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Glossaire
Antispasmodique : Combat le spasme et la douleur.
Diurétique : Substance qui entraine une augmentation de la sécrétion urinaire.

Gavage : technique d'alimentation forcée pratiquement chez 'homme et 1'animal

par voie orale.

Hypotenseur: Remede qui diminue la tension artérielle.
(Edéme: Gonflement des tissus provoqué par une infiltration de liquide interne.

Principe actif : Tout composant d'un médicament qui est destiné 3 une action

pharmacologique ouun autre effet direct en rapport avec le diagnostique.

Tonique : [l s'agit d'une posture se caractérisant par une rigidité, une force, une

intensité importante des muscles. i

Toxicité : La capacité inhérente a une substance de produire un effet

délétere sur 'organisme .



Introduction

Introduction

Depuis les plus anciennes civilisations, I'hnomme a recherché dans les plante% un
- N [ . A b 1‘
reméde a ses blessures et a ses maladies & travers les siécles, il a pu grice a;ces

expériences et son intelligence d'accumuler un savoir importante des vertus médicinales

des plantes (Ramdani;1994).

An moins 35000 espéces végétales sont utilisées dans le monde & des fins
médicaux , alors que les médicaments industriels les plus importants sont produits &
partir de 90 espéces environ. Les remédes traditionnels utilisés dans les pays en
développement sont généralement €laborés a partir de mélanges d'herbes issues de

collectes sauvages. (Ramdani;1994).

La flore Algérienne est caractérisée par sa diversité florale: méditerranéenne, saharienne et
une flore Paléo Tropicale, estimée & plus de 3000 espéces appartenant & plusieurs familles

botaniques (Ozenda;1977).

L'Algérie attache encore de Iimportance 4 ces plantes , puisque dans le
domaine des industries pharmaceutiques , il existe un projet visant e
développement de l'utilisation des principes actifs d'origine végétale dans la fabrication

des médicaments ( Gheyouche et Hammache; 1998)

Les jujubier ou ziziphussont un genre de plantes de la famille des Rhammnacées, le
genre ziziphus regroupe 40 espéces d'arbre et d'arbuste possédant plusieurs propriétés

thérapeutiques (Annonyme,2011).

Peu de travaux ont été réalisé sur ce genre, nous citons le travail de Asscari
(2008),qui a étudie la composition chimique des feuilles et des fruits de la plante de
Ziziphus spina christi L. Nous avons aussi le travail de Donatien(2009), qui a étudie

l'activité anti-oxydante de I' extrait aqueux des feuilles du jujubier .
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Dans ce présent travail, nous nous sommes intéressés a 1’étude de quelques effets

thérapeutiques de I’extrait aqueux des feuilles de jujubier algérien (Ziziphus spina christi L),

trois objectifs ont été tracés :
i
e Evaluation de I'activité antibactérienne.
e Ftude de son effet anti-inflammatoire et antispasmodique.
e Ftude de teste d’inculte (toxicité).
|
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I-Les plantes médicinales.

1-1 Définition.

i
On appelle plante médicinale un végétal dont un (ou plusieurs) argane posséde des
activités  pharmacologiques de nature 2a permettre  son emploi en

thérapeutique(Boullard,2010).

Selon Bruneton (1999) ; une plante est dite médicinale lorsque "elle posseéde des

propriétés médicamenteuses".

Selon Thurzova et al (1978), les plantes médicinales ou pharmaceutiques sont qui aprés
avolr été séchées ou traitées par d'autres méthodes que le séchage, interviennent dans la
préparation des médicaments. En médecine, les remédes tirés des plantes portent le nom de
préparation galénique, du nom de Galien, médecin du II™ siecle; des préparations
galéniques végétales sont obtenues aussi bien & partir de plantes spontanées qu'a partir de

plantes cultivées.

i-2 Histerigue

Les traces de l'utilisation des plantes médicinales existent en chine datant de plus de
5000 ans , le papyrus médical d'Ebert ( environ 1500) est le premier recueil consacré aux

plantes médicinales proposant un inventaire de 12 plantes accompagné de leur mode

d'utilisation.(ANTON,1999)

En Inde "le veda" livre sacré contenant tout la sagesse divine, rédigés vers 1500ans ;

témoignent eux aussi de la connaissance des plantes (Lucchesi, 2005).

Crest vers 1865 que le docteur Auguste qui procurait des soins en médecine par les

plantes donne le nom « phytothérapie » pour la définir (Bernardet, 1983) .

A partir  du 19siécle, les recherches ont isolé les principes actifs (Morphine,
Quinine...etc.)(Hurabielle, 1981).

Les plantes médicinales comme les autres remédes thérapeutiques et étiologiques ont

toujours €t€ intégrés a la culture d'une époque, ou d'une civilisation donnée (Janike, 1996).

Au début du 20 siécle , les acquits de la chimiothérapie, résultats de la chimie de

synthése provoquent le décline de la médecine a base de plantes .(Hurabieile,1981).
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Il était donc bien normal qu' avec la nécessité d' instaurer de nouveaux rapports
entre 'homme et le monde qui ['entoure, les produits naturels reviennent a la mode, aussi
bien les aliments que les plantes médicinales; "simples" des premiefs temps de la médecine.

i

(Bianchini et corbetta, 1976).
I-3 Constituants des plantes médicinales

Parmi de trés nombreuses substances que les plantes élaborent, toutes n'intéressent pas
au méme degré les pharmacognosistes. Ces derniers s'occupent sur tout des principes actifs
des drogues, c'est-a-dire les constituants qui sont doués d'une activité pharmaceutique et par

suite responsables de l'effet thérapeutique.

Ces constituants font partie de drogues chimiques trés diverses. IIs peuvent s'agir de
principes définis (alcaloides, hétérosides,...etc.) ou de mélanges complexes (huiles
essentielles, résines, gommes, ...etc.).Les constituants des plantes médicinales appartiennent
aux substances secondaires qui dérivent des principes primordiaux, résultent de la
photosynthése et dont on ignore la plupart du temps leur rdle dans le métabolisme

végétal.(Fintemann et Weiss, 2004).

I-4 Mode d'utilisation

|

L'action des plantes médicinales ne dépend pas seulement de leurs propriétés et de leur
qualité, mais également de la matiére dont elles sont appliquées. Il existe en effet de
nombreuses facons de les employer: fraiches ou séchées, pour un usage interne ou externe. On
peut utiliser une seule ou un mélange de plusieurs drogues. Parfois méme les plantes sont

combinées avec d’autres préparations naturelles ou synthétiques.

L'utilisation des remédes dépend de l'effet qu’ils exercent sur I'organisme sain ou malade,
certaines ne possédent qu'une seule substance active; d'autres en ont d'avantage est sont donc
utilisées dans des but plus divers, citant comme exemples: tisanes, infusion ,macération,

décoction, pommades, les poudres médicales, huiles a base de plantes. (Perroti et al ,1999).
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I-5 Récolte et séchage

On récolte les plantes au moment ou la teneur en principes é}ctif est a son point optimal. On

choisit un jour ensoleillé pour faciliter le séchage, car celui-ci d(foit se faire & une température de

40 2 60 degrés (Schamenberg et Ferdinand, 2006).

1
i

I-6 Conservation

Les plantes se conservent dans des salles correctement aérées ayant une température
constante et séche, afin de garder le maximum de principes actifs. Les plantes sont alors

expédiées vers les différents grossistes mondiaux (Luc-Salle, 1991).
I-7 Domaines d'application

Les substances naturelles issues des végétaux ont des intéréts multiples mis & profit de
I'imdustrie : en alimentation et en cosmétologie. Parmi ces composés on retrouve dans une

grande mesure les métabolites secondaires qui se sont surtout illustrés en thérapeutiques.

La pharmacie utilise encore une forte proportion de médicaments d'origine végétale et la
recherche trouve chez les plantes des molécules actives nouvelles, ou des matidres premiéres

pour la semi synthése (Bahorun, 1997).
|

v' En alimentation: Assaisonnement, les épices et les herbes aromatiques
utilisées dans l'alimentation sont une bonne part responsable des plaisirs

de la table. ( Smallfield, 2001).

v" En médecine: Activité antimicrobienne, antivirale, antiparasitaire: les produits
naturels des plantes depuis des périodes trés anciennes ont joué un role
important dans la découverte de nouveaux agents( Dastidar et a/,2004),elles sont
utilisées comme des drogues immunostimulantes, antispasmodique et anti-
inflammatoires(Pedneault et al; 2001).Aussi utilisées en urologie,
dermatologie, gastrites aigues, toux, ulcéres d'estomacs, laxatifs, sommeil et

désordres nerveux( Hampson et Sveboda, 1999).

v" En cosmétique: Des parfums et articles de toilette, des produits de beauté et les

produits hygiéne (Porter, 2001).

S
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I-8Importance en Algérie

La flore algérienne est caractérisée par sa diversité florale: méditerranéenne,
saharienne et une flore paléo tropicale , estimée & plus de 3000espéces appartenant 2

plusieurs familles botaniques (Ozenda,1977).

De méme en Kabylie, lorsque il y'a de la neige et que les routes sont coupées, les

montagnards utilisent des plantes médicinales et aromatiques pour se soigner.

Egalement dans la steppe pendant les transhumances, les nomades utilisent I'armoise

blanche pour lutter contre les indigestions.

Dans le Hoggar, et en I'absence de médecins, dans certaines contrées isolées, les
Touaregs se soignent avec les plantes médicinales et aromatiques dont ils connaissent

les secrets, transmis de pére en fils.

L'Algérie attache encore de I 'importance a ces plantes , puisque dans le domaine des
industries  pharmaceutiques, il existe un projet visant le développement de I'utilisation des
principes actifs d'origine végétale dans la fabrication des médicaments( Gheyouche et

Hammache, 1998).
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I1-Généralités sur la plante

II- 1 Le jujubier

x
Les jujubiers ou Ziziphus sont un genre de plaf;tes de la famille des Rhamnacées. Le

genre ziziphus regroupe 40 espéces d'arbres et d'arbustes épineux des régions tropicales ,

subtropicales et tempérées chaudes du monde entier.(Anonyme;2013).
II-2 Habitat et répartition

On pense, que le jujubier provient des régions allant de I’Inde & la Chine, la Malaisie
et les zones équatoriales, ainsi que 1’ile arabe et le pays de 'Ethiopie. Il est cultivé aussi en

Irak. (Agha et David, 1991) in Asscari (2008)

Les especes de ce genre résistent aux conditions environnementales défavorables (t°
(-29), Pluit...) ; c’est pourquoi leur culture est abondante dans les régions arides et semi-

aride dans le monde entier {(Randaous et Kohli,1976)in Asscari( 2008)

Selon BABA TASSA
e Nom vernaculaire arabe : sedre,n’beg, enapiq
e Nom vernaculaire francais : jujubier. |
¢ Nom targui: jujube, ghasl.

II-4Description botanique

Selon (Abdel Ali ;1967) in Asscari(2008),Le jujubier est une plante vivace & tige
brunétre atteignant une longueur de 3 & 8 m, caractérisée par la présence des épines

(figure 01).
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Figure 01 : La tige de Ziziphus spina christ
i(Anonyme; 2013)

Les feuilles sont alternées présentant une forme ovale 2 trois (03) nervures
principales, a couleur vert foncé. La face supcricure  est lisse, la face inferieure
contient des poils.(Abdel Ali,1967) in Asscari (2008).(Figure 02).
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Figure 02: Les feuilles de Ziziphus spina christi.
(Anonyme;2012)

Le fruit de jujubier est une drupe , d’une forme globulaire ou cylindrique ou

encore large pour certaines catégories, de couleur jaune brillant & maturité (Lyrene; 1979).

Les fruits de ziziphus spina chrisril. ont une grande valeur nutritive, vu leur richesse
en vitamine C et en caroténoides, qui sont considérés comme anti-oxydantes (Bose; 1985).
(Figure 03)

Figure 03 : Les fruits de Z Spina Christi (Anonyme;2012)
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Les graines sont riches en protéines et les feuilles sont riches en calcium, fer et
magnésium.(Anonyme; 2013)

I1-5 Propriétés et usages f

Le jujubier a des effet curatifs,; il est largement utilisé en médecine traditionnelle
et en industrie. Les feuilles ont un effet hypoglycémiant et comme désinfectants vitaux

contre les bactéries , champignons et virus.(Abbas;1997).
II-6 Multiplication

La multiplication se fait par semis et par greffage au début du printemps ou de

"automne. (Aghat et David;1991) inAsscari(2008)

Les arbres fleurissent deux fois par an, la premiére floraison commence au début de

"automne (Septembre), les fruits restent attachés aux arbres Jjusqu’a leur maturation.

Au printemps (d’Avril) coincidant avec I'augmentation de Ia température, la deuxiéme

floraison aura lieu 4 la fin du printemps. (Agha et David ; 1991).in Asscari (2008).

L’¢volution du fruit du jujube passe par quatre €tapes : développement, maturation,

maturation finale et sénescence (Abbas, 1997).
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II- Etude pharmaceutique

III-1- L'effet anti-inflammatoire
II-1-1- Définition de I'inflammation
La réaction inflammatoire est un ensemble de phénomenes par lesquels les leucocytes et

les médiateurs se concentrent dans un territoire agress¢ de l'organisme, quelle que soit la

nature de l'agresseur ; Aphysiqﬁe, chimique, infectieux, immunologique. (Gaucher et al,1993).

La réaction inflammatoire est la réponse  normale d'organisme & des agressions
d’origine immunitaire ou non. C'est une réaction du tissu conjonctif et des

vaisseaux.(Touiton,2003).
[I-1-2- Action anti-inflammatoire

L'action anti-inflammatoire inhibe la réponse inflammatoire quelle que soit I'agent
pathogéne responsable, entrainant une réduction de la vasodilatation et de l'cedéme en

diminuant le chimiotactisme et la migration leucocytaire vers le foyer inflammatoire. (Pieri et
al, 1992).

II-1-3- Les signes de I'inflammation

Selon (Gaucher et a/,1993) plusieurs événements constituent la phase initiale de la

réaction inflammatoire :

— Accroissement du flux sanguin vers la zone agressée.
— Augmentation de la perméabilité capillaire locale.

— Migration des cellules a partir du flux sanguin vers le territoire 1ésé.
ITI-2- L'effet antispasmodique
[I-2-1 Définition de Ia douleur

La douleur est une sensation spécifique ayant des récepteurs et des conducteurs

périphériques et centraux qui lui sont propre. (Serrie et Thurel, 1997).

La douleur apparait a la suite d'une inflammation, d'une contraction musculaire, d'un

spasme vasculaire, d'une infection locale.{ Cohen et Jacqueot,2001).
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Selon Tuitou (1993), 1'étude de la douleur est trés difficile car, a la douleur
proprement dite s'ajoutent les réactions personnelles du sujet : angoisse, anxiété, réactions

psychique ... etc..

1
III-2-2- Définition d'un spasme

Le spasme est une contraction involontaire des fibres musculaires, celle-ci est intense
mais passagére. La douleur provient de l'arrét de la circulation sanguine dans le muscle

pendant cette contraction anormale. (Serrie et Thurel ,1997).
IIT-2-3- Les antispasmodiques

Se sont des substances d’origine naturelle ou synthétique, utilisées dans le butde
supprimer un spasme (contraction durable au niveau d'un muscle lisse ou d'un sphincter). Ils

sont sédatifs et dans certains cas des dépresseurs du S.N.C. (Pieri et al, 1992).

HI-3— L'effet toxique
IM1-3-1-Définition de la toxicité

On appelle "toxique" ou "poison" toute substance qui aprés pénétration dans
l'organisme par une voie quélconque a une dose relativement élevée en une ou plusieurs fois
trés rapprochées, ou par petites doses longtemps répétées, provoque dans limmédiat ou
apres une phase de latence plus ou moins prolongée, de fagon passagére ou durable, des
troubles d'une ou de plusieurs fonctions de l'organisme pouvant aller jusqu'a leur suppression

compléte, et par suite entrainer la mort.( Gazengel et Orcchioni,1999).
I1I-3-2- Classification des toxicités

On distingue en général trois formules d'intoxication suivant la rapidité d'apparition, la

sévérité, la duré des symptomes, et la rapidit¢ d'absorption de la substance toxique.

( Lawrys,1982).

e Toxicité aigué : La toxicité aigué est celle qui résulte de I'administration trés forte, en

une fois ou en plusieurs fois d'une substance quelconque. En effet I'administration a
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lieu par voie orale chez des rongeurs sub-divisés en plusieurs groupes, et la mortalité

de chaque groupe est mesurée au cours des jours suivants.(Frank et /,1992).
s Toxicité sul:;o-aigué : Elle résulte de I'absorption répétée d'une substance pendant
i
un temps limité (au maximum 90 jours chez 1’animal) a des doses relativement

¢levées mai$ qui sont insuffisantes pour entrainer des effets toxiques lors d'une

administration unique (Chaveron,1999).

» Toxicité chronique : dite aussi 4 long terme, elle se manifeste avec retard ala

suite del 'administration répétée et prolongée d’une substance active. (Chaveron,
1999).

I1-3-3 -La Dose létale 50%.

La DL50c'est la dose létale qui entraine la mort de 50% des animaux soumis a

I'administration de la substance (Lechat, 1990).

Le but de I'étude de la toxicité aigué est de déterminer la dose 1¢étale(DL50) qui est défini
comme : I'estimation statistique d'une dose unique de produit supposé tuer 50%des animaux

(Frank etal,1992).
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Notre travail 4 été réalisé au sein de laboratoire de stérilité et de pharmacotoxicologie, au

niveau de la filiale Antibiotical de l'entreprise de fabrication des produits pharmaceutiques
SAIDAL (Médéa).

Ce travail a duré un mois (11février-11 mars).
I-Matériels.
I-1. Matériels biologiques.
I-1-1. Matériel végétal.
Notre étude a porté sur les feuilles de jujubier sauvage (ziziphus spina christi L).

Les feuilles ont été récoltées au mois de janvier (stade plein feuillaison), au niveau de la

station Quamri située 30 km a l'ouest de Médéa.

L'arbre de jujubier se trouve sur un terrain plat et vaste entouré par des plantes

herbacées, loin des habitations et proche dune route nationale. (Figure 04).

La situation géographique et les caractéristiques climatiques de la région d’Ouamri, sont

montrées dans le tableau suivant :

Tableau I: situation géographique et caractéristiques climatiques de la station de récolte.

Région Altitude (m) Caractéristiques climatiques

Ouamri 900 Froid et humide en hiver, tempérée au

printemps et chaud et sec en été.

o Identification : L'identification a été fait selon I'observation des caractéres
morphologiques , et selon les critéres cités par les auteurs ( Rabii, 1998) in

Asscari (2008).

14
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Figure 04: station de récolte des feuilles
de jujubier

I-1-2. Matériel animal

Notre matériel animal sert a la réalisation de I’essai anti-inflammatoire, antispasmodique
et l'étude de la toxicité, Nous avons utilis€ des souris qui ont été élevés au niveau du
laboratoire = de  pharmacotoxicologie @ de  I'unité  animalerie du  complexe

Antibiotical - SAIDAL de Médéa. Les caractéristiques des souris sont les suivantes :

» Souris : espéce Mus musculus; race albinos, souche N.M.R.I, d'origine Swiss, de
poids variant entre 17-24g. Importée par SAIDAL (Médéa).
e Condition d'élevage :
— Air : renouvellement continu.

— Température : 21C°+ 1C°

— Hygrométrie : 60 a 75%.
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e Alimentation :

— L’alimentation des souris est formée par des céréales,

soja, complémenté par des vitamines et des sels minéraux.

— L'eau de boisson potable est renouvelée quotidiennement.

du son, graine de

— Le contr6le chimique et bactériologique de l'eau et de l'aliment est

périodique.

Nous avons utilisé des lots de souris, chaque lot contient (06) souris. (Annexe 04)

Le nombre delot est différent pour chaque étude.

I-1-3 Les micro-organismes

Afin de tester l'activité antimicrobienne des extraits aqueux des feuilles de jujubier, nous

avons utilisé

EUROPEENE (2008), elles sont ét¢ fournies

complexe SAIDAL. (Tableaull)

par le

les souches bactériennes référenciées par la norme PHARMACOPEE

laboratoire de microbiologie du

Tableau II: Les souches bactériennes utilisées pour 1’étude de l'effet antibactérienne.

Les Les souches bactériennes
caractéristiques
Gram Gram (+) Gram (-)
Nom de souche | Bacillus subtilus | Staphylococcus | Echerichia coli Sarcina lutea
aureus
Famille Bacillaceae Micrococcaceae | Anterobacteriaceae | Cryptoccaceae

I-2 Matériel nom biclogique

I-2-1 Appareillage

L'ensemble des appareils, verrerie et accessoires utilisés sont montré en Annexe 01.

16
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II-Méthodes d’étude.
II- 1 Préparation des extraits aqueux

Aprés nettoyage et lavage & l'eau courante, les feuilles ont été séchées a température
ambiante (4 l'abri de la lumiére) et dans des endroits bien aérés pour é&viter les
moisissures, et conservées dans des sacs en papier, pendant une semaine.

Les feuilles séchées sont détruites & l'aide d'un mortier , la poudre est obtenue apres
tamisage du produit broyé.

Les extraits aqueux sont préparés selon le Protocol donné par SAIDAL :

e nous avons préparé une solution meére de 10% (10 g/100 ml).
10 g de poudre des feuilles de jujubier sont dilués dans 100 ml d'eau distilie;
le mélange est mis dans un bain marie a 65 C° pendant 30 mn avec agitation
de temps en temps. L'extrait aqueux obtenu est filtré sur papier filtre.

Le filtrat est ensuite mis dans des petits flacons en verre.

A partir de cette solution mére deux dilutions ont été préparées pour I'étude de I'effet
antibactérien :

*  Dilution a 80% : Dans un tube a essai nous avons mis 0.8 ml de la solution
meére avec 0.2 ml de l'eau physiologique, I’ensemble est agité pendant quelques
minutes.

*  Dilution 50% : Dans un tube & essai nous avons mis 0.5 ml de la solution mere
avec 0.5 ml de l'eau avec physiologique, puis on agite le mélange pendant
quelques minutes.

o Pour la dose 5% : 5 g de la poudre des feuilles séches de jujubier sont dilués
dans 100 ml d'eau distillée, le mélange est mis dans un bain marié a 65 C°, avec agitation de
temps en temps. L'extrait aqueux obtenu est filtré sur papier filtre.

Le filtrat est mis dans des petits flacons en verre.

° Pour Ia dose 1% : 1g de la poudre des feuilles séches de jujubier est
dilu¢ dans 100 ml d'eau distillée , le mélange est mis dans un bain marié a 65 C° pendant
30 mn avec agitation de temps en temps. L’extrait aqueux obtenu est filtré sur papier
filtre.

Le filtrat est mis dans des petits flacons en verre.

17
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II-2 Etude de I'activité antimicrobienne.

II-2-1 Principe

La technique consiste a utiliser des disques de papier buvard stériles qui seront imprégnes
dans des différentes concentrations de l'extrait aqueux, puis déposés a la surface d'une
gélose uniformément ensemencée avec une suspension de germes a étudier.

Aprés incubation, les colonies se développent & la surface de la gélose laissant des zones
vierges autours des disques appelées zones d'inhibitions.

Le diamétre de ces zones d'inhibition est proportionnel & l'activité bactériostatique des
extraits aqueux des feuilles de jujubier sur le germe testé. On peut exprimer cette activité
selon le diameétre de la zone d'inhibition mesuré en millimétre.

Pour estimer la résistance ou la sensibilité¢ des différents germes testés a I’extrait aqueux
on adopte la méthode de (Chifundraet al; 1990) appliquée aux antibiotiques :

e Diamétre compris entre 0 et 9 mm  : souche résistante.
e Diamétre compris entre 10 et 15 mm : souche sensible.
e Diametre compris entre 16 et 20 mm : souche sensible intermédiaire.

e Diamétre plus de 20 mm : souche trés sensible.

II-2-2 Mode opératoeire
Pour réaliser I'effet antimicrobien, les points suivants ont été pris en considération :
%> Coulage des boites

e Nous avons utilisées le milieu de culture soja agar: milieu sélectif pour notre
souche bactérienne
e Le milieu de culture a ¢été placés au bain marie jusqu'a liquéfaction totale. Des
mouvements de rotation ont ét€¢ faits par la suite pour bien assurer l'homogénéité du
milieu, puis il a été refroidie a température ambiante.
e Le milieu de culture est vers¢ dans des boites de pétri en pivotant ces derniéres, a
raison de 18 ml par boite dans des conditions d'asepsie et on les laisse se solidifier

pendant 15 mn .
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< Préparation des suspensions microbiennes

A partir des cultures jeunes de 18 h, les suspensions des bactéries ont été préparées
séparément, en prélevant a l'aide d'un écouvillon des colonies microbiennes, que I'on
dépose dans un tube stérile contenant 10 ml d'eau physiologique et on agite jusqu' 2 la
formation des troubles.

< Application des disques buvard

A Tl'aide d'une pince stérile, on prend un disque en papier absorbant stérile (papier buvard
de 9 mm de diametre et de capacité d'absorbance de 50 a 60 um) dont on imbibe l'extrémité
avec le produit a tester : l'extrait aqueux des feuilles séchées de jujubier sauvage a
concentration de 80% et 50%, le disque est déposé sur la surface de la gélose ensemencée
par les micro-organismes a tester.

< Incubation

Les boites de pétri sont mis dans ['étuve & 35 C° pendant 18 h 4 24 h. Les diamétres
des zones d'inhibition ont ét¢ mesurés pour chaque souche bactérienne a l'aide d'un appareil

de mesure.

II-3 Etude de I'activité anti-inflammatoire
II-3-1Principe
L'inflammation de I'cedéme de la souris provoquée par application locale de

carraghénine & 0.1% peut étre réduite par application des substances anti-inflammatoires

( Rahman et al 2005) .
Cette inflammation est la conséquence de l'augmentation de la perméabilité vasculaire
qui est a l'origine de I'cedéme suite a une diffusion liquidienne dans les tissus voisins.
Le role du produit anti-inflammatoire est la limitation de la perméabilité vasculaire.
I1-3-2 Choix des essais
La mise en évidence de l'effet anti-inflammatoire a été réalisée selon la méthode de
LEVY (1969), citée par Berkan et al (1991)
e Effet pré-inflammatoire de la  carraghénine en comparaison avec Il'eau

physiologique
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% Lecture : le volume des pattes postérieures droites des souris de 05 lots est

mesuré a l'aide d'un pied & coulisse.

» Au temps T: 30 m

Injecter la solution de carraghénine a tous les souris des lots sous I’aponévrose
plantaire de la patte postérieure droite a raison de 0,5 ml.

Aprés I'injection, mesurer I’épaisseur des pattes postérieures droites.

Le volume des pattes postérieures droites a été mesuré chaque 3mn lot 3 I'aide d'un
pied a coulisse. Les résultats obtenus seront présentés dans I'Annexe 03.

On arréte les mesures, une fois la longueur initiale des pattes des souris obtenue

(avant injection).

II-4 Etude de I'activité antispasmodique

La méthode utilisée pour déterminer I’effet antispasmodique de notre extrait aqueux est
celle de Vogel et al (1997).

II- 4-1 principes

L'injection d'acide acétique & 1% par voie intra-péritonéale (Annexe 04) provoqﬁe chez

les souris une réaction douloureuse; cette douleur se manifeste par des spasmes sous forme

de mouvements de tension de I'abdomen avec étirement des pattes postérieures.

Une substance antispasmodique a la dose active réduit le nombre de ces spasmes (Rahman
et al ; 2005)

II-4—2Choix des essais

e Les témoins ont été choisis afin de montrer I'effet neutre de I'eau physiologique
sur la réduction ou la provocation des spasmes chez les souris.
o L'effet antispasmodique de I’extrait aqueux est testé par rapport aux témoins.

e Lacomparaison se fait avec un antispasmodique officinal : le spasfon.
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[I-4-3 Mode opératoire :

Pour cette étude nous avons utilisé les méme concentration d'extraits aqueux (10%, 5%

et1%) utilisée précédemment pour I'étude anti-inflammatoire .

* Les souris testées sont repartes en cinqg (05) lots de 06 souris méles et

femelles(Annexe02). Les caractéristiques des solutions administrées pour chaque lot sont

montrées dans le tableau suivant :

TableaulV:Caractéristiquesdes solutions administrées pour chaque lot

Lots Caractéristiques des solutions administrées
Nature de solution Dose (%) Volume de solution
administrée administrée (ml)
Témoin Eau physiologique - 0.5
Référence Spasfon - 0.5
Essai 01 Extrait aqueux 1 0.5
Essai 02 Extrait aqueux 5 0.5
Essai 03 Extrait aqueux 10 0.5

> Au temps To: Injecter par voie intra-péritonéale 0.5ml de la dose de l'extrait aqueux
€quivalente pour chaque lot.

> Aprés 30mn : Tous les souris regoivent 0.5ml de la solution d'acide acétique.

=  Lecture
La lecture se fait 5 mn aprés l'injection de l'extrait aqueux.
Le pourcentage de réduction des spasmes (le pourcentage de protection), est calculé selon

la formule suivante :

. Moyenne des spasmes du lot Iémoin — Moyenne des spasme du lot essai
% de protection=—2 P 4 e X 100

Moyenne des spasmes du lot témoin i

(Volgel et al ; 1997)
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CHAPITRE III Résultats et interprétations

I- Activité antibactérienne.

Les résultats des analyses de l'activité antimicrobiennes de l'extrait aqueux des feuilles

de jujubier sont montrées dans le tableau VI et illustrés dans les figures (5) et( 6).

Tableau VI : Diamétres des zones d'inhibition du développement des différentes souches

bactériennes testées; en fonction des différentes concentrations d'extrait aqueux des feuilles

de jujubier

Concentration Diamétre des zones d'inhibition (mm)

de I'extrait

aqueux (%) Bactérie Gram (+) Bactérie Gram (-)
B.subtilus S.aureus E. coli S. lutea

80% 16.5 9 9.5 38

50% 18 9.5 10 40

e : Sensible.
e: Résistant.

Le diamétre des zones d'inhibition, nous permet d'estimer la résistance ou la

sensibilité des différents germes testés .
En adoptant la méthode de (Chifundra et al 1990); appliquée aux antibiotiques :

» Diamétre compris entre 0 et 9 mm: souche résistante.
» Diamétre compris entre 10 et 15 mm : souche sensible.
> Diameétre compris entre 16 et 20 mm : souche sensible ou intermédiaire.

» Diamétre plusa 20 mm : souche trés sensible.
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I- L'activité antibactérienne.

Les résultats des analyses de l'activité antimicrobiennes de I'extrait aqueux des feuilles

de jujubier sont montrées dans le tableau VI et illustrés dans les figures 5et 6.

Tableau VI : Diamétres des zones d'inhibition du développement des différentes souches

bactériennes testées; en fonction des différentes concentrations d'extrait aqueux des feuilles

de jujubier

Concentration Diamétre des zones d'inhibition (mm)
de I'extrait
aqueux (%) Bactérie Gram (+) Bactérie Gram (-)
B.subtilus S.aureus E. coli S. lutea
80% 16.5 9 9.5 38
50% i8 9.5 10 49
@ Sensible.
&: Résistant.

Le diametre des zones d'inhibition, nous permet d'estimer la résistance ou la

sensibilité des différents germes testés .
En adoptant la méthode de (Chifundra et al 1990); appliquée aux antibiotiques :

> Diamétre compris entre 0 et 9mm: souche résistante.
» Diamétre compris entre 10 et 15mm : souche sensible.
> Diamétre compris entre 16 et 20mm : souche sensible ou intermédiaire.

» Diamétre plusa 20mm : souche trés sensible.



Résultats et interprélations

Figure 05: Effet des extraits aqueux des feuilles de jujubier & concentration
-— de 80% et 50% sur le développement de B.subtilus et S.lutea.

Figure 06 : Effet des extraits aqueux des feuilles de jujubier & concentration
de 80% et 50% sur le développement d ’E.coli et S.aureus.
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D'aprés le tableaull, nous pouvons dire le suivant :

e Il existe une activité antimicrobienne de l'extrait aqueux a 80% et a 50%§ sur:

B.subtilus et S.lutea. 1‘

* Pour les mémes concentrations , nous remarquons qu'il y'aune absence présque

totale d'activité antimicrobienne pour les souches S.aureus et E. Coli .

Selon la méthode de (Chifundra et al ;1990), les germes microbiennes sont
considérés comme sensibles pour B.subtilus i trés sensibles pour S.lutea ( diamétre des

zones d'inhibitions plus de 16mm). Pour les deux concentrations de 80% et 50%.

Les deux souches E. coli et S.aureus sont résistantes pour les mémes

concentrations
II- Activité anti-inflammatoire

l'ensemble des résultats de I'effet anti-inflammatoire de nos extrait aqueux sont

montrées dans I'Annexe (03).

Les figures suivants nous montrent les moyennes des €paisseurs des pattes postérieurs

droit (en mm) des souris . !
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__ Résultats et interprétations
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Figure 07: Evolution des moyennes des épaisseurs de pattes des souris en fonction du

temps.

Pour le témoin : Aprés 30mn de I'administration de Ia carraghénine au niveau des pattes
postérieures des souris, nous avons observé une augmentation des épaisseurs de ’cedéme des

pattes droit des souris atteignent 3.26mn. Cette augmentation se poursuit jusqu'aux 180mn
pour atteindre la longueur 3.85mn.

Pour le Iot de référence : Nous observons une augmentation de I’cedéme suive par une
diminution et une disparition totale de I’inflammation & partir de 60mn. Cette disparition est
due & P’activité de médicament anti-inflammatoire (Clophénol). (Figure 06).
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Résultats et interprétations

Epaisseurs(mm)

4EA 10%

Figure 08: Evaluation des moyennes d'épaisseurs de pattes

des souris des lots traités par les extraits aqueux (1%,5% et 10%).

e Pour les souris de I'essai 01 traité par I'EA a dose de 1%, nous avons remarqué
une légére baisse de gonflement des I'cedéme. La stabilité est atteinte au bout de 120mn.
(Figure 07).

ePour les souris de l'essai 02 traité par I'EA a dose de 5%, nous avons observé une

baisse importante des gonflements des cdémes et la stabilité est atteinte 4 90mn.

(Figure 07)

e Pour les souris du lot essai 03 dont la dose de 'EA administrée est de 10%, une baisse
trés importante des gonflements des I’cedéme, est observée. La stabilisation est atteinte
plus rapidement (60mn).( Figure 07).

D'aprés ces résultats obtenus, nous pouvons dire que le temps de stabilité est
proportionnel & la concentration de I'extrait aqueux (1% ,5% et 10% ). Plus la

concentration de l'extrait aqueux est élevée plus la stabilité est rapidement atteinte.
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CHAPITRELT  Résultats et interprétations

IIT- Activité antispasmodique.

L'effet antispasmodique est expliqué par le pourcentage de protection aprés
administration de l'eau physiologique et les différentes doses de I'EA & des souris &

lesquelles la douleur est provoquée par I'injection d'AA 4 1% par voie intra-péritonéale.
Les résultats obtenus sont mentionnés dans le tableau VII et 1a figure 09(Annexe 05):

Tableau VII: Les pourcentages de protection enregistrés chez les souris en fonction des

différentes solutions administrées.

Lot Nature de solution Dose Pourcentage de
injectée protection (%)
Référence spasfon 8% 100
Essai 01 Extrait aqueux 1% . 56.25
Essai 02 Extrait aqueux 5% 69.81
Essai 03 Extrait aqueux 10% 95.87
g
g 100 -
z .
= 90
=
X 80 -
70
60
50
40
30
20
10 -
0 | S
spasfon dose 1% dose 5% dose 10%
les doses

Figure 09 : Le pourcentage de protection de différentes doses pour chague lot.

2%



CHAPITRE III . | _ Résultats et interprétations

Dans les mémes conditions opératoires ; I'administration de I'extrait aqueux a des doses

différentes diminue I'effet de I'acide acétique d'une facon variable i

o Chez les souris du lot Référence traité par spasfon, nous avons enregistré un

pourcentage de protection maximale (100%)

e Chez les souris du lot d'essai(01) traité par une dose de 1% d'EA; nous notons

un pourcentage de protection élevé. (56.25)

® Chez les souris du lot d'essai (02);traité par I'EA a une dose de 5%;nous notons

un pourcentage de protection plus élevé.(69.81)

e Pour les souris du lot d'essai (03), traité par I'EA a une dose de 10%, le
pourcentage de protections est encore plus éléve et presque égal au taux de

protection maximal. (95.87%).

L'utilisation des différentes doses a permis de noter 'efficacité de l'extrait aqueux des
feuilles de jujubier contre les spasmes provoqués par l'acide acétique & 10%, nous
remarquons que le pourcentage de protection augmente jusqu'a 95.87% pour la dose
(10%) de EA.

IV-Test de toxicité.

Pour le test de la toxicité. Nous n'avons noté aucun symptdmes d'intoxicité
( troubles nerveux et troubles respiratoires ) , pour toutes les concentration des ‘extraits

aqueux testés ( 1%, 5% et 10%) et cela aprés 30mn d'administration .(Annexe 05)

Aprés (10) jours, le résultat reste le méme et aucun symptdme de toxicité n'a été

observée et aucune mortalité n'a été enregistrée pour l'ensemble des lots.
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Le but de notre travail est d'étudier l'effet antibactérien, anti-inflammatoire ,

antispasmodique et la toxicité de l'extrait aqueux des feuilles de jujubier .

L'étude de l'effet antibactérien & montre l'efficacité des extraits aqueux des feuilles
de jujubier sur : Bacillus subtilus et Sarcina Iutéa . Staphylococcus aureus et

Escherichia coli sont des souches résistance 4 concentration de 80% et 50% .

Ces résultats ont été déja obtenus par Mahesh et Satish (2008), qui ont étudies
l'activité  antimicrobien de l'extrait aqueux des feuilles et de tige de
ziziphus mauritiana , il ont montrés l'efficacité de l'extrait aqueux de jujubier

sur : Bacilus subtilus proteur volgaris et pseudomonas aeruginosa 3a une

2

concentration de 100 mg/ml.

Selon Asam.S et al; (2006), l'extrait aqueux des racine de ziziphus jujuba
a un effet antimicrobien sur 20 bactéries aussi, Il'extrait aqueux des feuilles de

Ziziphus mauritiana a un effet antibactérien sur quelques souches bactériennes .

D'aprés ( Hatil et al ;2009) La plante ziziphus spina christi a un effet antibactérien

sur pseudomonas aeruginosa , Bacillus subtilus et porteus volgaris .

L'¢tude de [leffet anti-inflammatoire de l'extrait aqueux des feuilles de
ziziphus spina christi a montré que les différentes concentration ( 1% , 5% et 10% )

provoquent une diminution du gonflement .

Ce résultat est en accord avec les donnés bibliographique. (Haq et al; 2006)

affirment que la ziziphus spina christi a un effet anti-inflammatoire.

Selon (Asam. S et al ; 2006) la ziziphus jujuba a un effet anti-inflammatoire
remarquable, ainsi que l'extrait aqueux des feuilles de ziziphus mauritiana a un effet

anti-inflammatoire significatif.



Discussion

Pour l'étude de [l'activité antispasmodique de l'extrait aqueux de ziziphus
spinachristi , on note le pourcentage de protection pour les concentrations suivants :

10% (95%), 5% (69.81) et 1% (56.25).

Ces résultats ont ét€¢ déja obtenus par Hagq et al (2006), qui affirment que la

ziziphus spina christi a un effet antispasmodique .

Asam .S et al 2006 ont montré l'efficacité de fruit de ziziphus jujuba comme un

antispasmodique.
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Conclusion

Ce présent travail consiste & la valorisation d'une plante médicinale fréquente dans
le bassin méditerranéen ; connu sous le nom de Ziziphus spina chrisri L; cette plante

présente un intérét thérapeutique important.

Les résultats des tests pharmacologiques de 1’extrait aqueux des feuilles de jujubier ont

mis en évidence l'existence de plusieurs activités :

Les résultats des tests de 'activité antimicrobienne ont montré que les extrait aqueux
des feuilles de jujubier sont efficaces contre le développement des deux souches
bactériennes: Bassilus subtilus et Sarcina Iutea. Les deux autre germes
Staphylococcus aureus et Escherichia coli ont montré une résistance vis a vis de

ces extrait aqueux.

L’activité anti-inflammatoire a ¢été nettement remarquée pour les différents extraits
aqueux a concentration de (1%; 5%et 10%) chez les souris traitées par une solution de

carraghénined 1%.

Les différents extrait aqueux de feuilles de jujubier présentent une activité
antispasmodique importante contre les spasmes provoqués par l'acide acétique a 1%; chez les

souris. Le pourcentage de protection atteint 95.87 % pour la concentration de 10%.
Les tests de toxicités ont montré que l'extrait aqueux de jujubier n'est pas toxique.
Nos résultats nous permettent de conclure le suivant :

e L'extrait aqueux des feuilles de jujubier posséde une activité antimicrobienne sur

quelque souche bactérienne.

e l'extrait aqueux des feuilles de jujubier posséde une activité anti-inflammatoire et
antispasmodique. Plus la concentration de l'extrait aqueux est forte plus Iefficacité

des effets anti-inflammatoire et antispasmodique est élevé.
e L'extrait aqueux des feuilles de jujubier n'est pas toxique.

Notre étude doit étre complétée par des analyses quantitatives ( rendement) et

qualitatives (identification) des molécules bioactives dans les feuilles de jujubier .
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Annexe,

ANNEXE 01

Appareillage

— Agitateur vortex. ’

— Bain marie.

— Balance analytique de précision.

— Bec benzéne.

— FEtuve de stérilisation.

— Etuve d’incubation.
Verreries et accessoires

— Bécher Erlen Meyer.

— Boite de pétri & usage unique(en cristal polystyréne).

— Disque buvard.

— Ecouvillon.

— Entonnoirs.

— Etiquette.

— Flacons.

— GQGants.

— Matériel d'élevage habituel (bibron, cage de stabilisation).

— Papiers filtres.

— Pince de laboratoire.

— Portoirs pour les tubes.

— Seringues stériles en plastique & usage unique (1 et 5ml).

— Seringues stériles de gavage.



— Tube a essai.
Produits et réactifs

— Acide acétique.

— Carraghénine.

— Eau physiologique.

— Eau distillée.

ANNEXE 02

Les matériels de laboratoire utilisés (Originales 2013):

. e e .
Figure 10 : Seringue d injection Figure 11 : Seringue de gavage

Figure 12: Pied i coulisse



ANNEXE 03

Résultat de l'activité antéi-inflammatoire :

Annexes

i
Tableau VIII: Epaisseurs des pattes postérieures droits(en mm) apres injection par l'eau

physiélogique chez les souris de lot témoin.

° des souris La
— Lo e - w; -] moyenne

Temps (mn ;cj g g 5 g é ¢paisseurs
Avant 3.00 2.90 3.00 2.90 2.50 2.80 2.85
administration

Aprés 3.20 3.30 3.20 3.20 2.70 3.00 3.10
administration

Aprés 30mn 3.30 3.30 3.40 3.50 2.90 3.20 3.26
Aprés 60mn 3.30 3.40 3.50 3.60 3.10 3.30 3.36
Aprés 90mn 3.50 3.60 3.70 3.70 3.30 3.40 3.53
Aprés 120mn | 3,60 3.70 3.80 3.80 3.40 3.50 3.63
Aprés 156mn | 3,70 3.80 3.90 3.90 3.60 3.60 3.75
Apreés 180mn | 3,90 3.90 4.00 4.00 3.60 3.70 3.85

TableaulX: Epaisseurs des pattes postérieures droits(en mm) apres injection par

Clophénol chez les souris de lot de référence.

N° des souris La
- ~ - - - s moyenne
E: 2 4 2 2 2 des
Temps (mn = 2 = 2 = g épaisseurs
@R R 2] R 75 @
Avant 2.90 2.80 3.00 2.70 2.70 2.90 2.85
administration
Aprés 3.10 3.00 3.20 3.00 3.00 3.10 3.23
administration
Aprés 30mn 2.90 2.90 3.10 3.10 3.10 3.00 3.01
Aprés 60mn 2.90 2.90 3.00 2.90 2.80 3.00 2.91
Aprés 90mn 2.90 2.80 3.00 2.70 2.70 3.00 2.85
Aprés 120mn | 2.90 2.80 3.00 2.70 2.70 2.90 2.85
Aprés 150mn | 2.90 2.80 3.00 2.70 2.70 2.90 2.85
Aprés 186mn | 2 90 2.80 3.00 2.76 2.70 2.90 2.85




B Annexes

Tableau X: Epaisseurs des pattes postérieures droit (en mm) aprés injection par l'extrait

aqueux de jujubier & concentration de 1% chez les souris de lot essai 01(1g/ 100ml)

° des souris | _, X o s w & La
2 | 2 2 2 2 2 moyenne
= s = = S = des
(=] =] (=] = =] (=
Temps (mn) n xn 2 2 © 2 épaisseurs
Avant 3.00 3.10 3.10 3.00 2.90 2.90 3.00
administration ) ,
apres 3.30 3.40 3.40 3.50 3.20 3.20 3.3
administration
Aprés 30mn 3.20 3.30 3.30 3.30 3.10 3.10 3.21
Aprés 60mn 3.20 3.20 3.20 3.20 3.00 3.10 3.15
Aprés 90mn 3.10 3.10 3.10 3.00 2.90 3.00 3.03
Aprés 120mn 3.00 3.10 3.10 3.00 2.90 2.90 3.00
Aprés 150mn 3.00 3.10 3.10 3.00 2.90 2.90 3.00
Aprés 180mn 3.00 3.10 3.10 3.00 2.90 2.90 3.00

Tableau XI: Epaisseurs des pattes postérieures droit (en mm) apres injection par I'extrait

aqueux de jujubier a concentration de 5%chez les souris de lot essai 02. (5g / 100ml)

° des souris | Souris 1 | Souris 2 | Souris 3 | Souris 4 | Souris 5 | Seuris 6

Temps (mn)

Avant 3.00 2.90 3.00 3.00 3.10 2.80 2.96
administration

Aprés 3.30 3.20 3.30 3.40 3.40 3.10 3.28
administration

Aprés 30mn 3.20 3.10 3.20 3.20 3.20 2.90 3.13
Apreés 60mn 3.00 2.90 3.10 3.00 3.10 2.80 2.98
Aprés 90mn 3.00 2.90 3.00 3.00 3.10 2.80 2.96
Apreés 120mn | 3.00 2.90 3.00 3.00 3.10 2.80 2.96
Aprés 150mn | 3,00 2.90 3.00 3.00 3.10 2.80 2.96
Aprés 180mn | 3.00 2.90 3.00 3.00 3.10 2.80 2.96
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Annexes

TableauX1l : Epaisseurs des pattes postérieures droite (en mm) injectées par I'extrait

aqueux de jujubier & concentration de 10% chez les souris de lot essai 03. (10g / 100ml)

° des souris So;juris 1 | Souris 2 | Souris 3 | Souris 4 | Souris 5 | Souris 6 | La
5 moyenne
des

Temps (mn) €paisseurs
Avant 3.00 2.80 2.80 2.70 3.00 2.70 2.83
administration
Apreés 3.40 3.30 3.20 3.00 3.50 3.10 3.25
administration
Apreés 30mn 3.10 3.10 3.00 2.80 3.20 2.90 3.01
Aprés 60mn 3.00 2.80 2.80 2.70 3.00 2.70 2.83
Apres 90mn 3.00 2.80 2.80 2.70 3.00 2.70 2.83
Apres 120mn | 3.00 2.80 2.80 2.70 3.00 2.70 2.83
Aprés 150mn | 3,00 2.80 2.80 2.70 3.00 2.70 2.83

Tableau XIII: Evolution des moyennes d'épaisseurs des pattes des souris de chaque lot(en

mm) en fonction de différente solution administrée

i

Solution injecté Epaisseurs moyennes (mn)
Avant | Aprés | Aprés | Aprés | Aprés | Aprés Aprés | Apres

n ] 30mn | 60mn | 90mn | 120mn | 150mn | 180mn
Témoin 2.85 310 326 (396 |3.53 |[3.63 3.75 3.85
Référence 2.85 3.28 | 3.01 285 |285 |285 2.85 2.85
Essai 1(EA 1%) | 2.00 330 |3.21 3.15 |3.03 |3.00 3.060 3.00
Essai 2(EA 5%) | 2.96 3.28 313 {298 296 |296 2.96 2.96
KEssai 3(EA 10%) | 2.83 3.25 3.01 2.83 2.83 |2.83 2.83 2.83




ANNEXE 04

Les différentes opérations effectuées (Originales 2013):

Figure 13 : Injection de
carraghénine dans Ia patte
postérieure de la souris

Figure 15 : Mesure de I'épaisseur Figure 16 : Administration orale
de patte (gavage)

Figure 17 : Un Lot (6souris) Figure 18: Les cages des souris
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ANNEXE 05
Résultat de I'activité antispasmodique :

TableauXTV: Nombre et moyenne, de spasme enregistré chez les souris pendant 10mn

apres l'injection d'acide acétique

Lot Dose Nombre de Moyenne de
spasme spasme
Lot témoin Eau physiologique 96 16.00
Essai 01 Spasfon 0 0.00
Essai 02 EA (1%) 42 0.66
Essai 03 EA (5%) 29 4.83
Essai 04 EA (10%) 4 7.00

Résultats de la toxicité aigué

TableauXV : Nombre de mortalité en fonction des différentes doses de I'extrait aqueux
des feuilles de jujubier.

Lot Dose Nombre de souris La mortalité
Essai 01 EA (1%) 6 00
Essai 02 EA (5%) 6 00
Essai 03 EA (10%) 6 00
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