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. evaluate in vitro the vermicidal activity of aqueous and hydroethanolic
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Lumbricus terrestris, Gymnema sylvestre extracts of Gymnema sylvestre fand Tacazzea aplculata}, two medicinal
Retz., Tacazzea apiculata Oliv., activité plants from Niger, using Lumbricus terrestris as the animal model. The
vermicide, Niger phytochemical profile of the aqueous and hydroethanolic extracts was

determined by tube reactions according to standard characterization
methods. Biological assays were conducted at concentrations of 40, 50,
and 60 mg/mL, with albendazole (40 mg/mL) serving as the reference
substance. Parameters considered included paralysis time and lethal
time. The results revealed a dose-dependent vermicidal activity for both
aqueous and hydroethanolic extracts of the two plant species. The
hydroethanolic extract of Gymnema sylvestre showed the highest
efficacy, with respective paralysis and lethal times of 13.5 minutes and
30.66 minutes at 40 mg/mL, significantly surpassing the activity of
albendazole (43.94 minutes; 61.27 minutes).
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Phytochemical screening revealed the presence of six major groups of secondary metabolites (saponins, terpenes and
sterols, flavonoids, tannins, alkaloids, and quinones), whose richness and diversity could explain the relevance of the
traditional use of these plants in the treatment of helminthiases. These results open promising perspectives for the
development of new, accessible therapeutic alternatives adapted to the local context.
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Introduction:-

Les helminthiases représentent un enjeu majeur de santé publique, particulierement dans les régions tropicales des
pays en développement, ou les conditions environnementales et socio-économiques favorisent leur développement
(OMS, 2010). Environ 1,5 milliard de personnes, soit 25% de la population mondiale, sont touchées par les
helminthiases (OMS, 2010). Les helminthiases sont dues entre autres aux cestodes, nématodes et trématodes
(Deblock, et al., 1998). Depuis plusicurs décennies, le contrdle des infections parasitaires chez I’homme s’est
essentiellement appuyé sur 'utilisation de molécules anthelminthiques de synthése, dont I’efficacité n’a cessé
d’augmenter au fur et & mesure du développement de nouvelles familles (Chartier et al., 2001). Cependant 1’emploi
croissant et pas toujours raisonné de ces produits chimiques, font que de nombreux cas de résistance aux principaux
groupes d'anthelminthiques (benzimidazoles, imidazothiazoles et lactones macrocycliques...etc.) sont observés
(Chartier et al., 2001 ; Waller, 2006). La recherche de nouvelles molécules anthelminthiques dotées de nouveaux
mécanismes d’action est donc nécessaire. Les molécules naturelles d’origine végétales pourraient étre une
alternative  du fait que les plantes sont disponibles et accessibles (Houzangbe-Adoteet al., 2001). A cet effet, les
propriétés anthelminthiques des extraits de plusieurs plantes ont été étudiées et ces plantes se sont avérées efficaces
comme antiparasitaires (Dieng et al., 2017; Azandoet al., 2011; Akouedegniet al., 2019; Ongokaet al., 2016). Ainsi
il est nécessaire de continuer la recherche surtout au niveau des plantes dont les propriétés anthelminthiques sont peu
connues. Au Niger, les études menées sur 1’activité anthelminthique des extraits végétaux sont tres limitées. Ainsi,
pour explorer des nouvelles plantes anthelminthiques, cette étude portera sur le criblage phytochimique et
I’évaluation in vitro de I’activité anthelminthique des extraits aqueux et hydroéthanolique de deux plantes utilisées
au Niger en médecine traditionnelle dans le traitement des maladies parasitaires.

Mateériel et méthodes:-

Matériel:-

Matériel végétal:-

Le matériel végétal est composé des tiges feuillées de Gymnema sylvestre et de Tacazzea apiculata (Tableau 1).
L’identification de ces espéces végétales a été confirmée au Laboratoire Garba Mounkaila du Département de
Biologie de I’Université Abdou Moumouni de Niamey, par comparaison aux échantillons disponibles dans leur
herbier. Pour chacune de deux plantes étudiées, ’échantillon a étudier est constitué des tiges feuillées séches
pulvérisées en poudre a I’aide d’un broyeur mécanique.

Tableau 1: Plantes récoltées

Especes végétales Familles Parties utilisées Provenance
Gymnema sylvestre Retz. Asclépiadaceae Tiges feuillées Marché de Katako
Tacazzea apiculate Oliv. Périplocaceae Tiges feuillées Marché de Katako

Matériel animal:

Les vers de terre (Lumbricus terrestris) ont été récoltés en bordure d’un marigot se trouvant dans ’enceinte de
I’espace d’Agrhimet situé dans la commune V. L'utilisation de L. terrestris (ver de terre) est un modele courant,
mais il ne s'agit pas d'un véritable parasite helminthique des humains ou des animaux. Ce matériel animal est choisi
du fait de sa disponibilité et son adaptation aux conditions du laboratoire (Lakshmi et al., 2012). Les vers collectées
ont été gardés dans leur boue d’origine du milieu de collection. Ils ont été incubés pendant une journée (24 heure) a
7 jours avant leur utilisation pour les tests biologiques.

Méthodes:-

Préparation des extraits aqueux et hydroéthanoliques:-

Deux types d’extraits ont été préparés par décoction a partir de la poudre végétale séchée. L’extrait aqueux a été
obtenu en mettant 50 g de poudre végétale en contact avec 500 mL d’eau distillée dans un ballon a col rodé de 1L.
L’extraction a été réalisée de maniére continue sous agitation modérée pendant 2 heures. A la fin du processus, le
mélange a été filtré, puis I’eau a été évaporée a I’aide d’un bain de sable, en veillant a ne pas exposer I’extrait a des
températures élevées susceptibles d’altérer ses constituants. Le résidu sec ainsi obtenu a constitué 1’extrait aqueux.
Quant a P’extrait hydroéthanolique, il a été préparé en mélangeant 50 g de poudre végétale avec 500 mL d’un
mélange éthanol/eau, 50:50. Ce mélange a été soumis a une extraction continue, puis filtré. Le solvant a ensuite été
évaporeé au bain de sable, en prenant soin de ne pas provoquer de dégradation thermique. Le résidu sec récupéré a
constitué 1’extrait hydroéthanolique.
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Screening phytochimique:-

Le criblage phytochimique a été réalisé sur les extraits aqueux et hydroéthanoliques des tiges feuillées séches
pulvérisées de Gymnema sylvestre et de Tacazzea apiculata suivant les méthodes standards de caractérisation
décrites par Harbone (1998). Ces tests de détection ont porté sur les familles de composés chimiques suivants: les
alcaloides, composés phénoliques, les flavonoides, les tannins, les quinones, les saponosides, les terpenes stérols et,
les glycosides.

Evaluation de I’activité anthélminthique:-

Les tests biologiques ont été réalisés conformément a la méthode de Ajaiyeobaet al., (2001). Des essais
préliminaires ont permis de sélectionner trois concentrations pour les extraits testés : 40, 50 et 60 mg/mL. Le produit
de référence, I’albendazole, a été utilisé a la concentration de 40 mg/mL.

Pour chaque test, six lombrics (L. terrestris) ont été placés dans une boite de Pétri contenant 1’une des solutions a
tester.

Deux parameétres ont été observés :

e le temps d’apparition de I’hypermobilité, correspondant au délai d’action de I’extrait,

o le temps de 1étalité a 100 %, défini comme le moment ou tous les lombrics présents dans la boite sont morts.
Chaque essai a été répété trois fois pour garantir la reproductibilité des résultats.

L’effet vermicide a été considéré comme significatif lorsque 1’hypermobilité apparaissait rapidement (entre 1 et 6
heures) (Ajaiyeobaet al., 2001). Plus les temps d’apparition de I’hypermobilité et de létalité totale étaient courts,
plus P’activité vermicide de 1’extrait était jugée élevée.

Analyse statistique:-

Les données normalisées ont fait I’objet d’une analyse de variance (ANOVA), suivi du test PLSD de Tukey au seuil
de probabilité de 5% pour la séparation des moyennes statistiquement significatives. Ceux-ci pour déterminer s'il
existe une différence significative entre les différentes doses des extraits étudiés, et si tel est le cas, quelle est la dose
la plus efficace en termes de mortalité.

Résultats:-

Rendement d’extraction:-

Les rendements en extraits aqueux et hydroéthanolique obtenus par décoction a partir des tiges feuillées de
Gymnema sylvestre et de Tacazzea apiculata utilisées dans la présente étude sont présentés dans le Tableau 2.

Tableau 2: Rendements des extractions des poudres végétales seches des tiges feuillées Gymnema sylvestre et de
Tacazzea apiculata.

Espéces végétales Parties extraites Rendement d’extraction en %
EA EHE

G. sylvestre Tiges feuillées 19,56 23,44

T. apiculata Tiges feuillées 21,74 27,33

EA = Extrait aqueux, EHA = Extrait hydroéthanolique

Ces résultats montrent que ’extrait hydroéthanoliques des tiges feuillées de T. apiculata présente la teneur la plus
élevée en composés extractibles pour ce mélange de solvant soit (27,33 %) suivi de tiges feuillées de G. sylvestre
(23,44 %). De maniére générale, les rendements obtenus a partir des extraits des tiges feuillées de T. apiculata, tant
en milieu aqueux qu’en milieu hydroéthanolique obtenus sont supérieurs a ceux obtenus avec G. sylvestre. Le
rendement le plus faible a été observé avec I’extrait aqueux des tiges feuillées de G. sylvestre (19,32 %). Ces
différences de rendement peuvent s’expliquer par la composition biochimique intrinséque des deux espéces, ainsi
que par la nature des solvants utilisés (eau et mélange eau-éthanol)

Criblage phytochimique:-

Les résultats du screening phytochimique effectué sur les extraits aqueux et hydroéthanoliques des tiges feuillées
pulvérisées de Gymnema sylvestre et de Tacazzea apiculata, sont présentés dans le Tableau 3.
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Tableau 3: Screening phytochimique des tiges feuillées pulvérisées de Gymnema sylvestre et de Tacazzea

apiculata.
Espéces Alcaloides | Flavonoides | Saponosides | tanins Quinones | Triterpénes | Glycosides
végétales et stérols
G. sylvestre + + + + + + +
T.apiculata + + - + + +
+ : Présence - . Négatif

Les différentes familles des composés chimiques mises en évidence dans les drogues étudiées sont présentées dans
le Tableau 3. L’analyse de ces résultats montre que I’ensemble des familles chimiques identifiées est qualitativement
représenté dans les échantillons des tiges feuillées de G. sylvestre et de T. apiculata. Des tanins, des flavonoides, des
quinones ainsi que des terpénes et stérols ont été détectés dans les tiges feuillées de deux espéces étudiées (G.
sylvestre et T. apiculata). En revanche, les saponosides n’ont pas été mis en évidence dans I’échantillon de T.
apiculata de cette étude.

Activita anthelminthique:-
Les résultats de 1’évaluation de I’activité vermicide des extraits aqueux et hydroethanolique de Gymnema sylvestre
et de T. apiculata, testés sur L. terrestris, sont donnés dans le Tableau 4 et par les Figures 1 et 2.

Tableau 4: Activité vermicide des extraits aqueux et hydroalcooliquede tiges feuillées de Gymnema sylvestre et de
T. apiculata et de I’albendazole sur L. terrestris

Traitements Concentrations  Temps de paralysie Temps de mort (min)
(mg/mL) (min)
EA EHE EA EHE
40 13,50+0? 14,77+02 30,66+12 29,11+0?
G- sylvestre 50 10,7200 1261200 24,170 24,2700
60 07,50+0¢ 1+0° 18,39+1°¢ 2+0°¢
40 37,66+12 39,05+12 68,38+22 68,38+12
T. apiculata 50 3138:1°  336L¢1° 5622420 59,051
60 22,16x1° 26,72+2°¢ 40,33£1° 51,33+0°¢
Contrble négatif - - -
Albendazole 40 43,94+1 61,27+0

EA= extrait aqueux; EHE = extrait hydroéthanolique

Les moyennes situées dans la méme colonne et suivies de lettres identiques ne different pas statistiquement (Test
PLSD de Tukey p<0,05).

Le Tableau4 présente les résultats des tests biologiques réalisés sur L. terrestris avec les extraits aqueux et
hydroéthanoliques des tiges feuillées de G. sylvestre, de T. apiculata, ainsi que I’albendazole utilisé comme
molécule de référence. L’analyse de ces résultats montre une diminution progressive des temps de paralysie et de
mortalité de L. terrestris au fur et & mesure que la concentration des extraits augmente. L’extrait hydroéthanolique
de G. sylvestre s’est révélé plus actif, induisant la mortalité des vers de terre en seulement 2 minutes, contre
19 minutes pour D’extrait aqueux de la méme plante. Concernant T. apiculata, les extraits aqueux et
hydroéthanolique ont présenté une activité vermicide comparable vis-a-vis de L. terrestris. A la concentration de
40 mg/mL (Figures 2 et 3), les résultats mettent en évidence des temps de paralysie et de mortalité respectivement de
13,5 min et 30,66 min pour G. sylvestre, 37,66 min et 68,38 min pour T. apiculata, et 43,94 min et 61,27 min pour
I’albendazole (référence). Ces résultats montrent que les extraits aqueux et hydroéthanoliques des G. sylvestre
possede une activité vermicide supérieure a celle de ’albendazole, molécule chimique de référence. L’activité de
cette derniére était plus élevée que celle des extraits aqueux et hydroéthanoliques de T. apiculata. Cette activité
vermicide peut étre attribuée a la richesse en métabolites secondaires des extraits testés.
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Temps de paralysie (min)

Extrait aqueux Extrait Extrait aqueux Extrait
hydroéthanolique hydroéthanolique

G. sylvestre T. apiculata Albendazole

Figure 1: Temps de paralysie de L. terrestris sous 1’effet des extraits aqueux, hydroéthanolique des tiges feuillées de
deux plantes étudiées et de ’albendazole (40 mg/mL).

Temps de mort (min)

Extrait aqueux Extrait Extrait aqueux Extrait
hydroéthanolique hydroéthanolique

G. sylvestre T. apiculata Albendazole

Figure 2: Temps de mortalité de L. terrestris exposé aux extraits aqueux et hydroalcoolique des tiges feuillées deux
plantes étudiées et de I’albendazole (40 mg/mL).
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Discussion:-

L’étude phytochimique réalisée sur les extraits aqueux et hydroéthanolique de G. sylvestre et de T. apiculata deux
plantes de la biodiversité du Niger, a révélé que les rendements obtenus a partir des tiges feuillées de T. apiculata,
tant en milieu aqueux qu’hydroalcoolique, se sont révélés supérieurs a ceux enregistrés avec G. sylvestre. Les tiges
feuillées de T. apiculata semblent contenir une proportion plus élevée de métabolites secondaires hydrosolubles. Ces
résultats sont en accord avec des travaux antérieurs montrant que les rendements d’extraction varient
considérablement en fonction de 1’espéce, de la partie de la plante utilisée, de son état (frais ou sec) et du type de
solvant employé (Edeogaet al., 2005 ; Abubakar&Haque, 2020). Le criblage phytochimique réalisé a révélé que les
flavonoides, les quinones, les tanins ainsi que les terpénes et stérols ont été détectés dans les extraits aqueux de G.
sylvestre et de T. apiculata. En revanche, les saponosides n’ont pas été mis en évidence dans les feuilles de T.
apiculata. Ces résultats confirment plusieurs études antérieures. Parmi ces études, on peut citer celles de Srinivasa et
Jyothi. (2011). Ces auteurs ont montré la présence de flavonoides, de quinones, de tanins et des terpenes et stérols
dans les extraits de Gymnema sylvestre. Au Mali, Traoré et al. (2019)., ont montré la présence des tanins, des
flavonoides, des quinones, des terpénes et stérols, des saponosides et I’absence des alcaloides dans 1’échantillon de
G. sylvestre.

Pour les tests biologiques, Lumbricus terrestris (le ver de terre) a été retenu comme organisme modele. Les extraits
aqueux et hydroéthanolique des feuilles de G. sylvestre, de T. apiculata, ont montré des importantes activités
vermicides sur L. terrestris. Ainsi a la concentration de 40 mg/mL, des temps de paralysie et de mortalité
respectivement de 13,5 min et 30,66 min en extraits aqueux et hydroéthanoliques de G. sylvestre, 37,66 min et
68,38 min aqueux et hydroéthanoliques de T. apiculata, et 43,94 min et 61,27 min pour I’albendazole (référence) ont
été obtenus. Ces résultats montrent que G. sylvestre posséde une activité vermicide significativement plus
importante que celle de produit de référence (albendazole). Cette activité vermicide peut étre attribuée a la présence
de certains métabolites secondaires des extraits testés. En effet, ’activité antiparasitaire des métabolites secondaires
détectés dans les différents extraits aqueux et hydroéthanoliques de G. sylvestre et de T. apiculata ont été rapportées
par plusieurs auteurs.

Les flavonoides et les tanins, présents dans les extraits aqueux et hydroéthanolique de G. sylvestre et de T. apiculata,
sont connus pour perturber la physiologie des parasites en inhibant la mobilité musculaire et en altérant I’intégrité de
leur cuticule (Koffiet al., 2018; Jessica, 2015; Elena, 2015; Athnasiadouet al., 2001; Ademola & Eloff, 2011). Les
saponosides sont capables de former des complexes avec les stérols membranaires des parasites, provoquant une
perméabilisation cellulaire et, finalement, la mort du ver (Hoste et al., 2006). Quant aux terpénes et stérols, leur réle
antiparasitaire a été associé a des effets neurotoxiques sur les helminthes, entrainant une paralysie irréversible
(Gutiérrez-Grijalva et al., 2019). Les flavonoides détectés, possedent des propriétés antioxydante, anti-inflammatoire
et antimicrobienne (Pancheet al., 2016). Les terpénes et stérols, également détectés, sont reconnus pour leurs effets
antiparasitaires et leur contribution a la modulation du systéme immunitaire (Gutiérrez-Grijalva et al., 2019). Les
quinones, quant a elles, possédent des propriétés antimicrobiennes et antitumorales bien documentées. Les
propriétés antiparasitaires des alcaloides ont été rapporté par Fournet et al.,(Fournet et al.,1988).

Conclusion:-

Cette étude a permis de mettre en évidence une importante activité anthlemintique pour les extraits aqueux et
hydroéthanolique de G. sylvestre et de T. apiculata sur L. terrestris. Les résultats obtenus montrent que ’activité des
extraits augmente avec la concentration, et que ’extrait hydroéthanolique de G. sylvestre présente une activité
particuliérement marquée, surpassant méme celle de 1’albendazole utilisé comme molécule de référence. Cette
activité peut étre attribuée aux métabolites secondaires tels que les flavonoides, les tanins, les saponosides et les
terpenes, connus pour leurs propriétés antiparasitaires contenus dans les extraits. Ces résultats confirment la
pertinence de 1’'usage traditionnel de ces plantes dans la lutte contre les infections helminthiques et ouvrent des
perspectives intéressantes pour le développement de nouvelles alternatives phytothérapeutiques, potentiellement
plus accessibles et respectueuses de 1’environnement que les traitements par les molécules de synthese. Toutefois,
des études complémentaires, notamment toxicologiques ainsi que 1’isolation et la caractérisation par les méthodes
spectrales des molécules responsables de 1’activité observée s’avérent indispensables pour confirmer 1’efficacité de
ces extraits et envisager leur valorisation thérapeutique.
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