notre étude, le groupe infecté non
traité a touché un pourcentage de mortalité de 11.11 % ce qui a apparu faible par rapport
aux études de Anosa et Okoro (2011) et Abbas et al. (2019), cette différenciation peut étre
attribuée a la dose infectieuse, a l'espéce parasitaire et sa pathogénicité ou a I'état
immunitaire et I'age de I'hOte (Attree et al., 2021). En outre, les poussins infectés non
traités ont démontré une consommation alimentaire réduite, une conversion alimentaire
mauvaise et un gain de poids faible par rapport aux poussins non infectés ; cette réduction
est un résultat de la perturbation de l'intégrité ceecale par Eimeria, qui a altéré I'absorption
des nutriments et l'efficacite de Il'utilisation de l'aliment (Aitfella Lahlou et al., 2021). Ces
résultats sont conformes a ceux rapportés précédemment par Herrero-Encinas et al. (2021)
qui ont noté une réduction de la prise alimentaire, du poids corporel et du gain de poids
corporel, ainsi qu'une augmentation de I'excrétion d'oocystes chez les poulets exposes a
Eimeria sp.

D'apres I'étude que nous avons faite, Punica granatum et Olea europaea ont atténué
les effets néfastes de la coccidiose provoquéee expérimentalement par Eimeria tenella chez
le poulet de chair (Cobb 500) ; et elles ont amélioré ainsi les performances de croissance.

Le dénombrement des oocystes d'Eimeria dans la matiere fécale est une méthode
simple pour déterminer le degré de l'infestation. L'excrétion des oocystes dans les groupes
traités est significativement réduite par rapport au groupe infecté non traité. Cette réduction
peut étre attribuée a la présence des molécules bioactives a un effet antiparasitaire, plutot
anticoccidien, et un effet amélioratif sur le tissu intestinal, sachant que, l'activité
antiparasitaire de P. granatum et d'O. europaea a été prouve auparavant par Al-Mathal et
Alsalem, (2012), Al-Mathal et Alsalem, (2013), Labsi et al., (2016) , Al-Megrin, (2017),
Kheirandish et al., (2017), Debbou-louknane et al., (2021) et Kamran et al., (2023).

Concernant P. granatum, Al-Shaibani et al., (2020) ont mentionné que les phénols

de la grenade peuvent interagir avec les membranes cytoplasmiques et affecter leur
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permeéabilité aux cations, ce qui entraine la perturbation des activités cruciales dans les
cellules parasitaires et leur mort.

Dans une étude comparative menée par Salih et al. (2019), ils ont constaté que la grenade
est plus éfficace en réduisant la quantité d'oocystes d'Eimeria necatrix excrétés par rapport
aux autres plantes étudiées. Dkhil (2013) a rapporté qu'aprés 5 jours de traitement avec
I'extrait méthanolique 70 % de I'écorce de la grenade, la production d'oocystes d'Eimeria
papillata par gramme de féces a diminué de 50 % chez les souris traitées comparativement
au contrdle non traité.

En ce qui concerne O. europaea, Kyriazisa et al. (2013) ont découvert que le

polyphénol le plus fréquent dans les feuilles de I'olivier, l'oleuropéine, a la capacité
d'exercer une activité leishmanicide directe en attaquant les formes promastigotes et
amastigotes du parasite ou d'exercer une activite indirecte en activant la cellule hote.
Dans l'étude de De Pablos et al. (2010), ils ont trouvé gu'E. tenella est trés sensible au
traitement a l'acide masliniqgue, un composé triterpénoide présent en quantités
considérables dans les feuilles et les fruits d'O. europaea, ou la libération d'oocystes étant
80.1 % plus faible que chez les poussins non traités. De méme, Afiover-Ayuso et al. (2024)
ont constaté que le traitement avec des doses de 30, 60, 90 et 120 ppm d'extrait d'acide
triterpénique, contenant de l'acide maslinique et de l'acide oléanolique, sont capables de
réduire la charge d'oocystes excrétés.

La diminution des lésions au niveau de la paroi intestinale est liée a la diminution
de l'excrétion oocystale (Balta et al., 2021). L'examen macroscopique (le score Iésionnel)
et microscopique (I'étude histopathologique) des caca révelent qu'il y a une amélioration et
une régénération de la paroi ceecale. Nous suggérons que la réduction des lésions et la
bonne restauration de la muqueuse cecale sont dues aux composants bioactifs présents
dans les deux plantes étudiées, a leurs activités anticoccidiennes ainsi qu'a leurs activités
antioxydantes puissantes et a leurs activités anti-inflammatoires.

Selon Valenzuela-Grijalva et al. (2017), les composés phytochimiques peuvent présenter
des activités anti-inflammatoires et antioxydantes dans la lumiére intestinale, conduisant a
une amélioration de la morphologie et de la fonction intestinales. Par exemple, les tanins
ont la capacité d'améliorer et de régénérer I'épithélium intestinal, optimisant ainsi la
capacité digestive par une meilleure absorption et assimilation des nutriments (Al-Shaibani
et al., 2020).

Selon Dkhil (2013), les pelures de la grenade ont démontré une efficacité anticoccidienne,

une amélioration de la structure histologique ainsi que du statut antioxydant et une
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meilleure protection des tissus contre les dommages résultant de l'infection parasitaire.
Amer et al. (2015) ont également révelé que l'extrait de pelures pourrait avoir un impact
sur les niveaux élevés des especes réactives de I'oxygene induits par l'infection a Eimeria
papillata. Il a réduit le stress oxydatif ainsi que la cytotoxicité, et par conséquent, les
Iésions provoquées par le parasitisme.

Parsaei et al. (2014) ont dévoilé que les feuilles d'olivier contiennent des flavonoides
capables d'améliorer le statut immunitaire des poulets. Dans I'étude de Balta et al. (2021),
ils ont expérimenté l'effet anticoccidien d'un mélange de composés organiques dont
I'extrait d'olive est I'un d'eux. lls ont suggéré que le mélange n'a pas seulement affecté
I'n6te, mais il a aussi directement inhibé E. tenella, limitant sa capacité a infecter les
cellules aviaires.

Le cecum de l'oiseau est un organe digestif important, comme nous avons

mentionné préecédemment, les poulets infectés par Eimeria souffrent de la malabsorption,
et cela se traduit par des parameétres zootechniques réduits. Méme si il n'y a pas de
différences significatives, les résultats ont montré qu'il y a une amélioration dans le gain
de poids, la consommation alimentaire et I'indice de consommation chez les poussins
traités avec les deux plantes par rapport au groupe infecté non traité, et cela est attribue a la
réduction de l'effet néfaste d'E. tenella, au bon rétablissement des lésions au niveau des
ceeca et autres activités biologiques des deux plantes.
En se basant sur les différentes activités biologiques des substances d'origine végétale,
quatre mécanismes clés ont été proposés pour soutenir les changements physiologiques
observés chez les animaux étudiés et expliquer les impacts sur les performances de
croissance : modulation de la fermentation ruminale ; amélioration de I'état alimentaire et
de la prise alimentaire ; amélioration de la digestion et de l'absorption des nutriments et
source d'activité anabolique a la fois directe et indirecte sur les tissus ciblés. L'efficacité
des additifs alimentaires phytochimiques dépend de leur structure, de leur dosage et de leur
pharmacocinétique, ainsi que de facteurs liés a I'animal et a la période d'administration
(Valenzuela-Grijalva et al., 2017).

Lorsque les plantes a effet antidiarrhéique peuvent améliorer les performances de
croissance chez les animaux (Cho et al., 2012), nous suggérons que l'atténuation des
symptdmes induits lors de I'infection chez les poussins traités avec P. granatum pourrait
étre attribuée a ses propriétés antidiarrhéiques réduisant lI'accumulation du liquide intestinal

et de la motilité intestinale.
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Parmi les substances bioactives, les tanins sont connus pour rendre la muqueuse intestinale
plus résistante et réduire ses sécrétions. En outre, les flavonoides sont également reconnus
pour leur capacité a inhiber la sécrétion intestinale (Qnais et al., 2007).

Pour les groupes traités avec I'extrait éthanolique 70 % des pelures de P. granatum,
les signes cliniques étaient moins exprimés chez les poussins traités avec 800 mg/kg
daliment, et & la fin de l'expérience, ses poussins ont enregistré la meilleure moyenne
pondérale et la bonne régénération de la muqueuse cecale. Nous avons constaté qu'il y a
une relation dose-dépendante a I'effet anticoccidien qui pourrait étre due a la concentration
croissante des principes actifs dans la dose 800 mg d'extrait. Ces résultats sont en accord
avec ceux de Ahad et al. (2018) qui ont testé I'activité anticoccidienne de différentes doses
(de 100 a 400 mg/kg de poids corporel) de I'extrait méthanolique de I'écorce de la grenade.

Plusieurs études ont montré l'effet positif de I'écorce de la grenade comme
supplément alimentaire sur les parameétres zootechniques. Hamady et al. (2015) ont
démontré que l'ajout de 10 g de I'extrait ethanolique 80 % de I'écorce de la grenade dans
100 kg d'aliment en tant que stimulateur de croissance naturel chez le poulet a pu améliorer
de maniére significative la prise alimentaire, le poids corporel et le gain de poids.
Mohammed et al. (2021) ont expérimenté l'effet de I'extrait d'écorces de la grenade sur les
performances de croissance en cas d'une infection coccidienne chez le lapin, ils ont
constaté que I'extrait a significativement amelioré I'indice de conversion alimentaire relatif
par rapport au groupe infecté non traite.

Quant au traitement avec 4 g de la poudre de P. granatum/kg d'aliment, les résultats
obtenus révelent une meilleure régénération du tissu caecal, une bonne réduction du score
Iésionnel et du nombre oocytal, et une amélioration dans l'indice de consommation. Par
contre, le méme traitement a diminué la quantité d'aliment ingéré et le poids gagné par
rapport aux autres groupes traités avec l'extrait. De méme, Khorrami et ses collaborateurs
(2022) ont trouve que le traitement avec I'extrait de pelures de grenade a une concentration
de 400 ppm dans l'eau de boisson contre la coccidiose aviaire causée expérimentalement
par des especes mixtes d'Eimeria peut réduire non seulement la production d'oocystes mais
aussi la consommation d'aliments et le gain de poids corporel. Nous proposons que la
réduction de la consommation alimentaire accompagnée par I'amélioration de Il'indice de
consommation soit a cause de la concentration élevée en polyphénols que 4 g de la poudre
contiennent. 1l est bien connu que les pelures de la grenade possédent un effet astringent
qui est attribué aux tanins présents (Schubert et al., 1999 ; Akhtar et al., 2015 ; Kharchoufi

et al., 2018). Selon Idris et al. (2017), certaines molécules, telles que les phénols, les tanins
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et les saponines, ont été signalées comme des réducteurs de la consommation alimentaire
chez les animaux d'élevage, ce qui entraine un retard dans la croissance. De plus,
I'importance biologique des tanins dans I'alimentation des poulets est liée a leurs effets
négatifs sur la consommation parce qu'ils sont des polyphénols amers pouvant réduire
I'appétence en réagissant avec les muco-protéines salivaires ou les récepteurs gustatifs.
D'un autre coté, les polyphénols de pelures de P. granatum peuvent améliorer l'utilisation
de I'énergie alimentaire en manipulant la microflore intestinale afin d'obtenir une meilleure
conversion alimentaire (Ahmed et Yang, 2017).

Le taux de mortalité de 25% dans le groupe (P3) peut étre justifier par l'association
de la perte de l'appétence a cause des tanins avec les dégats provoqués par le parasite au
niveau des ceca.

Concernant l'alimentation supplémentee avec l'extrait éthanolique 70 % des feuilles
d'O. europaea, nous avons trouve que les poussins nourris de I'aliment supplémenté avec
400 mg d'extrait ont enregistré la meilleure moyenne pondérale a la fin de l'expérience, le
meilleur gain de poids et la meilleure conversion alimentaire par rapport au groupe traité
avec 800 mg d'extrait. En suivant ces traitements, nous avons remarqué que la
consommation alimentaire est augmentée avec la concentration de l'extrait supplémenté, et
cela pourrait étre attribué a une amélioration de la saveur et de l'appétence alimentaire
(Erener et al., 2020). D'un autre coté, nous avons remarqué une diminution du gain de
poids malgré la régenération du tissu cacal chez les groupes (02) et (03), cet effet pourrait
étre attribué a une diminution de l'absorption des nutriments. Selon Pecjak et al. (2020),
quelques polyphénols limitent la libération d'enzymes digestives telles que la lipase, I'a-
amylase et la protéase, réduisant potentiellement la digestibilité nutritionnelle. Komaki et
ses collaborateurs (2003) ont trouvé que I'extrait éthanolique de feuilles d'olivier peut
inhiber l'activité des a-amylases du pancréas humain et de la salive, avec des valeurs de
Clso de 0.02 et 4 mg/mL, respectivement. L'acide oléanolique et les lutéolines glucosidées
ont été identifiés comme les principaux composés responsables de cet effet.

De plus, les composés polyphénoliques peuvent se lier aux minéraux pour créer des
complexes indigestes, réduisant I'absorption des minéraux et donc leur utilisation (Pe¢jak
et al., 2020). En général, I'effet des polyphénols sur l'absorption et l'assimilation de
différents nutriments dépend de nombreux parametres, y compris le type de composés, leur

dose et l'interaction avec d'autres composés (Surai, 2014).
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Le taux de mortalité de 11.11 % dans le groupe (O3) peut étre justifié par
I'association de la malabsorption causée par la plante avec les dégats provoqués par le
parasite au niveau de I'épithélium ceecal.

D'aprés la littérature, I'administration d'extrait de feuilles d'olivier pendant cing
semaines a des souris nourries avec un régime riche en graisses a induit une diminution
significative de la prise de poids (Vezza et al., 2019). Varmaghany et ses collaborateurs
(2013) ont trouvé que l'indice de consommation s'est augmenté chez les poulets de chair
exposés au froid et nourris avec un aliment supplémenté de 15 g de poudre de feuilles
d'olivier/kg. En revanche, les meilleures performances de croissance ont été enregistrées
chez les poulets nourris avec un aliment supplémenté de 10 g/kg.

Dans I'étude de Herrero-Encinas et al. (2021), ils ont supplémenté deux concentrations
différentes (500 et 1500 ppm) d'un extrait de grignons d'olive (contenant > 6 % de
triterpénes et > 1 % de polyphénols) dans l'alimentation de poulets de chair soumis a un
vaccin vivant d'Eimeria sp. lls ont remarqué que les concentrations testées n‘ont aucune
signification sur les performances de croissance.

Ainsi, Erener et al. (2020) ont ajouté differentes concentrations d'extrait de feuilles
d'olivier, contenant 112.9 g d'oleuropéine/kg d'extrait, a I'alimentation des poulets. Ils ont
constaté que la concentration la plus élevée a présenteé le meilleur effet sur les
performances des oiseaux en augmentant l'ingestion alimentaire et en minimisant l'indice

de conversion d'aliments.
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Les plantes, reconnues pour étre des matiéres premiéres peu codteuses, largement
disponibles et riches en composés bioactifs efficaces, sont considérées comme une bonne
alternative aux médicaments chimiques. Elles jouent un réle important dans le traitement et
la prévention de nombreuses maladies, aussi bien chez 'Homme que chez l'animal. La
présente étude vise a quantifier le contenu en composes phénoliques et a évaluer plusieurs
activités biologiques : [I’activité antioxydante, D’activité anti-Alzheimer, 1’activité
antibactérienne, ainsi que 1’activité anticoccidienne des pelures de Punica granatum et des
feuilles d'Olea europaea.

La méthode d'extraction adoptée nous a permis d'obtenir un extrait brut hydro-

alcoolique pour chaque plante, ainsi que leurs fractions, avec des rendements variant selon
la polarité des solvants utilisés. A I'exception de I'extrait d'éther diéthylique, les pelures de
P. granatum donne un rendement plus élevé que les feuilles d'O. europaea avec cette
technique d'extraction.
La quantification spectrophotométrique des composés phénoliques a révélé la richesse des
pelures de la grenade et des feuilles de l'olivier en métabolites secondaires, plus
particulierement, les polyphénols totaux, les flavonoides, les flavonols et les tanins. Ces
résultats permettent de conclure que ces deux sources végétales constituent d'importantes
réserves de composés bioactifs.

Le stress oxydatif contribue a l'apparition et a la progression de diverses

maladies. Les antioxydants naturels, une classe de composés capables de combattre le
stress oxydatif et d'en atténuer les effets, ont suscité un grand intérét en raison de leur
efficacité dans la prévention et/ou le traitement de nombreuses maladies.
L'évaluation du potentiel antioxydant des extraits a été effectuée par cing méthodes, in
vitro, différentes et complémentaires : le test de piégeage du radical DPPH", le test de
piégeage du radical ABTS™, le test de capacité de réduction du cuivre, le test de la
phénanthroline et le test du pouvoir réducteur. Les extraits d'acétate d'éthyle et d'éther
diéthylique des plantes étudiées se sont revelés étre les meilleurs piégeurs de radicaux
libres et les agents réducteurs les plus efficaces.

L'activité anti-neurodégénérative a été egalement effectuée, in vitro, contre deux
enzymes clés de la maladie d'Alzheimer, I'acétylcholinestérase et la butyrylcholinestérase.

Toutes les fractions de la grenade ont montré une activité anticholinestérasique
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intéressante. D’autre part, seule la fraction éther diéthylique de l'olivier a manifesté une
activité anticholinestérasique.

Les microorganismes sont ubiquitaires et peuvent causer d'énormes problemes de
santé chez I'étre humain et l'animal. L'activité antibactérienne des extraits a été évaluée
contre les souches bactériennes suivantes : B. cereus, S. aureus, E. coli et P. aeruginosa.
Tous les extraits de P. granatum ont montré un effet inhibiteur contre les souches Gram
positives. Concernant I'effet bactéricide, I'extrait (DP) a enregistré la meilleure efficacité
contre S. aureus, tandis que l'extrait (BP) a montré le meilleur effet contre P. aeruginosa.
En revanche, seul l'extrait (DO) d'O. europaea a montré un effet bactéricide contre les
souches B. cereus et S. aureus.

Concernant l'activité anticoccidienne, nous pouvons conclure que les extraits
éthanoliques 70 % de pelures de grenade a la concentration 800 mg/kg d'aliment et de
feuilles d'olivier a la concentration 400 mg/kg d'aliment sont des alternatifs thérapeutiques
prometteurs pour le contrdle de la coccidiose dans l'aviculture, car ils ont été démontré
qu'ils minimisent les effets délétéres de la coccidiose cxcale chez le poulet de chair Cobb
500 en raison de leur teneur en molécules phytochimiques ayant des propriétés
anticoccidiennes, ainsi que leurs propriétés comme des stimulateurs de croissance surtout
I'extrait des pelures.

En comparant les deux plantes, notre étude a révélé que les pelures de Punica
granatum sont plus efficaces et pourraient représenter une bonne alternative prometteuse
en tant qu'agents antioxydants, anticholinestérases, antibactériens et anticoccidiens. Cela
pourrait étre attribué a la nature et/ou la concentration des substances bioactives impliquees
dans les activités observees.

Les résultats obtenus sont prometteurs, mais des recherches supplémentaires sont

indispensables. A cet effet, nous avons envisagé les perspectives suivantes :

v Découvrir la composition phytochimique des différents extraits;

v" Mener des recherches plus approfondies, in vivo, pour confirmer les effets
thérapeutiques de tous les extraits étudiés;

v' Isoler et purifier les molécules présentes dans les extraits, puis tester leurs activités
biologiques in vitro et in vivo;

v’ Evaluer les effets des extraits contre d'autres infections spécifiques ou mixtes
causées par Eimeria spp., que ce soit chez le poulet de chair ou d'autres especes

animales;
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v Analyser la qualité de la viande des poulets de chair nourris avec les pelures de
Punica granatum ou avec les feuilles d'Olea europaea, utilisées comme traitement

contre la coccidiose.
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ANNEXES



Annexe 01. Photos de l'activité antibactérienne des extraits étudiés (Photos prises par
Chaabna)

Germes Escherichia coli  Pseudomenas Staphelococcus  Bacillus cereus
(ATCC 25922)  aeruginosa aureus (ATCC 10876)
(ATCC 27853)  (ATCC 25923)

Extraits

DP

AP

BP
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DO

AO

BO

Contr6les positifs

Contr6les négatifs

P: extrait éthanolique 70% des pelures de P. granatum, DP: extrait d'éther diéthylique des pelures de P.
granatum, AP: extrait d'acétate d'éthyle des pelures de P. granatum, BP: extrait butanolique des pelures de P.
granatum. O: extrait éthanolique 70% des feuilles d'O. europaea, DO: extrait d'éther diéthylique des feuilles
d'O. europaea, AO: extrait d'acétate d'éthyle des feuilles d'O. europaea, BO: extrait butanolique des feuilles
d'O. europaea. Controles positifs : CX30 et CZ30. Contrdles négatifs : I'eau distillée et I'éthanol 96%.
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Annexe 02. Taille de 197 oocystes sporulés de I'échantillon expérimental

Longueur Largeur Longueur Largeur
Oocyste | (um) SD [ (um) | SD | Rapport [ Oocyste | (um) SD [ (um) [ SD | Rapport
1 20.68 0.23|17.19 (0.26(1.20 100 20.30 0.26|17.80 |[0.13(1.14
2 22.42 0.2619.24 |(0.13|1.17 101 19.92 0.13]16.74 |0.26|1.19
3 21.74 0.35|17.57 [0.92|1.24 102 21.66 0.26]18.63 |0.45|1.16
4 22.57 0.52]19.39 |0.35(1.16 103 23.86 0.23120.45 |0.45(1.17
5 21.74 0.47118.93 (0.35(1.15 104 22.49 0.82119.69 |0.26(1.14
6 21.66 0.35|18.55 |[0.73|1.17 105 20.83 0.13]118.10 |0.35(1.15
7 20.90 0.23]18.25 |0.35(1.15 106 23.25 0.6620.22 |0.00(1.15
8 18.55 0.66|15.75 |0.26(1.18 107 19.92 0.13|17.42 |0.35(1.14
9 21.66 0.35]18.78 |0.13(1.15 108 20.52 0.26|17.95 |0.23(1.14
10 20.75 0.13|17.95 (0.23|1.16 109 21.51 0.47)118.86 |0.00(1.14
11 22.57 0.92]19.01 |0.69(1.19 110 20.90 0.45|18.33 |0.35(1.14
12 20.60 0.35|17.49 |0.60(1.18 111 20.90 0.39]18.18 |0.23|1.15
13 23.25 0.47119.61 |[0.26|1.19 112 20.22 0.23]|17.65 |0.13|1.15
14 23.33 0.13]18.93 |0.73(1.23 113 22.95 0.39120.07 |0.35(1.14
15 21.13 0.45|17.12 |(0.57|1.23 114 21.28 0.47)118.63 |0.23(1.14
16 22.57 0.47117.27 |0.45|1.31 115 21.51 0.57118.71 |0.47|1.15
17 18.18 0.23|16.51 (0.35(1.10 116 21.81 0.00118.78 |0.35(1.16
18 20.30 0.13]15.83 (0.13|1.28 117 21.43 0.35|18.55 |0.35(1.16
19 20.37 0.57115.83 [0.35]1.29 118 22.57 0.26]19.01 |0.47|1.19
20 21.81 0.39118.78 [0.57|1.16 119 21.21 0.95|17.04 |0.39(1.24
21 21.58 0.39|18.40 (0.60|1.17 120 20.98 0.47118.33 |0.35(1.14
22 23.63 0.6018.02 |(0.26|1.31 121 19.16 0.35|16.74 |0.47(1.14
23 22.19 0.13]19.01 (0.26|1.17 122 22.04 0.23]119.16 |0.26 |1.15
24 23.63 0.23|17.87 |[0.26]1.32 123 22.19 0.35119.31 |0.00(1.15
25 21.89 0.13|18.71 |(0.13|1.17 124 21.28 0.13]118.02 |0.26(1.18
26 22.64 0.47119.77 |(0.60|1.15 125 21.66 0.35|18.86 [0.39(1.15
27 20.60 0.2617.87 |[0.47|1.15 126 21.13 0.39|17.87 |0.52|1.18
28 21.21 0.35118.48 (0.13|1.15 127 21.81 0.23119.08 |0.23(1.14
29 21.66 0.73119.39 [0.57|1.12 128 21.51 0.35|18.55 |0.261.16
30 22.80 0.2619.46 |(0.13|1.17 129 21.36 0.60|18.71 |0.35(1.14
31 20.07 0.35|17.27 |(0.23|1.16 130 21.43 0.13]118.63 |0.23|1.15
32 23.10 0.13]19.61 (1.25(1.18 131 19.16 0.26]16.89 |0.35(1.13
33 16.43 0.73119.31 (0.230.85 132 21.66 0.13118.93 |0.47(1.14
34 20.90 0.23118.18 (0.23|1.15 133 18.18 0.45]16.36 |0.23|1.11
35 20.52 0.35|17.95 (0.68|1.14 134 23.02 0.35119.61 |0.13|1.17
36 22.04 0.23119.24 (0.35|1.15 135 21.89 0.13118.86 [0.23|1.16
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37 21.51 0.6618.78 [0.13|1.15 136 21.89 0.26119.16 |0.47(1.14
38 20.75 0.35|16.66 [0.66 |1.25 137 20.07 0.35|17.57 |0.13(1.14
39 19.54 0.39116.36 [0.39]1.19 138 21.96 0.13]119.08 |0.00(1.15
40 20.68 0.45118.10 (0.57|1.14 139 22.72 0.23]119.77 |0.23|1.15
41 22.80 0.57119.99 (0.45(1.14 140 21.66 0.26118.93 |0.26 (1.14
42 20.60 0.13|17.49 (0.39(1.18 141 21.81 0.00|18.86 |0.00(1.16
43 19.61 0.35|17.04 (0.39|1.15 142 21.58 0.45]18.71 |0.57|1.15
44 20.52 0.2617.80 (0.35|1.15 143 21.89 0.35119.01 |0.13|1.15
45 22.64 0.13]19.54 (0.23|1.16 144 22.72 0.45]119.84 |0.261.15
46 20.75 0.2618.10 (0.35(1.15 145 22.57 0.69119.69 |0.131.15
47 20.68 0.23|17.65 |(0.35|1.17 146 19.54 0.23]116.96 |0.131.15
48 21.05 0.47|17.87 |(0.47|1.18 147 21.66 0.35]|18.86 |0.23|1.15
49 21.74 0.2619.01 (0.13|1.14 148 20.15 0.35|17.49 |0.45(1.15
50 22.42 0.13|19.16 |(0.13|1.17 149 22.34 0.13|18.86 |0.23|1.18
51 22.95 0.39119.99 (0.23|1.15 150 21.43 0.35|18.78 |0.13(1.14
52 19.84 0.13|17.34 (0.13|1.14 151 21.58 0.45)|18.86 |0.23(1.14
53 21.36 0.45118.71 (0.35(1.14 152 21.05 0.2618.40 |0.23(1.14
54 19.69 0.35]16.66 |0.26(1.18 153 21.58 0.39|18.86 |[0.23(1.14
55 21.43 0.47118.71 |0.35(1.15 154 21.66 0.52118.71 |0.13|1.16
56 21.81 0.23]17.87 |0.35(1.22 155 22.57 0.35|19.77 |0.23(1.14
57 20.83 0.35]17.65 |0.35(1.18 156 22.04 0.23119.31 |0.23(1.14
58 21.51 0.26]18.33 |0.26(1.17 157 21.43 0.47)118.71 |0.26 |1.15
59 18.78 0.26]15.68 |0.45(1.20 158 23.78 0.13119.16 |0.35(1.24
60 21.05 0.26]18.10 |0.35(1.16 159 21.66 0.35|18.86 |0.23|1.15
61 21.96 0.47119.24 0.52(1.14 160 21.28 0.35]|18.55 |0.13|1.15
62 21.81 0.23]19.08 |0.23(1.14 161 21.89 0.35118.93 |0.26|1.16
63 21.36 0.39]18.71 |0.35(1.14 162 19.69 0.35|17.19 |0.13|1.15
64 23.40 0.39120.52 (0.35(1.14 163 19.31 0.00(16.89 (0.13|1.14
65 21.74 0.2619.01 (0.47|1.14 164 21.58 0.23(18.86 (0.00|1.14
66 20.60 0.35|17.57 |(0.35|1.17 165 2211 0.13(19.08 (0.23]1.16
67 21.66 0.35|18.86 (0.60|1.15 166 23.48 0.35(20.37 [0.66]1.15
68 20.30 0.35|17.65 [0.35|1.15 167 21.36 0.39(18.63 (0.00]1.15
69 21.28 0.35|18.40 (0.79|1.16 168 21.58 0.23(18.78 [0.57]1.15
70 21.36 0.23|17.49 |(0.79|1.22 169 23.17 0.60(20.07 (0.13]1.15
71 20.75 0.47|17.72 |0.23|1.17 170 21.58 0.00(18.71 (0.26]1.15
72 19.24 0.2615.60 (0.66|1.23 171 2211 0.52(19.08 (0.23]1.16
73 19.46 0.35|16.66 |(0.13|1.17 172 23.33 0.26(19.39 (0.26]1.20
74 20.52 0.52|17.72 |(0.45|1.16 173 22.04 0.00(18.78 (0.35]1.17
75 19.31 0.23|16.74 |(0.35|1.15 174 20.22 0.23(17.34 (0.35]1.17
76 21.66 0.13|18.86 (0.23|1.15 175 22.49 0.23(19.01 (0.35]1.18
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77 21.58 0.3918.48 |(0.35|1.17 176 20.90 0.23117.95 |0.60(1.16
78 20.22 0.00|17.42 (0.13|1.16 177 22.11 0.13]119.08 |0.39(1.16
79 19.08 0.60|17.19 |(0.52|1.11 178 21.43 0.47)118.71 |0.47|1.15
80 19.61 0.69|16.66 (0.13|1.18 179 21.89 0.35]119.08 |0.45(1.15
81 21.21 0.47118.48 (0.52|1.15 180 19.46 0.47)116.89 |0.13|1.15
82 20.98 0.35118.25 (0.13|1.15 181 21.89 0.13]18.63 |0.00|1.17
83 21.51 0.35|18.86 (0.23|1.14 182 21.21 0.35|18.55 |0.35(1.14
84 22.11 0.13119.31 (0.23|1.15 183 21.89 0.26)18.71 |0.26 |1.17
85 21.13 0.2318.40 (0.23|1.15 184 20.90 0.23]118.02 |0.35(1.16
86 20.98 0.52118.10 (0.35|1.16 185 20.37 0.57|17.72 |0.45|1.15
87 20.98 0.5718.33 (0.47|1.14 186 21.36 0.39]118.63 |0.45(1.15
88 23.17 0.39118.18 (0.23|1.28 187 21.66 0.35|18.93 |0.47(1.14
89 21.89 0.13119.08 (0.23|1.15 188 19.08 0.23]116.51 |0.13|1.16
90 2211 0.13119.31 (0.60|1.15 189 23.70 0.35]120.22 |0.23|1.17
91 20.90 0.23|17.80 |(0.26|1.17 190 21.21 0.13]19.16 |0.35(1.11
92 21.74 0.52119.01 (0.26(1.14 191 20.22 0.23|17.57 |0.13|1.15
93 22.87 0.47119.39 (0.13|1.18 192 19.84 0.13]17.19 |0.57|1.15
94 22.57 0.13]19.77 |0.60(1.14 193 20.52 0.13|17.95 |0.00(1.14
95 23.10 0.13]18.93 |0.35(1.22 194 20.60 0.13]17.95 |0.39(1.15
96 20.45 0.39]17.65 |0.13(1.16 195 22.11 0.35119.31 |0.23|1.15
97 19.84 0.13]17.27 |0.23(1.15 196 22.80 0.57119.77 0.23|1.15
98 22.95 0.45]19.61 |0.26(1.17 197 23.33 0.57119.99 |0.45|1.17
99 21.81 0.23|18.86 (0.39|1.16
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Résumé

L’objectif de cette recherche est de valoriser les pelures de Punica granatum L. et les feuilles d'Olea europaea L., en mesurant les teneurs des
composés phénoliques et en évaluant les activités biologiques des extraits bruts (P et O) et leurs fractions : d'éther diéthylique (DP et DO),
d'acétate d'éthyle (AP et AO) et butanoliques (BP et BO). Les résultats de I’analyse phytochimique quantitative ont révélé des concentrations
élevées en polyphénoals, en flavonoides, en flavonols et en tanins, les extraits de P. granatum étant plus riches que ceux d'O. europaea. La
mise en évidence du potentiel antioxydant a été réalisée par cing essais in vitro. Les fractions de P. granatum ont montré un pouvoir
antioxydant supérieur a celui des standards testés ou (DP) était la fraction la plus puissante dans le test du DPPH et du phénanthroline
(3.36+0.11 et 1.04+0.10 pg/mL, respectivement), tandis que (AP) était la fraction la plus puissante dans le test de I'ABTS, du CUPRAC et du
pouvoir réducteur (1.26+0.04, 2.59+0.20 et 3.41+0.09 pg/mL, respectivement). Quant a O. europaea, la plus forte activité a été exercée par
(DO) dans le test du DPPH, de I'ABTS et du CUPRAC (9.31+0.44, 6.89+0.39, 8.97+0.62 pg/mL, respectivement) et par (AO) dans le test de
la phénanthroline et du pouvoir réducteur (9.29+1.07 et 16.22+1.88 pg/mL, respectivement). Les résultats de I’activité anti-Alzheimer ont
révélé que les fractions des pelures ont présenté une bonne activité anti-cholinéstérasique, tandis que, seul I'extrait (DO) a montré une activité
anti-butyrylcholinestérase (85.92+7.80 pg/mL). L’activité antibactérienne a été évaluée vis-a-vis de deux bactéries Gram négatives et deux
bactéries Gram positives. Parmi les bactéries Gram négatives, P. aeruginosa s'est montrée sensible uniquement envers (BP), tandis que, tous
les extraits ont présenté une activité importante contre les bactéries Gram positives. Les résultats de la détermination de la concentration
minimale inhibitrice et de la concentration minimale bactéricide des deux plantes ont montré que la meilleure concentration inhibitrice a été
observée vis-a-vis de B. cereus par les extraits (AP) et (BO) (0.39 et 12.50 mg/mL, respectivement), alors que le meilleur effet bactéricide a
été exercé par (DP) contre S. aureus (1.56 mg/mL) et par (DO) contre B. cereus et S. aureus (50 mg/mL). L’évaluation du potentiel
anticoccidien de I'extrait brut de chaque plante (a 400 et 800 mg/kg d'aliment) ainsi de leurs poudres (a 4 g/lkg d'aliment) a été réalisée sur des
poussins de chair de la souche Cobb 500, du 14¢ jour jusqu'au 35¢ jour d'dge. Les résultats ont montré une activité anticoccidienne
prometteuse avec une réduction significative du nombre d'oocystes d'E. tenella par gramme de féces dans les groupes traités. En outre,
I'incorporation de I'extrait hydro-éthanolique de pelures de P. granatum et de feuilles d'O. europaea dans I'alimentation des volailles, aux
concentrations 800 et 400 mg/kg, respectivement, a permis d'améliorer les performances zootechniques des poulets. Les résultats ont montré
que les extraits étudiés possedent des propriétés antioxydantes, anticholinestérasiques, antibactériennes et anticoccidiennes puissantes,
attribuables a la qualité et a la quantité de leurs composants phytochimiques, en particulier leurs composés polyphénoliques. Ces plantes
représentent une source potentielle de substances de grande valeur susceptibles de remplacer les composés chimiques utilisés dans les
domaines de la pharmacologie et de I'alimentation.

Mots clés : Punica granatum L., Olea europaea L., composés phénoliques, activités biologiques, poulet de chair, effet anticoccidien.

Abstract

The objective of this research is to valorize the Punica granatum L. peels and Olea europaea L. leaves by measuring the phenolic compound
concentrations and evaluating the biological activities of the crude extracts (P and O) and their fractions : diethyl ether (DP and DO), ethyl
acetate (AP and AO), and butanolic (BP and BO). The results of the quantitative phytochemical analysis revealed a high concentration of
polyphenols, flavonoids, flavonols, and tannins, with extracts from P. granatum being richer than those from O. europaea. The antioxidant
potential was assessed using five in vitro tests. The the P. granatum fractions demonstrated greater antioxidant power than the standards
used. The (DP) was the most potent in the DPPH and phenanthroline assays (3.36+0.11 and 1.04+0.10 pg/mL, respectively), whereas (AP)
showed the highest activity in the ABTS, CUPRAC, and reducing power assays (1.26+0.04, 2.59+0.20 and 3.41+0.09 pg/mL, respectively).
For O. europaea, the strongest activity was exerted by (DO) in the DPPH, ABTS, and CUPRAC assays (9.31+0.44, 6.89+0.39, 8.97+0.62
ug/mL, respectively) and by (AO) in the phenanthroline and reducing power assays (9.29+1.07 and 16.22+1.88 pg/mL, respectively). The
results of the anti-Alzheimer activity revealed that the peel fractions showed good anti-cholinesterase activity, while only the extract (DO)
exhibited anti-butyrylcholinesterase activity (85.92+7.80 pug/mL). The antibacterial activity was evaluated against two Gram-negative and
two Gram-positive bacteria. Among the Gram-negative bacteria, P. aeruginosa was shown to be sensitive only to (BP), while all extracts
showed significant activity against Gram-positive bacteria. Moreover, the determination of the minimum inhibitory concentration and
minimum bactericidal concentration of the two plants showed that the best inhibitory concentration was observed against B. cereus with
extracts (AP) and (BO) (0.39 and 12.50 mg/mL, respectively). The strongest bactericidal effect was exerted by (DP) against S. aureus (1.56
mg/mL) and by (DO) against both B. cereus and S. aureus (50 mg/mL). The anticoccidial potential of the crude extract from each plant (at
400 and 800 mg/kg of feed) and their powders (at 4 g/kg of feed) was conducted on Cobb 500 broiler chicks from day 14 to day 35 of age.
The results demonstrated promising anticoccidial activity, with a significant reduction in the number of E. tenella oocysts per gram of feces
in the treated groups. In addition, the incorporation of the hydro-ethanolic extract of P. granatum peels and O. europaea leaves into the
poultry diet at concentrations of 800 and 400 mg/kg, respectively, helped to improve the broilers' zootechnical performances. The results
showed that the studied extracts possess strong antioxidant, anticholinesterase, antibacterial, and anticoccidial properties, attributable to the
quality and quantity of their phytochemical components, particularly their polyphenolic compounds. These plants represent a potential source
of valuable substances that can replace chemical compounds used in the fields of pharmacology and nutrition.

Keywords: Punica granatum L., Olea europaea L., phenolic compounds, biological activities, broiler chicken, anticoccidial effect.
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