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Résumeé

Résume :

Artemisia herba alba Asso et Marrubium vulgare sont deux plantes qui envahissent toutes les
régions internes de 1’Algérie, elles se caractérisent par leurs intéréts dans plusieurs domaines
parmi eux la santé (la médecine traditionnelle).

L’objectif de cette étude est une contribution scientifique a la détermination de certaines
activités biologiques (antibactérienne et cicatrisante) des extraits macérés de deux plantes.

Au premier lieu notre travail vise a faire un test de cicatrisation en provoquant une plaie et
en suivant son évolution vis-a-vis le traitement de nos plantes (Artemisia herba alba Asso et
Marrubium vulgare), en comparant par apport témoin négatifs (sans traitement) et témoin
positif (traité par une pommade cicatrisante).

Au deuxiéme lieu ce travail vise a faire un test antibactérien, in vivo et in vitro en testant la
sensibilité de quelques souches bactériennes (Klebsiella pneumoniae ATCC700603
Citrobacter freindii ATCC8090 ; Salmonella typhii ATCC13311 ; Enterobacter coloacae
ATCC13047
Staphylococcus aureus ATCC25923), vis-a-vis notre plante.

Concernant ’activité cicatrisante, les plantes montrent un faible effet par apport le témoin
référencié, et un moyen effet antibactérien in vitro, par contre la plante Marrubium vulgare n’a

aucun effet in vivo.

Mot clé : Artemisia herba alba Asso, Marrubium vulgare, Activité antibactérienne, activité

cicatrisante.



Résumeé

Abstract:

Artemisia herba alba Asso and Marrubium vulgare are two plants that invade all internal
regions of Algeria, they are characterized by their interests in several areas among them health
(traditional medicine).

The objective of this study is a scientific contribution to the determination of certain
biological activities (antibacterial effect and healing effect) of these two plants.

In the first place our work aims to make a healing test by causing a wound and following its
impact vis-a-vis the treatment of our plants (Artemisia herba alba Asso and Marrubium
vulgare), by comparison negative witness (no treatment) and positive witness (treated with
healing ointment).

In the second place, this work aims to make an antibacterial test, in vivo and in vitro by
testing the sensitivity of some bacterial strains (Klebsiella pneumoniae ATCC700603,
Citrobacter freindii ATCC8090, Salmonella typhii ATCC13311, Enterobacter coloacae
ATCC13047
Staphylococcus aureus ATCC25923), vis-a-vis our plants.

Regarding the healing activity, the plants show a weak effect by providing the reference
control, and a means antibacterial effect in vitro, against the Marrubium vulgare plant has no

effect in vivo.
Key word: Artemisia herbaalba Asso, Marrubium vulgare, antibacterial Activity, activity

healing.
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Introduction

Les végétaux peuplaient la planéte bien avant I’lhomme et ont d’abord servi a le nourrir via la
cueillette puis la culture (Lorrain ,2013). Leur emploi a rapidement évolué en constatant leurs
propriétés thérapeutiques pour traiter les blessures et les maladies. L utilisation des ardmes était
¢galement connue des civilisations de 1’antiquité pour des usages religieux, cosmétiques mais
aussi thérapeutiques (Lardry et Haberkorn ,2007). Ce sont les égyptiens, 3150-1085 avant
Jésus-Christ, de 1’époque pharaonique, qui furent les premiers a avoir recours aux plantes
aromatiques pour embaumer les morts, avec notamment un mélange d’huiles essentielles
comme 1’huile de cédre, de basilic (Franchomme et al .,1990 ; Abrassart, 1997), et en
utilisant des plantes aux propriétés antiseptiques connues comme le nard de I’Himalaya, la
cannelle, le ciste, des produits de sécrétion aromatique comme 1’encens ou la myrrhe (Couic-
Marinier et Lobstein ,2013). En Grece antique, Hyppocrate indiquait les bains aromatiques
dans le traitement des maladies de la femme (Lardry et Haberkorn , 2007). Et dans les
grandes épidémies, on faisait brldler de la lavande, sarriette, romarin et de I’hysope
(Franchomme et al. 1990). En Inde, a I’age d’or de la médecine ayurvédique coincidant avec
I’apogée du bouddhisme (de 327 av. J-C. a 750 apr. J-C.), on conseillait couramment les plantes
médicinales et aromatiques pour différentes indications : massages, bains, hygiene, santé et
diététique (Lardry et Haberkorn, 2007 ; Roulier, 1990). Au ler siécle apr. J-C., apparut le
traité intitulé « De materia medica » écrit par Dioscoride, médecin et grand voyageur, dressant
I’inventaire de 519 especes de plantes et qui servira de référence dans la société Romaine et
Arabe. Les arabes ont ainsi poursuivi les recherches sur les plantes médicinales en devenant les
premiers a mettre au point la distillation des plantes, permettant d’en extraire 1’huile essentielle,
il y a de cela plus de mille ans (Azzi, 2013). Depuis la plus haute antiquité, les plantes ont fait
partie de la vie quotidienne de I’homme, puisqu’elles s’en servent pour se nourrir, se soigner et
parfois dans ses traditions superstitieuses et religieuses. Les propriétés odorantes et
thérapeutiques des plantes étaient, déja, connues par I’ancienne Egypte et en Chine (Fellah et
al. 2006). Selon I’organisation mondiale de la santé (OMS), 75 a 95% des populations rurales
(particulierement dans les pays en développement) font recours a la médecine traditionnelle
faite en grande partie a base de plantes (OMS, 2003) 11 est actuellement prouvé qu’environ 20%
des especes végétales poussant dans le monde entier possédent des vertus thérapeutiques ou
cosmeétiques, car elles contiennent des molécules ou des principes actifs a différentes propriétés
biologiques, qui trouvent leur application dans divers domaines (médecine, pharmacie,
cosmeétologie et agriculture, etc.) (Suffredini et al., 2004). En 20éme siécle la mise au point des
molécules de synthese, a été consacrée a la Recherche de nouveaux agents pharmacologiques



Introduction

actifs de sources naturelles a résulté dans la Découverte d’un grand nombre de médicaments
utiles qui commence a jouer un rdle majeur Dans le traitement de nombreuses maladies
humaines.

Dans le monde, 80% des populations ont recours a des plantes medicinales pour se Soigner et
traiter certains maladies (diabéte, cancer, la grippe, hypertension,...) (Marles et Farnsworth.,
1996).

Environ 35 000 especes de plantes sont utilisées pour des fins médicinales, ce qui constitue le
plus large éventail de biodiversité utilisé par les étres humains. Les plantes médicinales
continuent de répondre a un besoin important malgré I'influence croissante du systéme sanitaire
moderne (Elqgaj et al, 2007).
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Chapitre |

I. Artemisia HerbaAlbaAsso :

Artemisia herba alba Asso

L’Artemisia herba-alba (armoise herbe blanche) a été décrite par I'historien grec

Xénophon, des le début du IVe siecle av. J.-C., dans les steppes de la Mésopotamie

(KHIREDDINE,2013). Elle a été répertoriée en 1779 par le botaniste espagnol Ignacio

Jordan Claudio de AssoydelRio.

C’est une plante essentiellement fourragere, trés appréciée par le bétail comme

paturage d’hiver. Elle présente une odeur caractéristique d’huile de thymol et un golt amer

d’ou son caractére astringent.

Plusieurs noms sont attribuées a I'Artemisia herba alba Asso; thym des steppes, absinthe

du désert. En Afrique du Nord et au Moyen-Orient, on I'appelle, en communément, (chih) ou

(CHIH KHERSANI) selon les régions.

Au Maroc occidental elle porte aussi le nom de (EL-Guesoum)(QUEZEL et

SANTA,1962) L'Artemisia herba alba Asso est bien connue depuis l'antiquité. Elle est citée

dans la Bible & plusieurs reprises avec le nom hébreu. Le nom anglais Wormwood (attribué a

toutes les armoises) fait allusion a son pouvoir vermifuge bénéfique pour I'homme et le

bétail (MESSAI, 2011).

NOM VERNACULAIRE
NOM FRANCAIS
NOM ANGLAIS

NOM LATIN
FAMILLE
CONSTITUANTS
PARTIES UTILISEES

Chih

Armoise herbe blanche
Wormwood

Artemisia herba alba
Composées

Thuyone- Cinéol A Camphre

Les parties aériennes

Tableau N° 01: systématique de plante.
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Figure N°01: la plante dans son milieu naturel
au début de la saison de fleuraison
(MESSALI, 2011).

Figure N° 02: Artemisia herba-alba A gauch
:souche puissante. En haut, a droite :
(BOULLARD,2001).

1.1 Nomenclature et taxonomie :

Artemisia est le nom de genre des armoises, il provient de celui de la déesse grecque de

La chasse Artémis; herba-alba signifie herbe blanche.(MESSAI, 2011).

Systéematique du plante

Nom binomial : 4rremisia herba alba (Asso)

Tableau N° 02 : classification d’ Artemisia herbaalba Asso.
(SEIDEMANN, 2005).
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I.2.Repartition géographique :

Le genre Artemisia est un membre d’une grande variété de plantes appartenant a la
famille des Asteraceae (Compositae).plus de 300 différentes de ce genre se trouvent
principalement dans les zones arides et semi arides d’Europe, d’ Amérique, 1’ Afrique du nord
ainsi qu’en Asie (PROKSCH etal,1992). Qui abonde au moyen-orient, dans le sud Algérien
et au Maroc, sur sable profonds (BOULLARD,2001).

En commun avec plusieurs d’autres espéce de ce genre, I’Artemisia herba alba Asso,
Plante carctéristique du moyenne-orient d’Afrique du Nord (FEINBRUN et DOTHAN,1978),
est utilisée en médecine traditionnelle pour traiter plusieurs maladies.
L’armoise blanche se développe dans les zones bioclimatique qui vont de la partie supérieure

semi-arides a la partie inferieur Subsaharienne.(GHARBI et SAND,2008).
I.3.Description botanique :

L'Armoise herbe blanche est une plante herbacéea tiges ligneuses (POTTIER,1981),ces
tige sont rigides et droite(COLINE,2002) et ramifiées, de 30 a 50cm, tres feuillées avec une
souche paisse. Les feuilles sont petites, sessiles, pubescentes éta aspect argenté. Les fleurs
sont groupées en grappes, a capitulestrés petites (3/1,5mm) et ovoides. L’involucre est a
bractée simbriquées, les externes orbiculaires et pubescentes. Le réceptacle florales tenu avec
2 a 5 fleurs jaunatres par capitule toutes hermaphrodites (POTTIER,1981).elle se distingue
par un odeur caractéristique d’huile de thymol et un gout amer d’ou son caractere
astringent(ITUCN,2005). Ses caractéristiques morphologiques et physiologiques font d’elle
une espece bien adaptée aux conditions climatiques arides. Le dimorphisme saisonnier de son
feuillage lui permet de réduire la surface transpirante et d’éviter ainsi les pertes d’eau

(FERVHIVHI et al,2004).
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Figure N° 03:Artemisia herba alba Asso(POTTIER,1981).

I.4.Composition chimique de la plante :

Sa composition chimique est complétement dépourvue d'alcaloides (GSERYRA,2011)
la plante est riche en composés polyphénoliques, qui sont les meilleurs antioxydants,
flavonoides et tanins. Elle contient aussi des anthocyanes, des acides phénoliques et d’autres
substances. Les études phytochimiques ont montrés que [I’ivette contient aussi des
ecdystéroides, des diterpénoides, des iridoides et des saponosides acides
(BOUDJELAL,2013).

Des travaux précédents au Maroc qui montre l'armoise herbe blanche constitue un
fourrage particulierement intéressant. En effet, la plante présente un taux de cellulose
beaucoup moins élevé que ne laisse préjuger son aspect (17 a 33 %). La matiére seche (MS)
apporte entre 6 et 11 % de matiere proteique brute dont 72 % est constituée d'acides aminés.

Le taux de B-caroténe varie entre 1,3 et 7 mg/kg selon les saisons ( FENARDJI et al, 1974).

La valeur eénergetique de I’armoise herbe blanche, tres faible en hiver (0,2 a 0,4 UF/kg MS),
augmente rapidement au printemps (0,92 UF/kg MS) pour diminuer de nouveau en été (0,6UF/kg
MS).

En automne, les pluies de septembre provoquent une nouvelle période de
croissance et la valeur énergétique augmente de nouveau (0,8 UF/kg MS) (AIDOUD A,

1989). Les plantes de la famille des Astéracées, a laquelle appartient I'armoise herbe blanche,


http://fr.wikipedia.org/wiki/Fourrage
http://fr.wikipedia.org/wiki/Cellulose
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ont fait I'objet de plusieurs études phytochimiques par intérét economique surtout pour leurs
huiles essentielles. Les moléecules identifiées sont les sesquiterpénes lactones, les coumarines
et les hydrocarbures acétyléniques (DA SILVA J A, 2004).

Historiquement, I’armoise a été un genre productif dans la recherche de nouveaux
composeés biologiquement actifs.les investigation phytochymiques ont monté que ce genre est
riche en sesquiterpéne, monotérpéne, flavonoides, et coumarines(KHIREDDINE,2013).

Les principaux mono terpénes identifiés dans le « Chih » sont: Le thuyone, le 1,8-cinéol
et le thymol. Le thuyone est certainement I'un des constituants terpéniques les plus bioactifs
de l'armoise, c'est un composé chiral présent a I'état naturel sous deux formes stéréo-
isomériques: l'alphathuyone et le bétathuyone.Les principaux flavonoides isolés a partir de
I'armoise herbe blanche sont: I'hispiduline, la cirsimaritine. Des flavonesglycosidiques

comme la 3- rutinoside, quercitine et l'isovitexine sont aussi mis en évidence. (AOUADHI, 2010).

I.5.Utilisation traditionnel :

L’Artemisia herba alba est trés utilisé en médecine traditionnelle lors d’un désordre
gastrique tel que la diarrhée et les douleurs abdominales. Elle est aussi utilisée en tant que
reméde de I’inflammation du tractus gastro-intestinal (GHARABI,2008). De loin le plus
fréquemment cité est l'utilisation de 1’ Artemisiaherba alba Asso dans le traitement du diabéte
sucré (TWAIJHA et AI-BADRE, 1988). Plusieurs études scientifiques ont également
prouveées I’efficacité de 1’armoise blanche en tant qu’agent antidiabétique, les
antiparasitaire, antibactérien, antiviral, antioxydant, antimalarien, antipyrétique,

antispasmodique et antihémorragique (BOUDJELAL, 2013).

1.6. Toxicités :

A forte dose, I'armoise est abortive, neurotoxique et hémorragique. La thuyone constitue
la substance toxique et bioactive dans I'armoise et la forme la plus toxique est I'alpha-thuyone.

Elle a des effets convulsivantes.(AOUADHI,2010).
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Figure N° 04: Marrubium vulgare.

Il.Marrubium vulgare :

En Arab est connue par le nom Marrioua [Al kadi, 1989] Au Maroc c¢’est Merriwt
[Novak et al, 1966], un autre en Tunis Marroubia [Bellakhdar, 1997], en francais : Marrube
blanc et en Anglais : Harehound, En Italien : Marrubbio [Quezel et Santa, 1962, 1963].

I1.1.Classification botanique :

Regne : Végetale

Sous régne : Plantes vasculaire
Embranchement : Spermatophytes
Division : Magnoliophytes
Classe : Magnolipsides
Sous classe : Astérides

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiacées

Genre : Marrubium
Espece : vulgare

Nom binomial : Marrubium vulgare
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11.2. Description morphologique:

Le marrube blanc est une plante herbacée vivace pouvant atteindre 80 cm de hauteur
a tige quadrangulaire cotonneuse. Les feuilles pétiolées, ovales ou arrondies, a limbe crénelé
sur les bords sont blanchatres et duveteux sur la face inférieure. Les fleures petites, blanches,
avec un calice a dents crochues sont groupées en verticilles globuleux a I’aisselle des feuilles.
Le fruit est un tétra-akéne. Toute la plante dégage une odeur forte, sa saveur est acre (qui

irrite les organes du gout et de 1’odorat) et amere [Aouadhi, 2010].

I1..3. Répartition géographique :

Cette plante est commune dans toute 1’ Algérie et presque dans toute 1’Europe en dehors

de I’extréme Nord, Australie et New Zélande [Baba aissa, 1999].

Elle se trouve aussi au Maroc et en Tunisie, surtout en région méditerranéenne [Bonnier,

1990].

I1.4. Composition chimique :

On y trouve des diterpenes amers de la série des furanolabdanes et surtout des composés

de lactones : marrubiine principalement et son précurseur préfuranique, la prémarrubiine, mais

aussi du pérégrinol, du vulgarol, du marrubénol et du marrubiol.

Il'y a également des Hétérosides flavoniques du quercétol, de la lurtéoline ou de 1’apigénine,

mais aussi des lactoylflavones, et quelques dérivés de 1’acide ursolique.

En outre il y a des tanins spécifiques des Lamiacées et dérivés de 1’acide hydroxycinnamique

(juste a 7%) (Acide cholorogénique, caféique, caféylquinique, mais absence d’acide

rosmarinique). Toutefois la présence d’une faible quantité d’huiles essentielles comportant

différents composés monotérpéniques (mois de 1% : a-pinene, camphene, lomonene) (Wichtl

et Anton, 2003).
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I1.5. Utilisation traditionnelle :

Le marrube blanc est une prescrit dans le traitement des difficultés respiratoires, de
bronchites, des bronchectasies, des bronchites asthmatiformes des toux séches et de la
coqueluche. Il fluidifie les mucosités. La décoction est employée comme antidiabétique
[Bellakhdar, 1997].

Marrubium vulgare est indiqué pour les dermatoses, eczéma chronique, hystérie [valnet, 1983].

I1.6.Toxiciteé :

C’est une plante ameére a caractére salin et ne peut donc pas étre toléré s’il ya une
Gastroentérite ou des situations de nausées ou de vomissements ou encore en cas de

dyspepsie [Aouadhi, 2010].
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I11.1.Rappel histologique et physiopathologique de la peau :
- Rappel histologique d’une peau seine (Figure05).

I11.2.La peau est constituée de trois tissus; superposés:

e Epiderme: Tissu épithéelial de revétement. Sa fonction principale est la protection de
’organisme contre les agressions exterieures.
v" Derme: Tissu conjonctif irrigué par un grand nombre de vaisseaux. Il renferme aussi
des terminaisons sensorielles et des glandes sudoripares, etc.
v Hypoderme: une couche sous le derme formée des tissus adipeux.
Enfin I’intégrité de la peau doit étre maintenue: 1’ utilisation de produits cosmetiques contribue a la
protéger, et si nécessaire, des greffes cutanées peuvent la restaurer.

La peau a de multiples fonctions (barriére, défenses, échanges. ..).

_poil

Couche
cornes

Muscle
| horripilateur

Glande sébacés
Graisse sous-cutanée

Vaisseaux sanguins Muscla
Artére Glande
Vaine sudoripare

Figure N° 05 : Représentation schématique de structure de la peau (Rivoal et Vidal).
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I11.3.Rappel histologique d’une peau lésée :

La plaie est une effraction cutanée qui présente des risques de contaminations.
Les plaies sont représentées en deux grandes catégories:
¢ Plaies aigués (plaies traumatologiques, plaies opératoires et brilures).
o Plaies chroniques (escarres et ulceres). Les plaies chroniques et aigués different entre elles

notamment dans le temps nécessaire a I’achévement de 1’épithélialisation.

I11.4.La plaie d’excision peut étre deux types, plaie colonisée et plaie infectée :
e Plaie colonisée: Elle correspond a la présence de bactéries a la surface de la plaie sans
invasion des tissus et sans réponse immunitaire locale ou générale a cette présence.
e Plaie infectée: L’infection correspond a 1’invasion des tissus cutanés et sous cutanés par des
bactéries et a la réaction immunitaire qui en résulte. Ceci se traduit par des signes cliniques
d’inflammation locale (rougeur, cedéme, douleur) et de multiplication bactérienne

avec recrutement de polynucléaires, etc.

I11.5.Cicatrisation et différentes phases : (Figure06, Schéma 1).

La cicatrisation d’une plaie se déroule en trois phases. Chacune de ces phases est caractérisée
par des activités cellulaires spécifiques qui font progresser le processus de réparation selon
des séquences chronologiques précises, mais imbriquées les unes dans les autres (Teot et coll,2001;

Journal Plaies et Cicatrisations, 2003; Diegelman et Evans, 2004; Enoch et

John Leaper, 2005).

+ Phase inflammatoire :
La cicatrisation commence par 1’apparition de phénoménes inflammatoires précoces (durée de
24 a 48 h). Immédiatement apreés le traumatisme débutent des sécrétions a partir de vaisseaux
sanguins et lymphatiques. La coagulation est induite par activation de la thrombokinase qui
est libérée et il en résulte la formation de fibrine. Apres environ 10 min, débute

I’exsudation qui va assurer la defense contre I’infection et la détersion de la plaie.
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«» Phase proliférative :
Environ 4 jrs aprés la blessure (durée de 4 jrs & 3 semaines), 1’organisme commence a
combler la perte de substance par un nouveau tissu. Dans ce but, les fibroblastes produisent en
premier lieu des muco-polysaccarides qui serviront de matrice a 1’¢laboration des fibres

collagénes du tissu conjonctif.

Newutrophil Fibroblase
- mMarginatian
Diapedesis
Fixed
tissue
Mo nocyte
Scab
Fibroblast
Wourd =
macrophage : =
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Fibroblast

Fixed
tissue
mo Nocyte

Blood
vessel

Macrophage

Figure06 : Représentation schématiques de différentes phases du processus cicatriciel.
[A]: Phase d’exsudation, [B]: Phase de granulation, [C]: Phase d’épithélialisation
(Diegelman et Evans, 2004).

«» Phase de remodelage tissulaire :

Apres deux semaines en moyenne, commence la maturation des fibres collagenes (durée
d’une semaine jusqua plusieurs semaines). La plaie se rétracte sous 1’influence de cellules
particuliéres, les myofibroblastes. En s’appauvrissant progressivement en eau et vaisseaux, le
tissu de granulation devient plus ferme. 1l se transforme en tissu cicatriciel qui, & son tour,

favorisera la rétraction cicatricielle.
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PHASE INFLAMMATOIRE | 2- 3 jours]

- Phase vasculaire [Agrégation plaquettaire, coagulation et formation du caillot
sanguin].
- Phase cellulaire [Plaquettes, Mastocytes, Polynucléaires neutrophiles,
Macrophages. Lymphocytes T, efc]

PHASE PROLIFERATIVE |4-21 jours]
- Réparation épidermique : [Migration, prolifération et maturation
des kératinocytes]
- Réparation de la jonction dermo-épidermique : [Fixation de
'épiderme au derme sous-jacent]
- Réparation dermique: [formation du tissus de granulation:
fibroblastes et matrice extracellulaire, angiogénése,
contraction du tissu cicatriciel].

REMODELAGE TISSULAIRE |> 15j]

[Remodelage de la matrice extracellulaire, maturation des fibres et I'apoptose
cellulaire].

Différentes phases du processus cicatriciel
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I11.6.Facteurs influencant le processus cicatriciel :

Plusieurs facteurs peuvent affecter 1’évolution de différentes phases de la cicatrisation, le degré
du traumatisme (Lee et coll, 1989), I’accumulation de fluides (Fowler, 1989),1’infection et
’espéce bactérienne en cause (Berthe, 1983; Carozzo et coll, 2002; Diss, 2005;Dudleey, 1990),le pH
du milieu local (Berthe, 1983; Turner, 1978), la parage (retraitsystématique de tout
corps étranger), I’antisepsie et la protection de la plaies (Brennan etleader, 1985; Carozzo et

coll, 2002, Diss, 2005; Fau, 2006; Swain et coll, 1997; Bensegueni, 2007).

I11.7. Traitement local des plaies :

Le traitement des plaies dépend de leur importance et de leur gravité, elles peuvent
nécessiter un traitement général, en plus du traitement local.
v" Produits conventionnels couramment utilisés ;
Parmi les produits utilisés dans le traitement des plaies ;

Antiseptiques: Ils sont choisis selon leur spectre d’action Vvis- a -vis des agents pathogenes
(bactéries, champignons, virus) et le pH du milieu. Parmi ces produits
on distingue: le produits iodés (Alcool iodé), produits Chlorés (DAKIN),

(Alcools dilués, etc.) (Lee et coll,1988; Lozier et coll, 1992 ; Bensegueni, 2007).
Antibiotiques : Chlorotétracycline(AUREOMY CINE),association (Bacitracine,
Polymixine B et Néomycine), etc.

v" Produits cicatrisants des médecines ethniques ;
Parmi les produits utilisés dans le traitement des plaies, le miel grace a son activité
antibactérienne (Moore et coll, 2001; Williams, 1999) et la propolis souvent utilisée pour colmater
le fissures et pour son activité bactéricide (Farstvedt et coll, 2004; Segueni et coll,

2007; Bensegueni, 2007).
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Parmi les produits de photothérapie utilisés, certains ont fait 1’objet d’essais expérimentaux
pour tenter de mettre en évidence leurs potentiels cicatrisant.
Centella asiatica (asiaticoside) stimule les tissus de granulation et I’angiogénése (Rosen etcoll, 1967;
Suguna et coll, 1996; Shukla et coll, 1999). Allium cepa 1’oignon commun pourvud’activités

cicatrisantes et antiseptiques (Tataringa et coll, 2005).
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1V.Généralités :

Les bactéries sont des micro-organismes unicellulaires classeés parmi les procaryotes, car ils ne
possedent pas de membrane nucléaire. Ce caractere les distingue des autres organismes unicellulaires
classés parmi les eucaryotes (champignons, algues, protozoaires).elles sont divisées en bactéries
proprement dites (Bacteria) et bactéries primitives (Archaea).

Toutes les bactéries rencontrées en pathologie appartiennent aux Bacteria. Les bactéries ont
généralement un diameétre inférieur a 1um. On peut les voir au microscope optique, a I’état frais ou
apres coloration. Leur forme peut étre sphérique (cocci), en batonnet (bacilles), incurvée (vibrions) ou
spiralée (spirochetes). Les détails de leur structure ne sont visibles qu’en microscopie électronique.

(Nauciel et Vildeé., 2005).

IV.1. Culture des bactéries :

On utilise habituellement pour cultiver les bactéries des milieux complexes a base d’extraits ou
d’hydrolysats enzymatiques de viandes. Ces milieux peuvent étre liquides (bouillons) ou solides.

La solidification des milieux et obtenue par 1’addition de 1’agar, un extrait d’algues qui a la
propriété de fondre a 1’ébullition et se solidifier a des températures inférieures a 40°C.

En milieu liquide, les bactéries se dispersent librement et leur multiplication se traduit par un
trouble, le plus souvent homogene. Sur un milieu solide, lorsque la quantité de bactéries est faible,
chaque bactérie va pouvoir se multiplier sur place jusqu’a former un amas de bactéries visible a 1’ceil
nu, que I’on appelle colonie (Si la densité bactérienne est trop €levée dans 1’échantillon ensemence,
les colonies sont confluentes et forment une nappe.).

L’emploi de milieux solides permet ainsi le dénombrement des bactéries viables dans un

échantillon (Nauciel et Vilde., 2005).
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IV.2. Les antibiotiques :

L’¢limination des microorganismes pathogeénes fait appel a des substances dites
antibiotiques. Ces derniers sont synthétisés par des microorganismes (le plus souvent des
champignons). lls ont la capacité soit de détruire les bactéries (effet bactéricide), ou de les inhiber

(effet bactériostatique).

I1V.3. Classification des antibiotiques :

Il existe plusieurs classifications des antibiotiques, elles sont basées sur le spectre d'action, la
cible, ou la famille chimique. Cette derniére celle-ci est la plus fréquemment rencontrée.

Les principales familles chimiques des antibiotiques sont : Bétalactamines : pénicilline et
ceéphalosporines ; Aminosides : streptomycine, gentamycine ; Chloramphénicol et thiamphénicol ;
Cyclines : tétracyclines, doxycycline. Macrolides et apparentés : érythromycine, oléandomycine.

(Cohen et Jacquot., 2001).

IV.4. Activité antimicrobienne des extraits des plantes :

L’utilisation des antibiotiques conduit dans la trés grande majorité des cas a la sélection de
populations microbiennes résistantes. Cette résistance est due a des mutations chromosomiques ou a
I’acquisition de genes de résistance portés par des éléments génétiques mobiles (plasmides, phages,
transposons, intégrons). Ces résistances ont conduits a chercher de nouveau agents antimicrobiens
possédant une efficacité plus importante que les drogues synthétiques d’une part et bien accepté par
I’organisme d’autre part (sans exercer des effets délétéres sue la santé humaine) (Garcia-Ruiz et al.
2008 ; Kempf et Zeitouni., 2009).

Beaucoup de groupes de recherches ont étudié I’activité antimicrobienne des extraits de plantes
médicinales telles que fennell (Foeniculum vulgare), peppermint (Mentha piperita), thyme (Thymus
vulgaris), ils ont trouvé que ces extraits sont actifs non seulement contre les bactéries mai aussi contre

les champignons, les levures et les virus (Jirgen et al, 2009).
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D’autres groupes de chercheurs ont franchi une étape plus loin, ils ont isolé et identifié les
métabolites responsables de 1’activité antimicrobienne des extraits de plantes, cette étape constitue
une plateforme pour plusieurs implications incluant I’industrie pharmaceutique, la médecine

alternative, et la thérapie naturelle (Huang et al. 2008).

Disque mmprégné  Croissance
d’HE microbienne
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I

Figure N° 07 : Aromatogramme.
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Notre etude a porté sur des Activités biologiques (effet cicatrisant et antibactérien) des

extraits des plantes Artemisia herba alba Asso et Marrubium vulgare

V.1. Deroulement de I’experimentation :
Les tests expérimentales ont été deroulés au laboratoire de Ain EI Hdjar Université Dr Moulay Tahar
Saida, et une autre partie a été realisée au laboratoire de microbiologie Université de Saida.
V.2. Matériel végétal : (Des extraits macérés des plantes Marrubium vulgare et

Artemisia herba alba Asso).
Nous avons tenu ces deux plantes de la région de la wilaya de Saida (Marrubium vulgare du commune de

Ain Hdjer et Artemisia herba alba Asso du commune de Sidi Ahmed ) au mois de Décembre 2017.

Figure N° 08 : Marrubium vulgare Figure N° 09 : Artemisia herba alba
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V.3. Préparation de I’extrait macére :

e Au laboratoire, prendre la partie aérienne (feuilles) de Marrubium vulgare et
Artemisia herba alba Asso)

e Découper les feuilles en petites morceaux et les séchée a ’ombre dans un endroit bien aéré, a
une température ambiante et a I’abri de la lumiére, pour préserver le maximum 1’intégrité des
molécules pendant 20 jrs.

e Mesurer 50g de chaque plante par la balance a précision. (figure N° 11).

e Placer dans D’erlenmeyer 500 ml d’eau distillée a 1’aide d’une éprouvette et 50 ¢
Artemisia herba alba Asso.

e Mettre en fonction I’agitateur avec un Barro magnétique. (figure N° 10).

e Laisser I’opération en fonction pendant 24h.

e Filtrer le mélange et récupérer ’extrait a 1’aide d’entonnoir et papier filtre dans un flacon.
(figure N° 12).

e Répéter le méme protocole avec Marrubium vulgare.
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Figure N° 10 : processus d’extraction en maceration d’Artemisia herba alba Asso

SLIUTEC

’ ] FUNCTION

Figure N° 11 : pese 50g du plante Artemisia herba alba Asso
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Figure N° 12 : filtration d’extrait de Marrubium vulgare.

Figure N° 13 : extraits réecupéres des plantes Marrubium vulgare (A) et Artemisia herba alba Ass

(B).
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V.4. Matériel animal :

Pour évaluer Teffet cicatrisante et antibactérienne des plantes Marrubium vulgare et
Artemisia herba alba Asso nous sommes disposé des lapins : (de meme sexe (male), age, et race ) et poids
trés proche I’'un de ’autre. L’examen clinique des lapins a révélé que les lapins ne manifestent aucuns
signes d’une pathologie grave.

V.5. Déroulement des essais :
Nos essais ont ¢été réalisées au niveau de 1’élevage expérimental de 1’animalerie des lapins du

département biologie Ain Hdjar , 1’Université Dr Moulay Tahar Saida.

V.6. Site de I’élevage :

Le batiment d’élevage est localisé au niveau de I’animalerie du 1’Université Dr Molay Tahar
Ain El Hdjar Saida est équipé des (12) cages grillagées repartie en (06) cages individuelles et(06)
cages collectives. Les cages collectives d’une capacité de (04) lapins et équipée par mangeoire et des

récipients d’eau. L’aération est assurée par les fenétres, 1’éclairement naturel, et artificiel.

V.7. Conditions d’élevage :

V.7.1. Les animaux expérimentaux :

Les lapins exploités au niveau du I’animalerie sont de race de New Zélande ils proviennent de
Iinstitut Pasteur Alger. (Voir annexes). Ces lapins sont caractérisés par leur gros format et un

phénotype homogeéne représentés par des couleurs blanches (figure N° 14).
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Figure N° 14 : animaux expérimentaux (lapins).

L’expérimentation a porté sur des (18) males du méme phénotype et des couleurs blanche, méme
Age, méme race, et méme poids (03kg).
V.7.2. L’aliment :

Les lapins sont alimentés par un méme aliment. L’aliment standard a été acheté aupres un
Office National de Bétails de Saida. L’eau a boire a été ramenée du robinet.
V.7.3. Hygiéne et prophylaxie :

L’hygiéne des batiments d’élevage est assurée par un nettoyage a chaque weekend de la litiere

V.7.4. Controéle effectué :

Chaque lapin a une fiche technique ou sont mentionnées toutes les observations, les mesures

faites pendant les essais sont notés :

V.7.4.1. Fiche technique :

e Date et numéro de lot de lapin.
e Surface de la plaie.

e Température du lapin.
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figure N° 15: Pommade cicatrisante (madecassine).

V .8. Effet cicatrisante

V.8.1. La chirurgie :

+«»+ Mettre les lapins sous une anesthésie générale (kétamine) de dose 1,5 cc/10kg de poids vif.

«» Apres la pesée des lapins, calculer la dose adéquate a injectée.

«¢+ Tracer un cercle de diametre de 03 cm sur le dos du lapin a 1’aide d’un pied a coulisse.
(figure N°16).

¢ Provoquer une plaie chirurgicale a I’aide d’une lame bistouri et un pince. (figure N° 17).

¢ Enlever la partie de peau coupée au dos des lapins.

+«+» Mesurer la température des lapins chaque une heure pendant cing heures (la premiere mesure
fait avant de faire la plaie et les quatre mesures suivants aprés la plaie) par le thermometre.

«» Séparer les lapins dans des cages en (04) lots, chaque lot contient (03) lapins.

+« Le premier lot : témoin (-).

+«» Le deuxiéme lot : traiter par le mélange du gel (02cc) + d’extrait de la plante Marrubium
vulgare (01cc).

« Le troisieme lot: traiter par le mélange du gel (02cc) + d’extrait de la plante
Artemisia herba alba Asso (01 cc).

« Le quatieme lot : témoin (+) (traiter par pommade cicatrisante référencée (Madecassine)).

« L’application de traitement fait en15 jrs. (figure N° 18).

+» Mesurer la T° de touts les lots pendant 15jrs
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%+ Mesurer la surface de chaque plaie des lapins de touts les lots durant 15 jrs a 1’aide de papier
transparant et papier milimetre (voir annexe).
NB 1 : les deux derniers lots 05 et 06 concernant les essais d’effet antibactérien.
NB 2 : Le mélange gel+extrait de plante :
- prendre a 1’aide d’une seringue 02cc du gel+01cc d’extrait du plante dans tube sec.

- agiter le mélange par le vortex.

V.8.2. Préparation du gel :

Préparation du gel (Arias, 2004). Le gel a été préparé a partir de Carbopol 974P NF (Goodrich,
USA). Le carbopol (1g) est dispersé dans 99g d'eau distillée. Le mélange est agité en le remuant
continuellement a 1’aide d’un agitateur magnétique (IKA Magnetic stirrer IKA-Combimag RCT) a
800 rpm pendant 1 h. Le mélange, toujours agité, est neutralisé par ajout goutte a goutte d’une
solution de NaOH a 1 mol/l. On obtient alors un gel translucide : le gel constitué uniquement de

Carbopol (1%).
V.8.3. Technique de mesure de la surface :

La surface de la plaie a été mesurée en tracant la marge de la plaie en utilisant un papier transparent
chaque jour et la zone cicatrisée a été calculée en posant ce papier sur un papier millimétrique et on
calcule le nombre de carreaux qui correspond a la surface de la plaie (voir annexes). (Santram

Lodhi 2006).
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Figure N° 16 : dessin d’un cercle de 03cm de diametre.

Figure N°17 : plaie chirurgicale d’un lapin anesthésié
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Figure N°18 : Application de traitement.

V.8. Effet antibactérien :

I.  Invitro :(Aromatogramme).
Etude de la sensibilité de quelques souches bactériennes via des EM. (Extrait macéreé)
V.9.1. Matériel biologique :

> Lesextraits
Nous avons testé les activités antibactériennes a partir des EM qu’on a préparés

(Artemisia herba alba Asso, Marrubium vulgare).

> Les souches bactériennes utilisées :
Les bactéries qui ont été testés pour déceler I’activité antibactérienne sont les suivantes :
= Bactérie a GRAM (-) : Klebsiella pneumoniae ATCC700603 ; Citrobacter freindii
ATCCB8090 ; Salmonella typhii ATCC13311 ; Enterobacter coloacae ATCC13047.
= Bactérie a GRAM (+) : Staphylococcus aureus ATCC25923.
Ces souches de collection internationale ATCC ont tous été fournis par le laboratoire de recherche de

P’université Aboubakr Belkaid Tlemcen.
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V.9.2. Conservation des souches :

Les souches ont éte conservees a 5°C dans le réfrigérateur dans des tubes stériles contenant 10 ml

de milieu de culture incliné (GN).

V.9 .3. Préparation de pré-cultures :

Les souches bactériennes a tester ont été cultivées dans des tubes inclinés. Aprés 18h d’incubation a

37°C, elles ont cultivé dans un BN.

V.9.4. Préparation de la suspension bactérienne :

Prendre un inoculum du chaque souche bactérienne : (Klebsiella pneumoniae, Citrobacter freindii,

Salmonella typhii, Enterobacter coloacae, Staphylococcus aureus).

= Prendre a I’aide de 1’anse de platine. (02 ou 03 colonies).
= Mettre chaque inoculum de chaque souche dans un tube de 05ml d’eau distillée.

= Agiter bien la suspension par le vortex.

V.9.5. Préparation du milieu MH :

On utilise le milieu MH dans les essais d’aromatogramme a cause de ses caractéristiques de
permettre de la diffusion des EM.

= Prendre a I’aide d’une spatule et verre de montre 38g de composant de MH et la peser par la
balance.

= Mettre la quantité du composant dans le bécher et le compléter par 1’eau distillée jusque
1000ml.

= Mettre la Barrou magnétique dans le bécher et disposer ce dernier sur plaque chauffante (et
agitateur) qui est en fonction.

= Verser le milieu dans des flacons.

= Stériliser les flacons du milieu de culture dans I’autoclave pendant 30min.
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V.9.6. Méthodologie :

= Mettre le bain marie en fonction pour liquéfier le milieu de culture MH.

= Préparer un poste de travail en allumant le bec benzéne pour créer un champ aseptique.

= Mettre les boites de Pétri sur la paillasse semi-ouverte et les couler par le milieu aprés sa
liquéfaction.

= Attendre jusque que le milieu se solidifie dans les boites.

= Agiter les suspensions bactériennes par le vortex pour I’homogénéisation.

=  Mettre I’écouvillon dans le tube qui contient la premiéere souche (Klebsiella pneumoniae) et
I’imbiber.

= Ensemencer en étalant toute la surface du boite de Pétri.

= Prendre le disque de papier Wattman a 1’aide d’un pince et I’imbiber dans le premier extrait
(Artemisia herba alba Asso) juste quelque secondes et le disposer sur la boite de Pétri.

= Faire la méme chose avec I’extrait de Marrubium vulgare.

= Répéter le méme procédé avec les souches qui restent (Citrobacter freindii, Salmonella typhii,
Enterobacter coloacae, Staphylococcus aureus).

= Incuber les boites a ensemencées dans 1’étuve pendant 24h, a 37 °C.

Figure N°19 : Aromatogramme de 1’extrait de la plante Marrubium vulgare sur la souche Klebsiella
pneumoniae.
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Il. Invivo :

Etude de l’effet de la plante Marrubium vulgare sur la souche bactérienne Salmonella
typhii aprés administration d’une suspension bactérienne S. typhii a des lapins par voie orale puis

I’étude de modification de macrobiote.

V.9.7. Matériel biologique :

> L’extrait :
Une dose de (03cc) d’extrait de la plante Marrubium vulgare.
> La souche bactérienne utilisée :

Suspension bactérienne contient Salmonella typhii.

» L’animal expérimental .
L’expérience a réalisée sur six lapins (deux lots chacun a 03 lapins), le premier traité par notre

plante (par gavage), et le deuxieéme témoin.

V.9.8. Préparation de la suspension bactérienne :
» Prendre un inoculum des colonies bactériennes (02 a 03 colonies) de la souche Salmonella
typhii a I’aide de I’anse de platine.
» Mettre I’inoculum dans un tube de 05ml d’eau distillée.

= Agiter bien la suspension par le vortex jusqu’a la formation d’un trouble.
V.9.9. Méthodologie :

® [soler chaque lapin dans une cage individuelle bien désinfectée par I’eau de javel.

= A I’aide d’une seringue stérile, prendre (02cc) de la suspension bactérienne et faire boire par
gavage a chaque lapin du 1% lot, et aussi avec le 2°™.

= Aprés 24h, prélever la mati¢re fécale de chaque lapin a 1’aide d’une pince stérile.

= Broyer bien I’échantillon.

= Peser 01g de chaque échantillon.
» Faire une série de dilution (figure N°20) a partir de la SM jusque le facteur10=, en suivant les

étapes suivantes :
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v" Préparer un poste de travail en allumant le bec benzéene.
v' Mettre 01g de la matiére fécale du lapin dans un tube a essais et le compléter jusque
10ml (SM).
v Prendre 01ml de la suspension de tube qui a déja préparé et le mettre au tube suivant.
v' Faire la méme chose avec les tubes jusque le cinquieme tube.
= Aprés la liquéfaction du milieu SS, couler dans (18) boites de Pétri.

= A l’aide du vortex, agiter bien les tubes qui contiennent I’échantillon.
= Mettre I’anse de platine dans les tubes qui nous intéressent (SM, 10%, 10 et 10%) de chaque

dilution de chaque matiere fécale a chaque lapin et faire ensemencer sur notre milieu.

» Incuber les boites de Pétri dans I’étuve pendant 24h a 37 °C.

= Apreés 24h, traiter les lapins de 1% lot par gavage (03cc) de ’extrait Marrubium vulgare et ne
faire rien au 2°™ lot (témoin).

= Aprés 24h, prélever la matiére fécale de chaque lapin a 1’aide d’une pince stérile.

= Broyer bien I’échantillon.

= Peser 01g de chaque échantillon.
* Faire une série de dilution a partir de la SM jusque le facteur10%.

= Apres la liquéfaction du milieu SS, couler dans (18) boites de Pétri.

= A l’aide du vortex, agiter bien les tubes qui contiennent I’échantillon.
» Mettre ’anse de platine dans les tubes qui nous intéressent (SM, 10%, 10 et 10%) de chaque

dilution de chaque lapin et faire ensemencer sur notre milieu.
= Incuber les boites de Pétri dans 1’étuve pendant 24h a 37 °C.
= Faire un dénombrement sur les boites choisis de méme facteur de dilution pour la

comparaison suivant une méthode base sur le comptage manuel a 1’aide d’un marqueur.

(figure N°21).

NB : le milieu SS (Salmonella Sheigella) ; ¢’est un milieu sélectif qui favorise

I’accroissement de ces deux espéces Salmonella et Sheigella.
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Figure N°21 : dénombrement colonies.
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Chapitre VI Résultats et discussion

V1.1. Résultats et discussion des tests d’effet cicatrisant (parametre de température

pendant 05 h) :

= En mesurant la température des lapins de chaque lot pendant 05h (la 1ére avant la provocation
la plaie, et les quatre suivantes apres).

= On calcule les moyennes de chaque lot. Les résultats sont enregistrés dans le graphe suivant.

evolution de température pendant 05h,

2h 4h

témoin- M, vulgare Aherbaalba esssstémoin+

Figure N°22 : représentation graphique de 1’évolution de température pendant 05h.
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Avant la provocation de la plaie exactement & 01h il y a une variation de température entre 37,7 et
38,6 cet intervalle détermine la température corporelle des lapins. Les mesures restent stables
invariables. A 02h est exactement aprés la provocation de la plaic + 1’application de chaque
traitement, la température du lot témoin (-), du lot qui traité par Artemisia herba alba Asso et du lot
témoin (+) augmente, cette augmentation due a une infection qui provoque une inflammation 1’un de
ses caractéres est chaleur qui explique I’augmentation de température. Par contre lot qui traité par
Marrubium vulgare il y a une diminution de température remarquable, la diminution due a I’effet de
la plante de prévenir contre les infections.

Traitement statistique : par le SPSS version 24 ; Le test d’analyse statistique utilisé était le one-way
analysis of variance (ANOVA). Les valeurs ont été exprimées sous forme de moyennes + erreur
standard de la moyenne (SEM) et la différence entre les groupes était statistiquement non

significative (p>0,05).
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V1.2. Résultats et discussion des tests d’effet cicatrisant (parametres de température

pendant 15 jours) :

e En mesurant T° de chaque lapin de chaque lot durant 15jrs.
e Les resultats sont enregistrés dans le graphe suivant.

évolution de la température durant 15js

jril jr2 jr3 jrd jr5 jré jr7 jr8 jr9 jrl0  jr11  jr12 jr13  jr14 jri5

T- com—T+ MR e /R

Figure N°23 : représentation graphique de I’évolution de température pendant 15js.

Les résultats obtenus dans les tableaux de chaque lot varient entre 37 et 39 dans la plupart du temps,

une fois il y a une augmentation, autre fois il y a une diminution et ¢a répete d’une fagon aléatoire.

Traitement statistique : par le SPSS version 24 ; Le test d’analyse statistique utilisé était le one-way
analysis of variance (ANOVA). Les valeurs ont été exprimées sous forme de moyennes + erreur
standard de la moyenne (SEM) et la difference entre les groupes était statistiquement non

significative (p> 0,05).
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Donc et apres nos resultats les plantes Artemisia herba alba Asso et Marrubium vulgare n’ont pas

un effet antipyrétique.

En comparant notre étude par apport (Morabandza.2016). Une étude a montré que 1’extrait aqueux
des écorces de tiges de Strychnos camptoneura possede des activités analgésique et antipyrétique
intéressantes se rapprochant du Tramadol par rapport au Paracétamol. Ces activités peuvent expliquer
la grande utilisation traditionnelle de cette espéce et, suggerent la présence dans cette plante des
familles chimiques qui seraient responsables des activités observées et qui du reste doivent étre
identifiées.

Et avec et avec I’étude de (T.Y. Soro 2009). L’extrait aqueux d’écorce de tige de Ximenia americana
a des propriétés antipyrétiques qui justifient son usage traditionnel. Elles sont probablement liées a la
présence de saponosides dans cet extrait qui est toxique. En conséquence, des expériences ultérieures
utilisant des fractions riches en saponosides sont envisagées pour confirmer cette hypothese et
comprendre le mécanisme d’action des principes actifs de cette plante.

Et aussi avec I’étude de (Koffi N°GUESSAN 2009). Paullinia pinnata L. (Sapindaceae). Les tests tri
phytochimiques effectués sur les feuilles ont mis en évidence les composés suivants : stérols,
polyterpenes, polyphénols, flavonoides, tanins catéchiques, alcaloides et saponosides. Cette
composition difféere 1égérement de celle établie par Nacoulma (1996) qui signale I’absence de
polyphénols et de tanins catéchiques. Dans les travaux de Kerharo et Bouquet (1950), les alcaloides
n’ont pas été mis en évidence. Les feuilles de la plante renferment des polyphénols, probablement des

coumarines reconnues pour leurs effets antipyrétiques et hypotensives.
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V1.3. Résultats et discussion des tests d’effet cicatrisant (paramétres de surface (S)

pendant 15 jours) :

e En mesurant S de chaque lapin de chaque lot durant 15jrs.
e On calcule les moyennes de chaque lot. Les résultats sont enregistrés dans le graphe
suivant.

évolution de la cicatrisation durant 15js

jourl jour2 jour3 jourd jour5 jour6 jour7 jour8 jour9 jourlO jourll jourl2 jourl3 jourl4 jourl5

témoin (-) e=——témoin (+) Artemisia Marrubium

Figure N°24 : représentation graphique de 1’évolution de la cicatrisation pendant 15js.
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Figure N° 25 : évolution de la cicatrisation de la plaie durant 15js (lapin témoin-).
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Figure N°26 : évolution de la cicatrisation de la plaie durant 15js (lapin traité par Marrubium
vulgare).
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.

Figure N° 27 : évolution de la cicatrisation du plaie durant 15js (lapin traité par
Artemisia herba alba Asso).
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d

Figure N° 28 : évolution de la cicatrisation du plaie durant 15js (lapin témoin+).
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En suivant la cicatrisation de la plaie, commencant par le lot témoin (-) ; une plaie de surface de

650Nombre de Carreaux a commencé la cicatrisation du 03j jusque 12j. (75NdC a 15j).

Le lot témoin (+) qui traité par la pommade cicatrisante ; une plaie de (628NdC) va cicatriser mais

lentement jusque 08j ou il y a la surface de la plaie va contracter rapidement. (95NdC a 15j).

Le lot qui traité par la plante Marrubium vulgare ; une plaie de (697NdC) cicatrise rapidement du 03]
jusqu’apreés 09j ou il y a un ralentissement de contraction, mais aprés 11j la surface recommence de

cicatriser et rapidement. (86NdC a 15j).

Le lot qui traité par la plante Artemisia herba alba Asso ; une plaie de (449NdC), du 03] jusque 12j ne

cicatrise que lentement et le long des jours du traitement. (79NdC a 15 j).

Les plaies des lapins du lot qui cicatrise mieux (en calculant la moyenne de chaque lot) sont du lot qui
traité par la plante Marrubium vulgare, aprés on trouve les lots témoin (-) puis témoin (+) qui
cicatrisent presque simultanément, a Dexception du lot qui trait¢ par la plante

Artemisia herba alba Asso, ses lapins leurs plaies prennent un temps important pour que cicatrisent.

On exprime I’effet cicatrisante par : Marrubium vulgare > témoin (-) > témoin (+) >

Artemisia herba alba Asso.

Traitement statistique : par le SPSS version 24 ; Le test d’analyse statistique utilisé était le one-way
analysis of variance (ANOVA). Les valeurs ont été exprimées sous forme de moyennes * erreur
standard de la moyenne (SEM) et la différence entre les groupes était statistiquement significative si

p< 0,05.
Donc les plantes Marrubium vulgare et Artemisia herba alba Asso n’a pas un effet cicatrisant.

Dans une autre comparaison via Acacia nilotica. (Harding, 2002 ; Mbatchou, 2011). Montre
qu’Acacia nilotica possede des propriétés cicatrisantes sur les plaies cutanées de brdlure par la mise
en évidence de I’hydroxyproline a forte dose au 8¢me jour, la rapidité de la contraction des plaies et

le raccourcissement du temps d’épithélialisation.

NB : NdC (01 carreau=01mm?).
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V1.7. Résultats et discussion des tests d’effet antibactérien :

I. In vitro :(Aromatogramme)
Principe
Le principe de I’aromatogramme est inspiré de 1’antibiogramme, il consiste a tester la sensibilité des
souches bactériennes par la diffusion de I’extrait sur le milieu solide dans une boite de Pétri.
L’apparition et ’importance du diametre de la zone d’inhibition refléte ’impact des HE / I’extrait

aqueux sur les souches bactériennes. Ainsi, ces derniéres seront qualifiées de sensibles ou tres

sensibles, ou résistantes (Ouibrahim, 2015).

On a cing souches bactériennes Klebsiella pneumoniae, Citrobacter freindii, Salmonella typhii,

Enterobacter coloacae, Staphylococcus aureus.

e On teste leur sensibilité via des EM d’. Artemisia herba alba Asso et Marrubium vulgare.

e Lesrésultats des diamétres R (zone d’inhibition) (mm) sont affichés au tableau suivant :
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EA Diameétre d’inhibition (mm) Diamétre d’inhibition (mm)
Artemisia Marrubium vulgare
Souche Herba alba
bactérienne Asso
Klebsiella 12 11 11 10 09 10
pneumoniae
Citrobacter 09 10 11 10 08 09
freindii
Salmonella 10 11 10 11 10 10
typhii
Enterobacter 08 08 09 07 07 08
coloacae
Staphylococcus 10 10 10 10 09 11
aureus
R (mm)

Tableau N°03 : mesure de zone d’inhibition des EA via des souches bactériennes.
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Selon (Al-Bakri Afifi F.U 2007). On peut considérer une activité antimicrobienne si le diamétre de
la zone d’inhibition observé autour du disque de papier Wattman est supérieur ou égal a 9 mm.
Généralement les diamétres des zones d’inhibition obtenues avec les bactéries gram positifs sont plus
importants que ceux obtenus avec les bactéries gram négatifs.

En calculent la moyenne des R de chaque extrait & chaque souche bactérienne :
Si R = 09,00mm ; la souche bactérienne est sensible aux extrais.

Si R <09,00mm ; la souche bactérienne est résistant aux extrais.
Avec Klebsiella pneumoniae - R qui représentent Artemisia Herba alba Asso : 11,33mm.

- R qui représentent Marrubium vulgare : 9,66mm.
Donc Klebsiella pneumoniae est sensible via Artemisia Herba alba Asso et Marrubium vulgare.
Avec Citrobacter freindii - R qui représentent Artemisia Herba alba Asso : 10,00mm.

- R qui représentent Marrubium vulgare : 09,00mm.
Donc Citrobacter freindii est sensible via Artemisia Herba alba Asso et Marrubium vulgare.
Avec Salmonella typhii - R qui représentent Artemisia Herba alba Asso : 10,33mm.

- R qui représentent Marrubium vulgare : 10,33mm.

Donc Salmonella typhii est sensible via Artemisia Herba alba Asso et Marrubium vulgare.
Avec Enterobacter coloacae - R qui représentent Artemisia Herba alba Asso : 08,33mm.

- R qui représentent Marrubium vulgare : 07,33mm.
Donc Enterobacter coloacae est résistant via Artemisia Herba alba Asso et Marrubium vulgare.
Avec Staphylococcus aureus - R qui représentent Artemisia Herba alba Asso : 10,00mm.

- R qui représentent Marrubium vulgare : 10,00mm.
Donc Staphylococcus aureus est sensible via Artemisia Herba alba Asso et Marrubium vulgare.
Dans d’autre part en comparant I’impact de nos deux plantes Artemisia Herba alba Asso et
Marrubium vulgare, on trouve que la premiére a un effet plus ou moins important que la deuxiéme.
Donc I’effet d’efficacité d’Artemisia Herba alba Asso > Marrubium vulgare.
On déduit aussi que Klebsiella pneumoniae est la souche la plus sensible via les autres (10,5 mm
moyennement).

Et Enterobacter coloacae est la souche la plus résistante via les autres (7,83mm moyennement).
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Il. Invivo :

e 06 lapins prennent la dose d’une suspension bactérienne (03 ml d’eau distillée + des
colonies de la souche) (par gavage), parmi eux 03 lapins ont traités par I’EM de la
plante Marrubium vulgare et 03 forment le lot témoin (sans traitement).

e Le dénombrement (comptage des colonies) donne les résultats suivants :

nombre de colonies avant traitement

Figure N° 29 : représentation graphique de nombre des colonies bactériennes (Salmonella
typhii) du lot témoin en comparant du lot traité par Marrubium vulgare.

(Avant traitement)
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nombre de colonies apreés traitement

Htémoin  traité

Figure N°30 : représentation graphique de nombre des colonies bactériennes (Salmonella
typhii) du lot témoin en comparant du lot traité par Marrubium vulgare.

(Apreés traitement)

1 indique le facteur de dilution 103,
2 indique le facteur de dilution 10 2.

3 indique le facteur de dilution 102,
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En calculant la moyenne de chaque lot par apport & chaque facteur de dilution.

Selon les deux graphes, le premier (avant traitement) : au facteur de dilution(10%) le nombre
des colonies apparaissant du lot témoin est égale celle-ci qui aura traité par la plante
Marrubium vulgare.

Au facteur de dilution (10 *)le nombre des colonies apparaissant le nombre des colonies
apparaissant du lot témoin est légerement supérieur celle-ci qui aura traité par la plante

Marrubium vulgare.

Au facteur de dilution (10%)le nombre des colonies apparaissant le nombre des colonies
apparaissant du lot témoin est Iégerement supérieur celle-ci qui aura traité par la plante

Marrubium vulgare.

Le deuxieme graphe (apres traitement) : au facteur de dilution(10%) le nombre des colonies

apparaissant du lot témoin est égale celle-ci qui traité par la plante Marrubium vulgare.

Aussi au facteur de dilution(10 %) le nombre des colonies apparaissant du lot témoin est

presque égale celle-ci qui traité par la plante Marrubium vulgare.

Par contre au facteur de dilution(10%) le nombre des colonies apparaissant du lot témoin est

trés inférieur celle-ci qui traité par la plante Marrubium vulgare.

Traitement statistique : par le SPSS version 24 ; Le test d’analyse statistique utilisé était le
one-way analysis of variance (ANOVA). Les valeurs ont été exprimées sous forme de
moyennes + erreur standard de la moyenne (SEM) et la différence entre les groupes était

statistiquement significative si p< 0,05.

Donc la plante Marrubium vulgare n’a aucun effet antibactérien. Sauf exception si la souche
insensible (résistant) via la plante ou la dose d’extrait (donnant par gavage) n’a été pas

suffisante.

A travers (Ramezania, M. 2004). Et (ZouarilS 2010). Plusieurs recherches scientifiques ont
prouvé ’efficacité de I’extrait ou de 1’huile essentielle de 1’Artemisia herba alba aussi bien
sur des bactéries que des levures.

Ce qui confirme les résultats obtenus lors de cette étude. Le pouvoir antimicrobien des extraits

de Marrubium vulgare est moins important, en comparaison avec celui de | ’Artemisia.
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Chapitre VI Résultats et discussion

En comparant aussi avec la plante Tetraclinis articulata. Tetraclinis articulata est une plante
connue dans plusieurs régions du Maroc pour ses vertus thérapeutiques. Cette plante est
principalement employée contre les infections intestinales et respiratoires, le diabéte et
I'nypertension. Son usage est expliqué par ses propriétés biologiques et thérapeutiques
intéressantes qui sont dues a sa composition chimique riche en plusieurs constituants
bioactifs. Par exemple, dans 1’huile essentielle des feuilles, qui sont les plus utilisées pour se
soigner, Bourkhiss et al. Ont rapporté la présence de 28 composés dont : ’acétate de bornyle,
le camphre 1’a-pinene et le limonene comme constituants majoritaires. Pistacia lentiscus est
une PMS trés commercialisée dans 1’Atlas d’Azilal et au Maroc entier. Cette plante est
pourvue d'activités anti-inflammatoire, antibactérienne, antifongique, antipyrétique.
(Abderrazak EI Alami 2016).

Et par comparaison les études de (d’El fahem et al ; (2010), qui en testant I’effet inhibiteurs
de quelques plantes médicinale libanaises, parmi lesquelles des plantes du genre Salvia,
révelent que les plantes aux activités antimicrobiennes les plus élevées étaient Salvia

officinalis, Pistacia atlantica, Arbutus pavarii et myrtus.

Nos résultats vont presque dans le méme sens que ceux de (Cushnie TPT et al 2005) qui ont
obtenu des résultats négatifs. Les résultats de 1’activité antimicrobienne des sommités fleuries
et des feuilles du Marrubium vulgare obtenus sont négatifs. Aucun extrait n’a eu d’effet
contre les bactéries examinées (Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 et Escherichia coli ATCC 25922). Les résultats ont indiqué que
plusieurs parametres peuvent influer la détermination de 1’activité antimicrobienne comme : le
type des micro-organismes ciblés, la d’évaluation de 1’activité antimicrobienne, la
concentration, le type de I’extrait et particulierement la nature et la structure moléculaire des

molécules bioactives des métabolites secondaires.

Les plantes traditionnelles reconnaissent plusieurs utilisations et surtout dans le domaine
médicinal grace a leurs propriétés biologiques trés importantes, d’une part du fait que les
plantes médicinales représentent une source inépuisable de substances bioactives et d’autre
part les effets secondaires induits par les médicaments.

Dans ce contexte, nous avons essay¢ d’évaluer des activités cicatrisantes et antibactériennes
de I’extrait de Artemisia herba alba Asso (famille de Asteraceae) et Marrubium vulgare

(famille de Lamiacées).
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Conclusion

L’obtention de I’extrait a été réalisée par la méthode de macération a froid.

L’activité cicatrisante a été suivit durant 15jours les extraits ont montré que nos plantes n’ont
aucun effet de contraction sur les plaies.

L’activité bactérienne a été déterminée sur cinq souches bactériennes : Klebsiella pneumoniae
ATCC700603, Citrobacter freindii ATCC8090, Salmonella typhii ATCC13311, Enterobacter
coloacae ATCC13047 et Staphylococcus aureus ATCC25923, selon la méthode de diffusion
en milieu gélosé (aromatogramme) in vitro, et I’effet de I’extrait de Marrubium vulgare sur
Salmonella typhii (par gavage) in vivo.

L’extrait a montré une activité antibactérienne remarquable dans la premiére partie, par contre
a la deuxiéme partie I’extrait n’a aucune activité antibactérienne.

A la fin de cette étude, nous retiendrons que 1’extrait biologique de notre plante n’exerce pas

un effet cicatrisant, mais exerce un effet antibactérien.
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Annexes

Annexe 01 : Tableaux de I’évolution de la température pendant 05h.

Lot 01 (témoin -).

Lapin
01 02 03

Heure

09:30 36.2 394 37.6 Avant
Plaie.

10 :30 37.3 37.8 37.9 Apres

11:30 37.4 39.1 38.0 Plaie.

12 :30 38.6 37.3 38.0

13:30 38.4 39.9 37.6

Température (°C).
Tableau N°04 : mesure de T° du lot 01 témoin - pendant 05h.
Lot 02 (traité par Marrubium vulgare).
Lapin
01 02 03

Heure

09 :40 38.2 39.8 38.6 Avant
Plaie.

10 :40 38.4 39.2 38.9 Apres

11:40 38.7 375 385 Plaie.

12 :40 38.1 37.4 38.0

13 :40 38.9 37.1 38.3

Tableau N°05 :

Temperature (°C).

mesure de T° du lot 02 traités par Marrubium vulgare pendant 05h.
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Lot 03(traité par Artemisia herba alba Asso).
Lapin
01 02 03
Heure
09 :50 37.2 39.4 38.6 Avant
Plaie.
10:50 37.8 38.6 38.9
11 :50 37.8 39.7 39.0 Apres
12 :50 38.7 39.3 39.0 Plaie.
13:50 385 39.3 38.7

Température (°C).

Tableau N°06 : mesure de T° du lot 03 traité par Artemisia herba alba Asso pendant 05h.

Lot 04 (témoin+).

Lapin
01 02 03

Heure

10 :00 38.2 39.1 38.3 Avant
Plaie.

11 :00 38.9 38.6 38.7

12 :00 39.0 39.0 38.9 Apres

13:00 38.7 37.1 39.0 Plaie.

14 :00 38.4 38.7 38.5

Température (°C).

Tableau N°07 : mesure de T° du lot 04 témoin + (traité par Pommade cicatrisante) pendant

05h.
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Annexe 02 : Tableaux de I’évolution de la température pendant 15js.

Lot 01 témoin (-).
Lapin 01 02 03
J

T° To To

1 38.4 39.9 38.3

2 36.2 37.5 37.8

3 38.4 39.8 39.1
4 38.1 395 38.8
5 38.8 39.7 39.4

6 39.1 39.4 39.2

7 39.8 38.5 38.7

8 38.4 375 37.9

9 39.2 37.9 37.7
10 38.3 39.2 37.4
11 40.4 38.6 39.3
12 38.6 39.3 38.5
13 38.7 39.8 38.5
14 36.6 38.9 39.7
15 38.7 39.6 39.0

Tableau N°08 : mesure de température (T°) du lot 01témoin (-) pendant 15jrs.
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Lot 02 (traité par Marrubium vulgare).
Lapin 01 02 03
Jr

To To To

1 38.9 37.1 38.3
2 38.2 38.9 37.4

3 38.3 39.1 38.1

4 39.3 39.5 38.8

5 38,5 39.3 37.6

6 38.5 39.1 37.7

7 39.0 38.6 38.3
8 39.1 37.6 39.0

9 38.5 374 39.2
10 37.9 39.3 38.6
11 38.0 38.6 38.3
12 38.3 37.7 39.5
13 39.1 40.2 39.4
14 37.6 37.9 38.2
15 39.2 37.8 38.5

Tableau N° 09 : mesure de température (T°) du lot 02 traité par Marrubium vulgare

Pendant 15jrs.
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Lot 03 (traité par Artemisia herba alba Asso).
Lapin 01 02 03
Jr

To To To

1 38.5 39.3 38.7

2 38.6 39.0 38.8

3 38.0 39.0 39.2

4 38.7 395 39.7

5 37.8 39.5 39.7

6 39.0 37.6 38.1

7 39.5 38.4 37.8
8 39.5 38.3 37.0
9 40.3 39.8 38.4
10 39.2 39.3 38.6
11 36.9 38.7 38.2
12 37.5 37.6 39.3
22 39.4 39.9 39.4
14 39.9 39.5 37.3
15 39.6 38.3 38.5

Tableau N°10 : mesure de température (T°) du lot 03 traités par Artemisia herba alba Asso

Pendant 15jrs.
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Lot 04 temoin(+).
Lapin 01 02 03
Jr

T° To To

1 38,5 39.3 38.9

2 38.9 39.9 39.4

3 38.0 39.3 38.7
4 38.0 39.1 38.6
5 37.8 39.3 38.6

6 38.2 38.6 38.9

7 38.8 38.6 39.2

8 39.0 39.4 39.5

9 38.0 37.5 37.7
10 39.4 39.4 38.9
11 40.0 39.0 39.7
12 38.9 38.5 38.4
13 38.9 39.5 38.6
14 38.6 36.4 37.3
15 39.4 37.8 38.8

Tableau N° 11 : mesure de température (T°) du lot 04 témoin (+) (traité par Pommade
cicatrisante) Pendant 15jrs.
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Annexe 03 : Tableaux de I’évolution de la cicatrisation pendant 15js.

Lot 01 (témoin).

Lapin 01 02 03
Jr
S(NdC) S(NdC) S(NdC)
1 766 626 673
2 766 626 673
3 755 566 654
4 741 508 605
5 663 480 596
6 597 451 547
7 560 436 509
8 521 425 482
9 507 400 457
10 500 366 371
11 258 247 320
12 189 196 241
13 92 176 198
14 87 142 113
15 66 79 80

Tableau N° 12 : mesure de surface (NdC) du lot 01 (témoin -) pendant 15jrs.
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Lot 02 (traité par Marrubium vulgare).
Lapin 01 02 03
Jr
S (NdC) S (NdC) S (NdC)
1 855 512 725
2 855 512 725
3 i 317 645
4 655 302 633
5 631 302 604
6 590 287 579
7 570 270 517
8 543 212 468
9 479 211 426
10 477 206 380
11 450 197 351
12 200 115 244
13 140 110 196
14 112 79 107
15 108 66 83

Tableau N°13 : mesure de surface (NdC) du lot 02 traité par Marrubium vulgare

Pendant 15jrs.
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Lot 03 (traité par Artemisia herba alba Asso).
Lapin 01 02 03
Jr
S (NdC) S (NdC) S (NdC)
1 518 374 455
2 518 374 455
3 510 356 451
4 460 300 413
5 418 297 399
6 416 277 376
7 400 272 374
8 360 245 312
9 312 223 267
10 302 221 225
11 300 213 197
12 300 209 191
22 274 188 149
14 93 105 100
15 83 74 79

Tableau N°14 : mesure de surface (NdC) du lot 03 traité par Artemisia herba alba Asso

Pendant 15jrs.
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Lot 04 (témoin +).

Lapin 01 02 03
Jr
S (NdC) S (NdC) S (NdC)
1 651 645 589
2 651 645 589
3 615 640 581
4 608 625 563
5 605 615 541
6 605 604 479
7 602 582 419
8 579 553 405
9 566 435 382
10 310 390 311
11 225 322 285
12 130 288 260
13 100 124 208
14 99 118 117
15 95 103 86

Tableau N°15 : mesure de surface (NdC) du lot 04 (témoin +)

Pendant 15jrs.




Annexe 04: Tableaux de comptage nombre des colonies.

Annexes

Lot 1% lot (lapins non traités) (lapins traités)
Facteur de
dilution
01 02 03 01 02 03
10t 89 113 128 124 95 133
102 80 99 101 59 63 81
108 54 15 75 02 40 72

Tableau N°16 : comptage le nombre de colonies avant le traitement.
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Lot 1% lot (lapins non traités) 2°™lot (lapins traités)
Facteur
de dilution
01 02 03 01 02 03
10 71 102 105 120 87 107
102 34 74 92 44 73 89
102 22 20 45 05 32 36

Tableau N°17 : comptage le nombre de colonies aprés le traitement.
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Annexe 05 : Composants de milieu de culture

Bouillon nutritif

PoPtONE. .. e e 10g
Extrait de viande. ... 59.
ChIorure de SOATUIN . ... un e e e 59.
BEau diStILEE ... vveeeeeee e e Qsp & 1000ml.
PH fINal oo e

7.2
Gélose Mueller-Hinton
Infusion de viande de DOSUL........uuueururiiii bbb eearaeneaees 4,09
PEPLONE A8 CASEINE......iveivieieeieeieie ettt e 17.59
AMION B MAIS....ieveiie ittt e et e e s et e e s s e et essr et e s s sbaeeessesrareesans 1.5g
N T SR OPRP 10.0g
PH . e,

7.4

Préparation :

37g de la poudre dans un litre d’eau distillée, en suite chauffer sous agitation Jusqu’a

ébullition pour la dissolution totale du milieu et stériliser par autoclavage a 121 °C Pendant

15 min.

Gélose nutritive

LT 0] (0] -SSR 05.0g
[ L= VL0 SNV F= Lo [T 01,09
ChIOrure de SOOIUML........eiie et ste e reenne e 59
N L OOV OPRR 15.0g
PH .o 7.3

Préparation : prét a I’emploi en petits tubes fins.
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Annexe 06 : Matériels utilisés

Matériel de laboratoire (extrait macéré)

Balance de précision.

Erlenmeyer 1000ml.

Barrou magnétique.

Flacon 500ml.

Agitateur.

Plantes (Marrubium vulgare et Artemisia herba alba Asso).
Verre de montre.

Entonnoir.

Papier filtre.

Eau distillee.

Eprouvette.

Matériels de laboratoire (effet cicatrisant)

*
A X4

Lame bistouri.

Spatule.

Pied a coulisse.

Pince.

Seringue.

Kétamine.

Thermométre.

Cage d’isolement.

Crayon marqueur.

Extrait des plantes Marrubium vulgare et Artemisia herba alba Asso.
Vortex.

Tubes secs.

Gel.

Pommade cicatrisante (madecassine).

Papier milimétre et papier transparant.
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Matériel non biologique (effet antibactérien) in vitro
e \ortex
e FEtuve
e Autoclave
e Bain marie
e Milieux de culture : (GN) ; (BN) ; (MH).
e Disques de papier filtres stériles Whatmann.
e Boites de Pétri.
e Ecouvillons.
e Réfrigérateur.
e Bec benzene.
e Pince.
e Composant de MH.
e Becher (1000ml).
e Plaque chauffante (et agitateur).
e Eau distillée.
e Eprouvette.
e Balance.
e Spatule.
e Barrou magnétique.
e Autoclave
e Flacons.

e Verre de montre.

Materiel non biologique (effet cicatrisant) in vivo
e Seringues stériles.
e Pince steérile.
e Balance.
¢ Pilon-mortier.
e FEau distillée.

e Tubes a essais.
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Anse de platine.

Boites de Pétri.

Bain marie.

Bec benzene.

Milieu de culture (SS).
Pipettes (O1ml et 10ml).
Vortex.

Etuve.

Marqueur.
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Annexe 07 : attestation.

Figure N ° 31 : attestation d’acquisition d’animaux de laboratoire.
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Figure N° 32 : technique de mesure la surface de la plaie.




