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Résumé :

Marrubium vulgare est une plante médicinale appartenant a la famille lamiaceae ;
largement distribuée en Algérie Appelée localement “ Maryout “ses parties aériennes sont
utilisés traditionnellement contre le diabéte, les infections des voies respiratoires et les
rhumes. L’objectif de notre travail était d’évaluer ’activité antimicrobienne des extraits
aqueux, méthanolique et éthanolique de cette plante. L’analyse phytochimique des trois
extrasit a permis de mettre en évidence la présence des métabolites secondaires : alcaloides,
flavonoides, tanins. L’évaluation du pouvoir antiradicalaire contre le DPPH a montré que les
extraits possedent une activitéantioxydante. L’estimation de 1’effet antibactérien de la plante a
montré que seulement les extraits éthanoliques et méthanolique ont un effet sur les souches
Staphylococcus aureus et Escherichia coli et n’ont aucun effet sur Pseudomonas,

streptococcus et Candida albicans
Les mots clés : Marrubium vulgare, extraction,phytoscreening, activités antimicrobiennes,

activités antioxydantes,
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Abstract

Marrubium vulgare is a medicinal plant belonging to the Lamiaceae family; widely
distributed in Algeria Locally called “Maryout”, its aerial parts are traditionally used against
diabetes, respiratory tract infections and colds. The objective of our study was to evaluate the
antimicrobial activity of aqueous, methanolic and ethanolic extracts of this plant. The
phytochemical analysis of the three extracts revealed the presence of secondary metabolites:
alkaloids, flavonoids, tannins. The evaluation of the anti-radical power against DPPH showed
that the extracts have antioxidant activity. The estimation of the antibacterial effect of the
plant showed that only the ethanolic and methanolic extracts have an effect on Staphylococcus
aureus and Escherichia coli strains and have no effect on Pseudomonas, streptococcus and
Candida albicans.

Keywords: Marrubium vulgare, phytoscreening, Antimicrobial activity , Antioxidant,
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Introduction générale

Introduction générale

Le monde des végétaux est plein de ressources et de vertus d’ou I’homme puise non
seulement sa nourriture mais aussi des substances actives qui procurent souvent un bienfait a
son organisme parfois affecté de troubles insidieux. Ces dernieres années, les études
scientifiques portant sur 1’usage des plantes médicinales et aromatiques commencent a se
multiplier.

La recherche de molécules bioactives d’origine naturelle constitue d’ailleurs un des axes
prioritaires de I’industrie pharmaceutique algérienne mais également des médecins et des
chimistes cherchent a mieux connaitre le patrimoine des espéces spontanees utilisées en
médecine traditionnelle. Les propriétés antimicrobiennes des plantes aromatiques et
médicinales sont connues depuis 1’antiquité. Toutefois, il aura fallu attendre le début du
20eme siecle pour que les scientifigues commencent a s’y intéresser (Boukhalfoun et al;
2017).

Marrubium vulgare qui est une source trés riche en tanins et flavonoides que 1’on
rencontre dans les feuilles. Elle est largement utilisée dans le bassin méditerranéen pour ses
nombreuses vertus thérapeutiques. Elle est employée par les tradipraticiens contre le diabete,
les infections des voies respiratoires et les troubles de la sécrétion biliaire, les affections
bronchiques aigués bénignes et les rhumes. Cependant, on en sait trés peu au sujet de ses

composants et de leur mode d’action pharmacologique.

L’objectif de notre travail est I’évaluation de 1’activité antimicrobienne de cette plante.
Notre travail est consitué de deux partie , la premiére est un rappel bibliographique sur la
plante du Marrubium vulgare, la deuxieme partie est une étude expérimentale suivie de

I’interprétation et la discussion des résultats.
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Chapitre | Marubiun Vulgare

I-1-La phytothérapie :

La phytothérapie existe depuis la nuit de temps. Elle tire ses ressources exclusivement
des plantes. On entend par phytothérapie le traitement curatif ou préventif des maladies .Ce
traitement se fait en utilisant des préparations obtenues a partir des plantes entieres ou
d’organes des plantes : feuilles, fleurs, racines, fruits, graines ( Fintelman et Weiss , 2004 )

L’utilisation des plantes médicinales est trés courante, elle se pratique dans beaucoup de

médecines traditionnelles, comme la médecine chinoise et la médecine tibétaine .Chez la

plupart des peuples, dits
(Fintelman et Weiss, 2004)

primitifs ", de I’Afrique, de I’Amérique et de 1’océanien
I-2- Les plantes médicinales — drogues végétales

Une plante est dite médicinale lorsqu’au moins une partie possede des propriétés
médicamenteuses ; elle peut avoir également des usages alimentaires ou condimentaires ou
encore servir a la préparation de boissons hygiéniques. Selon la Pharmacopée européenne «
Les drogues végétales sont essentiellement des plantes ou parties de plantes entieres
fragmentées ou brisées, utilisées en 1’état, soit le plus souvent sous forme desséchée, soit a
I’état frais ». Dans cette monographie générale, le terme « plante » est utilisé dans un sens
plus large et comprend aussi les algues, champignons et lichens. Certains exsudats n’ayant pas
subi de traitements spécifiques sont également considérés comme des drogues végétales. Les
drogues végétales doivent étre définies avec précision par la dénomination scientifique

botanique selon le systeme binomial (genre, espéce, variété, auteur).
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Chapitre | Marubiun Vulgare

I-2-1- Les substances chimiques des plantes médicinales :

Une des originalités majeures des végétaux reside dans leur capacité a produire des
substances naturelles tres diversifiées. En effet, a coté des métabolites primaires classiques
(glucides, protides, lipides, acides nucléiques), ils accumulent fréquemment des métabolites
dits <<secondaires» dont la fonction physiologique n'est pas toujours évidente mais qui
représentent une source importante de molécules utilisables par I'nomme dans des domaines

aussi différents que la pharmacologie ou I'agroalimentaire.

Les métabolites secondaires appartiennent a des groupes chimiques variés (alcaloi- des,
terpenes, composés phénoliques...) qui sont trés inégalement répartis chez les végétaux mais
dont le niveau d'accumulation peut quelquefois atteindre des valeurs élevées. La notion de
«métabolite secondaire» résultait initialement de trois groupes d'observations: d'abord une
difficulté a attribuer a ces métabolites une fonction précise dans la physiologie méme de la
plante, ensuite une répartition tres inégale selon les végétaux, quelquefois entre des especes
tres voisines ou méme entre différentes sous- espéces ou variétés a l'intérieur d'une méme
espéce, enfin une certaine «inertie biochimique» car ces substances sont rarement
remobilisées dans la plante aprés qu'elles y ont été accumulées. Cependant, comme cela sera
montré dans cet ouvrage pour les composés phénoliques, la désignation de «secondaire»
apparait aujourd'hui de plus en plus discutable a la lumiére des résultats obtenus au cours des

vingt dernieres années (Jean-Jacques Macheix ; 2005).
I-3- Les différents modes d’utilisation des plantes médicinales

Les modes d’utilisation des plantes sont divers selon qu’elles sont prescrites : par voie
interne (absorption orale, gargarisme, bains de bouche), ou externe (cataplasme, lotion,
gargarisme, bain de bouche, bain, injection cavités naturelles, fumigation). Les principes

d’extraction des éléments actifs les plus fréquemment employés sont :

L’infusion qui utilise I’eau, laquelle solubilise les sels minéraux, pectines, mucilages et
alcaloides4 a 1’état de sels. L’eau chaude solubilise partiellement les huiles essentielles. Elle
permet 1’extraction des principes actifs par mise en contact avec de I’eau chaude portée a
ébullition de plantes seches ou fraiches, puis refroidissement spontané. Les plantes plus

ligneuses nécessitent un temps d’infusion prolongé.
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Chapitre | Marubiun Vulgare

La décoction consiste a faire bouillir les plantes ; elle s’applique aux écorces, racines,

tiges,4 fruits. Le temps d’ébullition est de 10 a 30 mn en général.

La fumigation est I’utilisation des vapeurs ou fumées de I’¢bullition des plantes ou de

leur4 combustion.

La teinture est obtenue en laissant macérer 3 semaines les plantes dans de ’alcool a
95°4 (éthanol) avec décantation, pression et filtrage. Compte tenu de la teneur en eau des
plantes, le titre alcoolique est ramené aux alentours des 70°. Le rapport final de la maceération
est de (1 :10), soit 10 g de teinture mere équivalant a 1 g de plante séche. Il faut se méfier de
I’alcool chez I’enfant et la posologie est de régle 1 goutte par kilo et par jour. La quantité
d’alcool ingérée pour 100 gouttes par jour est équivalente a 2 ml d’alcool a 70° soit 10 ml de
vin a 14°. On peut utiliser du vin (vin de gentiane) ou de I’huile (huile de serpolet) a la place
de l’alcool dans certains cas. A partir de la teinture mere qui est diluée et dynamisée, sont

produites les dilutions homéopathiques des plantes.

Les extraits fluides classiques ou glycérinés sont obtenus par extraction des principes
actifs4 dans des mélanges successifs aux concentrations d’alcool croissantes, puis ils sont

remis ou pas dans une solution neutre glycérinée.

Les huiles essentielles sont obtenues par distillation d’une plante dans de 1’eau ou par4
entrainement a la vapeur d’eau. Elles contiennent une concentration trés élevée de principe
actif comparé a la plante fraiche mais ne contiennent pas le totum de la plante. Les hydrolats
sont des sous-produits de la distillation d’une plante dans de 1’eau lors de la production

d’huile essentielle.

La gélule est une forme récente de prise d’un traitement phytothérapique avec des
enveloppes4 100% végétales ; elle permet une haute concentration de produits actifs avec des
poudres micronisées ou des nébulisats. La quantité de plante dans une gélule est limitée a
500/750 mg de plante séchée, ce qui peut nécessiter la prise d’un nombre important de
gélules.

Les poudres sont obtenues par séchage et broyage. La plante entiere se conserve trés
bien4 aprés dessication, car la cellule végétale est adaptée a la carence en eau, le broyage

quant a lui est susceptible d’altérer la stabilité des principes actifs dans le temps. La qualité du
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Chapitre | Marubiun Vulgare

broyage est un élément important pour avoir une poudre de qualité, la plus fine possible

(broyage par marteau, ciseau, disque).

I-4- Identification de la plante étudiée :

Parmi les plantes médicinales spontanés, tres répandues en Algérie et tres utilisés
traditionnellement le Marrubiun vulgare. (Marrube blanc) connu sous le nom de "Marriout”,
elle appartient de la famille des lamiacées, c'est une espéce méditerranéenne qui pousse en

géneral sur un sol calcaire dans une station ensoleillée.

Le Marrubium vulgare . est connu depuis la plus haute antiquité. Les égyptiens
I’utilisaient comme principal ingrédient dans un antidote des poisons végétaux. Elle était déja
considérée comme un traitement spécifique pour les affections de ’appareil respiratoire dans
I’Egypte et la Grec ancienne. Il employait couramment dans le traitement des maux, l'a de
surcroit reconnu tonique, cholagogue et diurétique, elle est considérée comme " 1’une des

meilleurs plantes d’Europe ".

I-4-1- Ethymologie :
e Marrubium : du latin "hebreu marrob" signifie un jus amer

Donc le nom latin de cette espece fait référence au principe amer qui se trouve dans cette

plante.
e Le nom connu du Marrubium vulgare L. est : Marrube blanc .
e En arabe, elle est nommeée Marriout
e Elle est appelée encore Timariout, Mareniout .
e Son nom berbeére ou targui, c’est Ifzi, Farrasiyoum

e En anglais, c’est White Horehound .

I-4-2- Systématique :

La classification de I’espéce Marrube Blanc se fait selon (Quezel et Santa, 1962).
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Chapitre | Marubiun Vulgare

Reégne : Plantae
Embranchement : Spermatophytes
Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Asteridae

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiacees

Genre : Marrubium

Espece : Marrubium vulgare

I-4-3- Description Botanique :

Marrubium vulgare est une plante cosmopolite qui pousse presque dans toute 1’Europe
surtout dans ses régions méditerranéennes ainsi que dans 1I’Europe méridionale et médiane.
C’est une plante herbacée vivace de 30 a 80 cm de hauteur, d’aspect blanchatre, ressemblant
legérement a la menthe, a odeur forte pénétrante lIégérement musquée et qui posséde une

saveur a la fois chaude et amére (Quézel & Santa 1963).

Figure N° 01 : Partie aérienne du
Marrube blanc (Shahid Akba2020)

Figure N° 02 : Illustration des différentes

parties du Marrubium
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Chapitre | Marubiun Vulgare

Figure N° 03 : Marrubium vulgar Illustration (Shahid Akbar ;2020)

Le marrube blanc est une plante herbacée vivace, Elle est originaire de 1’Europe, de
I’ Afrique du nord et de 1’Asie, c’est une plante a odeur de Thym ou froissement (Quezel et
Santa, 1962)

Les racines et les tiges

Marrubium vulgare est caractérisée par des racines ligneuses, pivotantes, dures ramifiée
avec plusieurs racines latérales fibreuses. Ils sont présentés de forme cylindrique, de couleur
brun creme, d'une longueur d'environ 6 a 12 cm et d'une largeur de 3 a 8 mm (Figure 1.A).
elle produit de nombreuses tiges ramifiées d'environ 20-100 cm de hauteur, et 5-7 mm de
largeur avec couleur vert clairs, ils sont des sections carrée (c'est-a-dire quadrangulaire)
(Mittal et Nanda, 2016; Ahvazi et al., 2017 )

Les tiges sont velues quadrangulaires, dressées, ramifiées, carrées et couteneuses a
hauteur de 30 a 50 cm Les feuilles sont arrondies, vert blanchatre, tomenteux, goufrées,
dentées et crénelées, rétrécies a la base, pétiolées, opposées. Les feuilles ont une longueur de
2a5cm..

Les fleurs de marrube blanc sont blanches, groupées a 1’aisselle des feuilles
supérieures inflorescences densément verticillées formant un amas presque globuleux.
Périanthe a calice velu pourvu de 10 dents terminées en pointes crochues. La corolle est

blanche a lévre supérieure dressée, bilobée en forme de cornes et I’inférieur trilobé. Les
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étamines sont en nombre de 4 incluses, bractées linéaires dans les verticilles. Les fruits a 4
petits akénes cachés a la base du calice persistant, ¢’est une des particularités de la famille des

lamiacées.
I-4-4- Repartition géographique :
Le marrube est répandue sur tout le continent américain, 1’Asie, 1’Europe et I’ Afrique
du Nord (Elbali Wahiban ; 2021). Il est particulierement abondant dans la région
méditerranéenne (Delongueville and Scaillet, 2017). Le marrube blanc est généralement

dispersé sur des sols calcaires dans des lieux incultes, terrains vagues, garrigues, prairies
chaudes et seches (Elbali Wahiba, 2021) .

I-4-4-2- En Algérie :

Marrubium Vulgare . est commune dans le tell ( Quezel et Santa, 1962 , Djerroumi
et Nacef , 2004 ).

Il existe en Algérie deux especes : le Marrubium Vulgare L répondu au nord du pays

Marrubium désert ou marrube de désert dégageant une forte odeur musquée. Elle se

présente au Sahara et dans les hautes plaines.

I-4-5- Exigences écologiques :

Le marrube blanc préfére un sol léger perméable. Il pousse en générale, sur un sol

calcaire dans une station ensoleillée. Il croit mieux dans les endroits chauds et secs .

Le marrube habite les talus, les vieux murs et les abords des habitations. Il est fréquent

dans les lieux incultes, décombres, terrain vague .

I-4-6- Culture et récolte :
Cette plante pleinement rustique se plait en sol médiocre et bien drainé.

Elle se multiple par division des touffes au milieu du printemps, ou par semis en fin de

printemps.

La récolte de cette espéce se fait d’avril a juin, Les parties aériennes sont récoltées au

printemps lors de la floraison, Les racines sont récoltées en automne.
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1-4-7- Conservation :

La plante doit étre séchée a I’ombre et conservée en boites. Les parties séchés sont

conservées a I’abri de la poussiere et de I’humidité .

I-5- Contexte historique de M. vulgare

I1 existe environ 49 espéces acceptées du genre Marrubium (Lamiaceae). Peu d’espéces
de Marrubium telles que M. vulgare sont utilisées traditionnellement comme plante
médicinale dans la plupart des régions d’Europe, au Pakistan, en Tunisie, en France, au Brésil
et au Maroc (Christiane Meyre-Silva et Cechinel-Filho 2010). M. vulgare . (Lamiaceae),
communément appelé « pahari gandana » ou « marrube blanc », a été utilisé dés les premiers
temps comme reméde contre diverses maladies. Depuis 1’époque égyptienne antique, il est
utilisé comme expectorant pour soulager la toux (Blumenthal et al. 2000). En Inde, il est
utilise comme remede ayurvédique pour traiter la bronchite aigué ou chronique et la
coqueluche (Khaled-Khodja et al. 2014). Le nom « Marrube » est dérivé du mot « cendré »
en raison de la présence de poils blancs qui entourent les feuilles du marrube et du mot «
chien », car il était utilisé pour traiter les morsures de chiens enragés dans la médecine
grecque antique (Khaled-Khodja et al. .2014). En 1927, des chercheurs ont étudié que le
marrube blanc pouvait étre utilisé dans le traitement des maladies pulmonaires (Lodhi et al.
2017). En 1941, il a été signalé que M. vulgare était le reméde a base de plantes pectorales le

plus apprécié et qu'il était utilisé comme expectorant, tonique amer et diurétique .

I-6- Importance médicale de M. vulgare

En termes d’ethnomédecine, les Lamiacées constituent la famille végétale la plus
diversifiée. Il a une grande valeur médicinale en raison de la présence de composants volatils
(Sarac et Ugur 2007). En infusion, il est administré comme stimulant, anthelminthique et
résolvant a des doses d'une a deux onces liquides. Il est également utiliseé pour traiter la
dyspepsie, I'amenorrhée, I'hépatite et les rhumatismes chroniques (Haq et al. 2011 ). M.
vulgare est également utilisé comme agent aromatisant dans les boissons et les bonbons aux
Etats-Unis (Lodhi et al. 2017). L'huile volatile présente dans M. vulgare est importante chez
les gens ordinaires pour normaliser les battements cardiaques irréguliers en raison de la
présence de marrubiine. L'infusion chaude de marrube blanc crée un effet sudorifique et
I'infusion froide est utilisée pour le systeme digestif comme tonique amer. M. vulgare a

également été utilisé pour soigner le paludisme et supprimer la fievre. Le thé d'herbe M.
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vulgare est pris contre la toux et I'expulsion du catarrhe. Des instructions ont été données par
Materia Medica Vegetabilis pour la composition d'une décoction de M. vulgare en association

avec du miel pour traiter la bronchite et la toux

I-8- Principaux constituants chimiques du Marrube blanc :

Des études phytochimiques approfondies sur M. vulgare ont révélé qu'il contient
environ 54 métabolites secondaires. Certains de ces métabolites comprennent des
sesquiterpénes, des diterpenes, des flavonoides et des phénylpropanoides, et ont été repérés
dans diverses parties de M. vulgare (Sahpaz et al. 2002). Les principaux diterpénes présents
chez M. vulgare sont la marrubiine, I'acide marrubinique et le marrubénol qui possédent des
activités anti-cedématogenes et analgésiques. Les phénylpropanoides tels que I'acteoside,
l'arenarioside, le ballotetroside et le forsythoside B présentent des activités anti-
inflammatoires et anticancéreuses potentielles. Chimiquement, la marrubiine, un diterpéne de
furane labdane, est le composant principal de cette plante et possede de puissantes propriétés
antinociceptives et une activité vasorelaxante (Yabrir 2019 ; < j1,1 et al. 2018). Il a été
démontré que les extraits de M. vulgare et ses métabolites pourraient potentiellement traiter
les maladies cardiovasculaires et le diabete de type Il (Ardi¢c et al. 2018). Le potentiel
antidiabétique de M. vulgare a été attribué a la marrubiine, une diterpéne lactone furanoide
qui représente le principal métabolite de M. vulgare (Amessis-Ouchemoukh et al. 2014 ;
Mittal et Nanda 2016 ; Verma et al. 2012).
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Tableau 1 : Principaux constituants du Marubium Vulgare

Active constituent

Structure

Reference

Vulgarol Verma et al. (2012)
12(S)- Masoodi et al. (2015)
hydroxymarrubiin

Marrubic acid

HO

HO

OH

Ahmed et al. (2010)

11-Oxomarrubiin

Shaheen et al. (2014)

Vulgarin

OH

o

Verma et al. (2012)
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Active constituent

Structure

Reference

Marruliba-acetal

Amessis-Ouchemoukh et al.
(2014)

Cyllenin A

Piozzi et al. (2006)

Polyodonine

Shaheen et al. (2014)

Vulgarcoside A

Shaheen et al. (2014)
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Active constituent | Structure Reference
Amri et al. (2017a, b)

Deacetylvitexilactone

Carnosol ‘ Paunovic et al. (2016)

‘ Amessis-Ouchemoukh et al.
(2014)

Deacetylforskolin

e Alcaloides :

Ce sont des composés azotés, basiques d’origine et de distribution restreinte. (Baba Aissa,
1999).Les alcaloides existent sous la forme des sels solubles (exemples : citrate, malate,

benzoate) ou sous celle d’une combinaison avec les tanins. ( Bruneton, 1999 ).

Leur chimie est complexe, on les classe selon la composition de leur noyau en une quinzaine

de groupes différents. Les alcaloides sont souvent amers. ( Guingnard, 2000 ).

Ils se rencontrent surtout chez les angiospermes trés peu presents chez les thallophytes, les
gymnospermes et les ptéridophytes. Au niveau cellulaire, ils s’accumulent dans les vacuoles.

IIs constituent, en plus, la source la plus importante de nos médicaments. (Guingnard, 2000).
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Beaucoup d’alcaloides présentent, a faible dose, des propriétés pharmacologiques
marqueées. lls possedants une action sur le systéme nerveux centrale et le systéeme

cardiovasculaire. (Anonyme, 2004).

el es tannins

Utilisés depuis I'Antiquité par I'nomme pour le traitement des peaux d'animaux, les tannins
ont une importance économique et ecologique considérable et sont respon- sables de
I'astringence de nombreux fruits et légumes et des produits qui en sont déri- vés (vin, thé,
biére...). En premiere approximation, on peut considérer que les tannins sont des formes
phénoliques condensées capables de se lier aux protéines en solution et de les précipiter.
Aussi les premiéres estimations quantitatives des tannins ont-elles utilisées la condensation

avec des protéines modeles: gélatine, albumines, hémoglo- bine...

Il est classique de distinguer deux grands groupes de tannins différant a la fois par leur
réactivité chimique et par leur composition: les tannins hydroly- sables et les tannins

condensés. Jean-Jacques Macheix 2005)

Les tannins hydrolysables

Ils sont abondants chez les Dicotylédones et certains arbres en sont des sources industrielles:
tannins de chéne, de chataignier, tannin de Chine ou de Turquie extraits respectivement d'un
arbuste du genre Rhus ou de Quercus tinctoria. Ils sont d'abord caractérisés par le fait qu'ils
peuvent étre dégradés par hydrolyse chimique (alcaline ou acide) ou enzymatique. lls libérent
alors une partie non phénolique (souvent du glucose ou de l'acide quinique) et une partie
phénolique qui peut étre soit de l'acide gallique (cas des gallotannins comme le tannin de
Chine, quelquefois appelé «acide tannique») soit un dimére de ce méme acide, l'acide
ellagique (cas des tannins ellagiques ou ella- gitannins comme ceux du chataignier). Une
forme simple de tannins hydrolysables est le penta-galloylglucose, molécule trés réactive qui
est a l'origine de la plupart des formes complexes, par exemple la castalagine chez le

chataignier ou le chéne .

Les tannins condensés

Les tannins condensés sont des oligomeres ou des polymeres de flavane-3-ols (éventuellement

de flavane-3,4-diols) dérivés de la (+)-catéchine ou de ses nombreux isomeéres (fig. 1.10).
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Contrairement aux tannins hydrolysables, ils sont résistants a I'hy- drolyse et seules des
attaques chimiques fortes permettent de les dégrader. Ainsi, par traitement acide a chaud, ils
se transforment en pigments rouges et, pour cette raison, les formes dimeéres et oligomeéres
sont denommeées «proanthocyanidines>>. Les proan- thocyanidines dimeres présentent déja
une affinité pour les protéines et des propriétés tannantes mais ces deux parametres
augmentent avec la taille moléculaire des polyme- res qui sont formés par adjonction de
nouveaux monomeres aux dimeres initiaux. L'enchainement des différentes unités
constitutives se fait soit de maniere lineaire grace a des liaisons C-C (fig. 1.10) soit par des
ramifications grace a des liaisons C-O-C conduisant a des structures de plus en plus

complexes qui restent cependant solubles dans I'eau des vacuoles.

unité procyanidine, dériveée de la catéchine R = OH : unité prodelphinidine, dérivée de la

gallocatechine (Jean-Jacques Macheix 2005)

e Flavonoides :

Les flavonoides lato sensu sont des pigments quasiment universels des végétaux. Presque
toujours hydrosolubles, ils sont, entre autres et pour certains, responsables de la coloration
des fleurs dont le pouvoir attracteur conditionne la pollinisation entomophile. Tel est le
cas des flavonoides jaunes (chalcones, aurones, flavonols jaunes) ou celui des
anthocyanosides rouges ou mauves. Quand ils ne sont pas directement visibles, les
flavonoides peuvent contribuer a la coloration des fleurs par leur réle de co-pigments : tel
est le cas des co-pigmentations flavones-anthocyanosides responsables des colorations
bleues. Dans certains cas, la zone d'absorption de la molécule est située dans le proche
ultraviolet : la «< coloration » n'est alors percue que par les insectes qui sont, la encore,
efficacement attirés et guidés vers le nectar et donc contraints a assurer le transport du
pollen, condition de la survie de l'espece végétale. Les flavonoides sont également
présents dans la cuticule foliaire et dans les cellules epidermiques des feuilles, assurant
ainsi la protection des tissus contre les effets nocifs du rayonnement ultraviolet B (ils
absorbent généralement dans la région 280-315 nm). Ils peuvent aussi participer a la
résistance des végétaux aux maladies (ex. : isoflavanes antifongiques, phytoalexines),
voire jouer un role dans la relation plante-animal (insectes phytophages, mais aussi
herbivores) : proanthocyanidols, tanins, et certaines 2-phenylchromones. Tous les
flavonoides plusieurs milliers ont été décrits ont une origine bio- synthétiqgue commune et,

de ce fait, possedent le méme élément structural de base, a savoir I'enchainement 2-
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phénylchromane 1. lls peuvent étre regroupés en une douzaine de classes selon le degré
d'oxydation du noyau pyranique central, lequel peut étre ouvert et recyclisé en un motif
furanique (dihydrofuranone) (BRUNETON Jean ; 2009)

C'est d'abord la stucture de I'nétérocycle central et son degré d'oxydation (fig. 1.6) qui
permettent de distinguer les différentes classes de flavonoides. Le cas extréme d'oxydation de
I'nétérocycle central correspond aux anthocyanidines, toujours présentes en milieu acide sous
forme d'un cation de couleur rouge, dit cation flavylium. Au contraire, dans le cas des
flavanes (flavane-3-ols comme la catéchine; flavane-3,4-diols (quelquefois dénommeés
leucoanthocyanes car ils peuvent donner des anthocyanes rouges sous l'action d'un acide), le
cycle central est tres fortement réduit. On trouve des situations intermédiaires chez les
flavanones, les flavones, les flavonols et d'autres groupes. Exceptionnellement, le noyau
central de la molécule peut ne pas étre totalement cyclisé (chez les chalcones et molécules
voisines) ou se présenter sous forme d'un cycle ne présentant que 5 sommets (cas des aurones,

de couleur genéralement jaune vif).

A l'intérieur de chacune des classes, les variations autour du squelette chimique de base en
C15 portent principalement sur trois points:

Le degré d'hydroxylation des différents cycles: ainsi, le cycle B est mono-hydro- xylé chez le
kaempférol ou la pélargonidine, di-hydroxylé chez la quercétine ou la cyanidine, tri-hydroxylé
chez la myricétine ou la delphinidine. Il en résulte des différences de spectre d'absorption
donc de couleur chez les anthocyanidines et les autres pigments . (Jean-Jacques Macheix ;
2005)

e Huiles essentielles :

Connus aussi sous le nom d’essences végétales, sont des liquides visqueux plus ou
moins volatiles appelés terpénes. Ce melange des composés terpéniques, classés
chimiquement comme des associations de longues chaines de carbones et d’hydrogene de
formule brute CsHyg, comporte plusieurs variétés comme : ciénol, thuyone, bornéol, camphre,
géraniole, thymols, cavacrol, menthol, linanol , nérol, anéthol, citral, cinéol, limonéne, alliine,
(Baba Aissa, 1999 ).
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Les essences sont employées en thérapeutique soit pour leurs propriétés aromatiques
soit en raison de vertus curatives, propres actions antiseptiques, vermifuges, cicatrisantes et

bien d’autres propriétés. ( Bruneton , 1999 ).
e Saponines :

Ensembles des composés chimiques définis comme des hétérosides d’alcools aliphatiques

( Saponosides ). L’hydrolyse des saponines libérent des oses varies. (Baba Aissa, 1999).

Les saponines a certaines doses, sont considérées comme expectorants et comme émeétiques
certaines saponines se montrent assez irritantes pour les tissus et sont plus ou moins toxiques
(Baba Aissa, 1999).

e Mucilages :

Sont des substances organiques dont la base est constituée par une solution de gomme
ou d’amidon (polysaccharides). En absorbant 1’eau, les mucilages produisent une gelée de

consistance visqueuse. (Thurzouva, 1978).

I-9- Activités biologiques du Marrubium vulgare

I- 9-1- Effet hypoglycémiant

L’étude de Arellano et al. (Arellano, A. H et al 2004) a pu démontrer que le
Marrunium vulgare diminue la glycémie (effet hypoglycémiant) et les taux de lipides sériques
(effet hypolipimiant) chez des patients atteints de diabéte de type 2. Chez les rats rendus
diabétiques par la stréptozotocine , 1’administration de I’extrait méthanolique du marrube

(500 mg/Kg par jour) entraine une réduction considérable du glucose (Elberry, et al ; 2011)

1-9-2 Effet antioxydant

M. vulgare possede également une activité antioxydante (Ghedadba, N ; 2014) due a
la présence de phenylpropanoides glycosides dans cette plante. Les études in vitro des
extraits méthanoliques de M. vulgare ont été déterminées en utilisant le test de piégeage des
radicaux libres DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) et les résultats ont révélé une forte
(Keyvan et al., 2016). Rezgui et al (Rezgui et al., 2020) a pu démontré par le test de
photochimiluminescence (PLC), évaluant I’activité antioxydante du composé en presence du
radical anion superoxyde, espéces réactives de 1’oxygene (ROS), un fort effet antioxydant des

extraits de méthanol et d’acétone de M. vulgare .
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Chez les animaux, des études ont apporté la preuve que le Marrube blanc peut présenter
un intérét certain dans la prévention du risque cardiovasculaire. Grace a ses principes actifs

contenus , plus particulierement sur le marrubenol et les glycosides de phénylpropanoides,

I-9-3-Effect anticoagulants

L’activité antigoagulante de cette plante peut étre diie au contenu élevé en composés

phénoliques. Cela peut étre di aux groupements hydroxyles phénoliques des tanins comme le

1-9-4 Activité anti-inflammatoire

Dans un modele de rat, des études liees a l'activité anti-inflammatoire des extraits
méthanoliques de M. vulgare sur l'infarctus du myocarde induit par I'isoprotérénol ont révélé
que 52,2 a 69,0 % de la créatinine kinase-MB sérique était subventionnée (en fonction de la
dose d'extrait de M. vulgare) . De plus, le traitement avec des extraits a considérablement
diminué l'activité de la myéloperoxydase du myocarde lors de l'infarctus du myocarde
(Yousefi et al. 2014). Dans le sérum de rats atteints d'un infarctus du myocarde, les taux de
facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-alpha) ont diminué de facon spectaculaire. De plus,
toutes les doses d’extrait ont considérablement diminué le nombre de neutrophiles

périphériques.

1-9-5 Activité antiproliférative

M vulgare est fréquemment utilisé dans le traitement du cancer (Bourhia et al. 2019),
mais le mode d'action de base et la légitimité clinique de son application continuent d'étre
découverts. L'extrait méthanolique de M. vulgare a été évalué a l'aide d'une méthode de
luminescence pour son effet prolifératif in vitro, il a été déclaré comme étant le plus puissant
(Okur et al. 2019). Il a été découvert (Zarai et al. 2011) que I'huile essentielle de M. vulgare
peut empécher la prolifération dans la lignée cellulaire du cancer du col de l'utérus (HelLa)
avec une valeur IC50 de 0,258 pg/mL. Les extraits éthanol/eau (70:30) de M. vulgare, de
maniere dose-dépendante, ont diminué la faisabilité du mélanome (B16) et du gliome (U251).
Les résultats ont révélé que cette plante pourrait étre un bon candidat pour le traitement anti-

mélanome et anti-gliome en démontrant la capacité des extraits de M. vulgare a
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1-9-6 Effets antibactériens

Des études in vitro ont pu démontré 1’efficacité des extraits du Marrubium vulgare
contre Helicobacter pylori ATCC 43504 responsable d’ulcer gastrique, grace a la quercétine
qui a un effet inhibiteur sur 1’uréase de la bactérie. Un effet inhibiteur contre Mycobacterium

tuberculosis (agent causatif de la tuberculose) a été également mis en évidence.

D’autres propriétés thérapeutiques ont été mises en évidences, le Marrubium vulgare
est un apéritif, neuroleptique, stomachique , expectorant, fébrifuge et résolutif, diurétique
Emménagogue amaigrissant et béchique. Il s’utilise également en cas d’asthme, toux

,insomnias et régles douloureuses.

1-9-7 En tant que pesticide naturel

Un extrait dérivé de la plante M. vulgare a été appliqué sur des larves du quatrieme
stade larvaire du moustique Culex pipiens. Les résultats obtenus suggérent la sensibilité des
larves de Culex pipiens. La sensibilité augmente lorsque le temps d'exposition des larves a
I'insecticide est prolongé. Avec 900 mg/mL et une exposition de 72 h a I'extrait de M. vulgare,
le taux de mortalité le plus éleve (94 %) a été atteint, tandis qu'un taux de mortalité de 59 % a
été atteint avec 900 mg/mL et une durée d'exposition de 72 h. . Ces découvertes pourraient
offrir I’opportunité d’utiliser des plantes peu coliteuses et facilement disponibles, pour la
plupart inoffensives pour divers organismes vivants, afin de développer des alternatives aux

produits chimiques dangereux pour I’environnement (Amel et Sélima 2015).
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Matériel utilisé

11.1. Matériel végétal
Le matériel végétal utilisé dans cette étude est Marrubium vulgare L une espéce végétale

appartenant a la famille des Lamiacées .

Matériel végétal (séchage dans
un endroi aéré et sec

U

{ Broeyage J

!

10g de + 100 ml 10g de’ poudre + 100 mi( 10g d,e poudre + 100 mi(
d’eau distillée 20ml d’eau distillée+80ml 20ml d’eau dlstll!ee+80ml
1 méthanol éthanol

4

Macération a la température ambiante et a ’ombre avec agitation magnétique
pendant 6 heures

!

Filtration sur papier filtre
N°01

U

i ) . M
Evaporation au Rotavapeur a

45C°pendant 20min \
J

\ (

-

[ Extrait aqueux ] { Extrait méthanolique ] Extrait éthanolique

—/

Figure N° 04 : Protocol de la préparation des extrais de Marrubium vulgare
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Site de prélevement
Le matériel végetale a été prélevé dans la région de Chaeba (Thniet elhad) de la wilaya de

Tissemsilt ) située au Nord-Est algérien. au moment de la floraison (Février 2024
11.1.2. Séchage

Les plantes prélevées ont été rincée a I’cau de robinet pour éliminination des impuretés puis,

ont été séchées a ’air libre et a I’abri de la lumiére et de ’humidité.

Apres séchage les feuilles ont été broyées afin d’obtenir une poudre préte a I’emploi. La

poudre obtenue était conservée dans des flacons en verre ambré en vue des expérimentations.

11-2 Méthode d’extraction par macération :
L’extraction des principes actifs a été effectuée par la technique de macération a froid .
Méthode de macération :

Est principalement choisie car elle est simple et peu colteuse. Des extractions par solvant ont

été réalisées avec deux solvants différents, a savoir 1’éthanol a 70% et I’eau distillée .
11-2-1 Extraction aqueuse ( macération) :

La poudre de la plante (10g ) est mise a macérer dans 1’eau distillée ( 100 ml ) pendant 6
heures sous agitation douce a I’aide d’agitateur magnetique et cela a température ambiante et
a I’abri de la lumiere. L’extrait hydrique est ensuite récupéré par filtration sur papier filtre

N°1 . L’extrait aqueux macéré ( EEM ) obtenus est conservée a 4C° .
11-2-2- Extraction par solvant organique :
11-2-3- Préparation de I’extrait hydro-Méthanolique :

L’extrait par Méthanol de 1’haloxylon a été préparé a partir de 10g de poudre de 1’haloxylon
qui ont été mis a macerer dans un mélange de 100ml de solvant aqueux ( solvant/eau . V/V) (
80ml de méthanol+20ml d’eau ) a température ambiante et a 1’abri de la lumiére et cela sous
agitation magnétique pendant 6 heures. On récupére 1’extrait par filtration sur papier filtre
N°1 dans une fiole puis le filtrat final obtenu a été évaporé a sec a I’aide du Rotavapeur a
basse pression et a 45C° pendant 20 min 1’extrait obtenu est conservée a 4C° dans un flacon
opaque stérilisé jusqu’a ’utilisation.

11-2-4- Préparation de I’extrait hydro-Ethanolique : Méme technique de preparation de I'extrait
Méthanolique.
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11-3- Evaporation :

Les solution de I’extraction ont été eévaporés a 1’aide d’un évaporateur rotatif qui permet a

éliminé le solvant .

- Lasolution d’extraction est placée dans le ballon d’évaporation

- L’évaporation jusqu’a la disparition compléte du solvant ( T=45C°)

Figure N° 5 : Macération pendant 24h Figure N° 6 : Evaporation par rotavapeur
I1-4 Lyophilisation

Il s’agit d’une étape de déshydratation qui consiste a éliminer 1’eau de 1’extrait obtenu apres
évaporation du méthanol, laissant place a une poudre constituée de I’extrait brut du

Marrubium vulgare.
Détermination du rendement

Le rendement désigne la masse de I’extrait obtenu, il est exprimé en pourcentage par rapport

a la masse initiale de la plante soumise a I’extraction.
Il -5 - Screening phytochimique :

Un screening chimique mettant en évidence des différents métabolites secondaires
saponines, tanins, anthocyanes, leuco-anthocyanes, flavonoides, alcaloides,terpénes et stérols
et les cardinolides a été réalisé selon des méthodes standardisées de Solfo (1973) et Bouquet
(1972).

TEST présence /absence :
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Polyphenols, flavonoides , tanins.
11-5-1 Recherche des flavonoides

2.5 ml d’acide chlorhydrique (HCI 1%) sont ajoutés a 1 ml de chaque extrait . auquel on
ajoute une solution basique de (NaoH), apres 3h apparition d'une couleur jaune claire dans la

partie supérieure du tube, ceci indique la présence de flavonoides.

11-5-2 Recherche des tanins

On prend 1 ml de I’extrait , auquel on ajoute 3 gouttes d'une solution de Chlorure ferrique
(FeClI3) a 1%. L'apparition d'une coloration verdatre indique la présence des tanins

catéchiques, L apparition d’une coloration bleu noiratre indique la présence des tanins

galliques.

11-6 Détermination de I’ Activité antibactérienne des éxtraits du Marrubium
vulgare

11-6-1 Ré-identification des bactéries

Culture sur bouillion
nutritive Incubation 24 h

@ Ensemencement sur milieux J

> { Héktoen J

Chapmann —
{ Gélose nutritive J

IDENTIFICATION

Coloration d Gram Tests catalase/ oxydase Galerie Api 20E
coagulase

Figure N° 7 : Protocol de la ré-identification des bactéries
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Souches bactériennes

Les souches bactériennes utilisées dans le présent travail proviennent du laboratoire de
bactériologie de ’EPH de Thniet el had. Ces souches bactériennes (Tableau 3) sont
connues pour leur pathogénicité et leur multirésistance aux antibiotiques. Elles sont réactivées

a 37 °C par repiquage sur milieu liquide Muller-Hinton (MH).

Tableau 02 : Bactéries testées

Genre et espece Gram

Escherichia coli négatif

Klebsiela pneomonea | Negatif

Staphylococcus aureus | Positif

Pseudomonas o

_ négatif
aeruginosa
Streptococcus positif

Ré-identification
a) Coloration de gram

Fixation du frottis puis coloration au violet de gentiane, la réaction est laissée 1 minute
puis un lavage a l'eau permet d’éliminer le surplus du colorant. La préparation est ensuite
recouverte de Lugol. La reaction dure 1minute, puis le lugol est rejetépar lavage a I'eau. Une
décoloration a I'alcool 95° pendant 10 secondes est effectuée , s’ensuit un rincage a l'eau
courante, la lame est ensuite recouverte de la solution de Fuchsine diluée et laissée agir

pendant 30 secondes a 1 minute

Un dernier lavage a I'eau est effectué, la lame est séchée entre deux feuilles de papier
buvard trés propres. L’observation au microscope permet de distinguer les bactéries Gram

négatif (sont roses) des bactéries a gram positif (violet)

b) Test de la catalase

La catalase est une enzyme présente chez la plupart des bactéries éerobie stricte et anaérobie
facultative. Elle décompose 1’eau oxygénée formé en eau et en oxygene qui se deégage.
(Camille Delarras - 2010)
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La méthode consiste a prélever une colonie du germe a étudier sur I'extrémité d'une
pipette Pasteur fermée que l'on introduit ensuite dans un millilitre d'eau oxygénée. Le
dégagement de bulles gazeuses signe la présence de I'enzyme catalase. (Carbonnelle et al.,
1988)

c) Test oxydase

Principe :Le test consiste & mettre en évidence la capacité que possede la bactérie a oxyder
un réactif incolore (la NN-diméthyl-paraphényléne diamine) en un dérivé rose violacé.

Technigue :
e placer un disque non imprégné sur une lame a 1’aide d’une pince flambeée,
e déposer une goutte de réactif sur le disque non imprégne,

e avec une pipette Pasteur prélever une colonie sur milieu solide (GO) et la déposer
doucement sur le disque

Réactif
m oxydase /

O/

174 ( 174

v

Figure N° 8 : Protocole du test oxydase

d) Galerie Api 205"

APl 20 E est un systéme standardisé pour l'identification des Enterobacteriaceae et
autres bacilles a Gram négatif non fastidieux, comprenant 21 tests biochimiques miniaturisés,
ainsi qu'une base de données. La liste compléte des bactéries qu'il est possible d'identifier
avec ce systeme est présente dans le Tableau d'ldentification en Annexe.

Les microtubes sont inoculés avec une suspension bactérienne qui reconstitue les tests.
Les réactions produites pendant la période d'incubation se traduisent par des virages colorés
spontanés ou révelés par l'addition de réactifs. La lecture de ces réactions se fait a l'aide du
Tableau de Lecture et I'identification est obtenue a l'aide du Catalogue Analytique ou d'un

logiciel d'identification.
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réactifs individuels : TDA (Réf. 70 402) JAMES (Réf. 70 542) VP 1 + VP 2 (Réf. 70 422)
NIT 1+ NIT 2 (Réf. 70 442)

J3HRRAPYHA BHRBHRALRR

mmmmumﬁmmuuwwmﬂnwwmmm

/

" API 20E )

Figure N° 9: Galerie Api 20 E
Préparation de la galerie

Une suspension bactérienne est préparée a partir d’une seule colonie isolée d'une

culture pure dans de I'eau distillée stérile (0,5 McFarland).

e une atmosphére humide est créée par répartition de 1’eau dans les alvéoles déposer

stérilement la galerie dans la boite d 'incubation

A T’aide d’une pipette pasteur les compartiments sont remplis avec la suspension

bactérienne
Il -7Activité Antioxydante in vitro :

Test DPPH

Principe

Selon (Brand Williams 1995) la capacité antioxydante peut etre mesurée en utilisant des
radicaux libres plus stables . Le DPPH est initialement violet, se décolore lorsque 1’électron
célibataire s’apparie .Cette décoloration est représentative de la capacité des extraits a piéger

ces radicaux libres indépendamment de toutes activités enzymatiques.
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DPPH DPPH-H

| Rose,S17am Jaune

w - H  represents antioxidant

Figure N 10 Réaction d’un antioxydant avec le DPPH

50 ul de chaque extrait est ajouté au 950ul de la solution DPPH préparée par dissolution de 4

mg de DPPH dans 100ml d’éthanol.

11-8 Antibiogramme

Il a été réalisé selon la méthode de diffusion des disques sur gélose qui repose sur la diffusion des composés

antimicrobiens en milieu solide ( MH) qui doit &tre coulé en boite Pétri sur une épaisseur de 4 mm.

Préparation de I’inoculum :

A partir d’une culture pure de 18h a 24h, racler a I’aide d’une pipette Pasteur quelques colonies bien isolées et identiques.

Les colonies sont transférées dans un tube a essai contenant 5 ou 10 ml d’eau physiologique sterile, cette suspension est

bien homogénéisée pour avoir une opacité équivalente a 0.5 MF.

I1- 9 Evaluation de P’activité antibacterienne de Marrubuim vulgare

Des disques en papier Whattman ont été imprégnés durant 20 min dans chaqu’un des extrait, puis déposés délicatement sur

la surface de la gélose MH déja inoculée. L’activité antibacterienne est évaluée par la mesure du diamétre de la zone

d’inhibition autour de chaque disque (Boutelilis Djahraet al., 2012).
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I11-1 Rendement de I’extraction

L’extraction hydro-méthanolique, hydro-éthanolique du Marrubium vulgare par
maceration, permet de déterminer le rendement qui est calculé par la formule suivante :

R (%) = Mext/Méch x 100

Mext : masse de I’extrait apres extraction Méch : masse totale de la poudre apres broyage
L’extrait hydro-méthanolique, hydro-éthanolique du Marrubium vulgare nous a permis
d’obtenir une poudre verdatre aprés lyophilisation avec un rendement de 1’ordre de 7%.

Le rendement le plus faible est obtenu par maceration a I’eau seule. 3%

Notre résultat sont proches a ceux de (Ghedadba., 2018), et (Hambaba et al., 2014) qui
ont enregistré des rendements respectivement de (9.90 % et 10,9 %). Cepandant ces resultants
sont inférieurs en comparaison a ceux obtenus par (Boutelis., 2013) et (Pukalskas et al.,
2012) Des rendements de ’extrait méthanolique de I’ordre de 20,1%, 24,34 %, ont été
enregistrés avec la méme espéce. Un rendement de 39,2% a été également obtenu a partir de

la méme espece lors d’une étude entreprise par (Kanyonga et al., 2011).

Des rendement d’extraction plus faible ont été obtenus par extraction avec 1’acétone (2.6
%) (Bourahla et Chaa., 2019) et I’éther de pétrole (Hambaba et al., 2014). Ces différences
peuvent etre attribuées aux méthodes d’extraction appliquées, ainsi que propriétés génétiques

de la plante, de son origine géographique et aux conditions de la récolte (Lee et al., 2003).

I11-2 Screening phytochimique :
Dans le but de mettre en évidence la composante phytochimique de Marrubium vulgare ,
des tests phytochimiques ont été effectués sur les extraits des plantes. Le tableau et les figures

suivants regroupent I’ensemble des résultats :
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Tableau N3 : resultants du screening phytochimique

L’ espéce Marrubium vulgare
Les métabolites Coloration résultats
Flavonoides Jaune ++

Tanins verte-noire ++
alcaloides Precipitation +
blanc

Le screening phytochimique nous a permis de mettre en évidence la présence de quelques
métabolites secondaires ( tanins, flavonoides et alcaloides) au niveau des tissus végétaux des
Marrubium. La détection de ces composés chimiques est basée sur des réactions de
précipitation et un changement de couleur. Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus
par (Saad et al 2017; Azzi et al 2014) qui confirmnt la richesse des extraits de Mrrubium

vulgare en flavonoides, alcaloides et en tanins.

I11-3 Activité antioxydante

L’activité antiradicalaire (Figure N°11 a montré que les trois extraits sont dotés d’un pouvoir
antioxidant élevé.Ce fort pouvoir de réduction et d’¢limination de radicaux libres de I’extrait
brut serait lié a la complexité en composés polyphénoliques présents et la synergie entre eux

pour une meilleure activité biologique

Figure N°11 : Activité antioxydante des extrais A) aqueuxB) méthanolique

C)éthanolique
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11 — 4 Les résultats de la réidentification
D’apreés les tests biochimiques nous avons pu identifier les pathogénes provenant du servive
de microbiologie EPH Thniet el Hd. 1l s’agit de trois bactéries gram négatif : E coli Klebsiella

et Pseudomonas aérogénosa.
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Figure N° 12 : Observation microscopique des bactéries testées A) E coli B)

Staphyloccocus C) Pseudomonas D Klebsella
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"

' I

Figure N°13 :Ttest de la catalase
Les résultats de la figure 11 montre que la plupart des tests catalases étaient positifs pour
I’ensemble des bactéries ( Gram + et Gram -). lls nous a permis de différencier les

staphylocoques, catalase +, des streptocoques, catalase —le test

Figure N° 14 :Test de I’oxydase
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Le résultat présenté dans la figure 12 montre que le test oxydase était positif pour

seulement la souche Pseudomonas .

Figure N° 15 : Test de la coagulase

Le test de la coagulase nous permet d’identifier 99% des souches de S. aureu et
différencier Staphylococcus Aureus des staphylocoques a coagulase negative telles que S.

epidermidis sont de plus en plus impliquées dans les infections nosocomiales; S.

saprophyticus provoque des infections urinaires.
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Figure N° 16 : Résultats de la galerie Api 20 E

L'identification des bactéries isolées s'effectue grace aux résultats de la galerie biochimique
Api 20E . il s’agit de bactéries de la famille des enterobactériaceae ( E coli Klebsella).

Les bactéries gram positive (Staphylococcus aureus , Streptococcus ) sont identifiées grace au

test catalase .
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I11- 2 Résultats de I’antibiogramme

Figure N° 17: Résultat de ’ATB pour les microorganismes testes
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Tableau N 04 : Charge des antibiotiques testés et caractérisation des diametres de la zone d’inhibition

selon les normes du CASFM (Comiteés de I’ Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie)

Diamétre d’inibition

Famille Antibiotiques testés et leurs Charge de Sensible Résistant
abréviations disques en g > <
Pénicilline P 6 29 28
8- Lactamines = o Xicilline +acide | AMC 20/10 21 14

clavulanique

Cefotaxine CTX 30 21 15
Fluoroguinolones Ciprofloxacine CIP 5 22 19
Aminosides Gentamicine CM 10 Ul 16 14
Macrolides Erythromicine E 15 21 13

La figure N° 17 représente les resultants de I’antibiogramme. D’aprés ces resultats on

remarque que Ecoli et Klebsiela pneomoneae sont résistantes vis-a-vis la plupart des ATB

sauf le CN ou elles semblent elle étre sensibles, les diamétres d’inhibition ne dépassent pas

22 mm (Tableau 5) .

Pseudomonas s’avére trés sensible vis-a-vis CN et CIP 10 avec des diamétres d’inhibition de

20 et 28 mm respectivement.  Cependant sa résistance vis-a-vis des autres ATB testés est

notée avec des diamétres d’inhibition de 00 mm(Tableau 5).

Les zones d’inhibition pour Staphylococcus s’échelonnent entre 18 et 28 mm (Tableau 4) ,

reflétant une sensibilité plus ou moins importante de cette bactérie vis-a-vis des ATB testés.

Streptococcus montré une résistance a tous les ATB .
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Tableau N° 5:Diamétre d’inhibition d’ATBs sur les bactéries testées

Microorgabisme Diametre d’inhibition par mm

CN10 | B10 CTX30 | AXE10 | E10 |CIP10
E coli 20 mm | / / / / /
Klebsiela 22 / / / / /
Pseudomonas 20 / / / / 28
Staphyloccocus 23 20 25 18 24 28
Streptococcus / / / / / /

I11- 5 Evaluation de P’activité antimicrobienne du Marrubium vulgare

I11-6 Résultats de I’aromatogramme
Les résultats des différents tests de 1’activité antibactérienne des trois extraits sont
présentés dans la figure N°16 , le tableau N° 5 donne les diameters des zones d’inhibition

avec precision .

Les tests montrent une grande hétérogénéité dans les résultats. Les deux souches E. Coli , et
Staphylococcus semblent étre plus sensibles aux deux extraits méthanolique et éthanolique,
avec des diamétres d’inhibition égale a 13, 12 et 12 , 11mm respectivement. Quant aux
souches Pseudomonas , klebsiella elle semblent etre tres résistante aux trois

extraits (00 mm)
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Fgure N°18 : Résultats de I’aromatogramme
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Tableau N° 6 :Diametre d’inhibition d’extraits sur les bactéries testées

Microorgabisme Diamétre d’inhibition par mm

EA EM EE
E coli 00 13 12
Klebsiela 00 9 00
Pseudomonas 00 00 00
Staphyloccocus pneumoneae 00 12 11
Streptococcus 00 00 00

Nos résultants montrent donc une activité antimicrobienne modérée du Marrubium vulgare ,
cela est en accord avec les travaux de Mubashir H et al 2008 sur I’extrait métanolique qui
montrent ne une activité qu’a des concentrations élevées (200, 400 et 600 mg/ml) sur les
bactéries a Gram positif B. subtilis S. epidermidis S. aureus avec des diameétres
d’inhibition allant de 11 jusqu’a 24 mm. Alors que pour les gram négatifs E. coli M P.
vulgaris I’activité est modérée , rinhibition est notée a partir d’'une concentration de 400
mg/ml une avec un diamétre maximal 16 mm . Cependant aucun effet n’a était observé sur

Pseudomonas aérogénosa.

En effet, Mubashir et al. signalent que [I’extrait aqueux des feuilles de 1’espéce
Marrubium vulgare exerce une forte activité inhibitrice sur les souches Staphylococcus
aureus MTCC 740, Staphylococcus epidermidis MTCC 435 et une activité de degré moindre
sur Proteus vulgaris MTCC 426 et E.coli MTCC 443.

La comparaison entre le pouvoir antibacterien des extraits du Marrubium vulgare et celui des
antibiotiques testés montrent que les extraits méthanolique et ethanolique agissent mieux sur
la bactérie E coli en comparaison avec les ATB : B10, CTX30, AXE10, E10 et CIP 10
Cependant leur activité s’avére modérée vis-a-vis Staphylococcus aureus ou les ATB

Semblent trés efficaces.
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Conclusion

Les plantes sont une alternative thérapeutique a ne pas négliger de par leurs nombreux
effets généraux : anti-infectieux, anti-inflammatoires, antispasmodiques, antalgiques,
antipyrétiques, reconnus de longue date et leur toute particuliére utilité en cas de troubles
digestifs.

Dans le présent travail on s’est intéressé a Marrubium vulgare . L’examen phytochimique a
révélé la présence des flavonoides, alcaloides et tanins en quantité importante. L’ensemble
des groupes chimiques ainsi identifiés ayant des propriétés pharmacologiques diverses. Ce
qui justifier I'utilisation multiple de cette plantes en industrie pharmaceutique.

Nos résultats montrent également que la plante est pourvue d’un pouvoir antioxydant
important. Cependant les tests de 1’aromatogramme ont révelé un effet antibacterien modéré.
Ainsi d’autres études sur I’activité antimicrobienne seront nécessaires. L’utilisation d’autres
solvants permettrai d’augmenter le rendement, des essais sur d’autres genres bactériens et
fongiques permettrons de conclure sur [Defficacit¢é de cette plante vis a vis me

microorganismes pathogenes.
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