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ABSTRACT

The scorpionic and ophidian envenomations are a 
serious public health problem in Tunisia especially 
in Southeastern regions. In these regions Artemisia 
campestris L is a plant well known which has a 
very important place in traditional medicine for its 
effectiveness against alleged venom of scorpions 
and snakes. In this work, we tested for the first time, 
the anti-venomous activity of Artemisia campestris 
L against the scorpion Androctonus australis garzo-
nii and the viper Macrovipera lebetina venoms. 
Assays were conducted by fixing the dose of extract 
to 3 mg / mouse while doses of venom are variable. 
The leaves of Artemisia campestris L were extracted 
by various organic solvents (Ether of oil, ethyl ace-
tate, methanol and ethanol) and each extract was 
tested for its venom neutralizing capacity. 
For the ethanolic extract, a significant activity with 
respect to the venoms of scorpion Androctonus 
australis garzonii (Aag), was detected. Similarly, a 
significant neutralizing activity against the venom 
of a viper Macrovipera lebetina (Ml), was obtained 
with the dichloromethane extract. 
These results suggest the presence of two different 
type of chemical components in this plant: those 
neutralizing the venom of scorpion are soluble in 
ethanol whereas those neutralizing the venom of 
viper are soluble in dichloromethane. 

Key works : Venom of scorpion, venom of viper, 
Artemisia campestris L, Androctonus australis 
garzonii, Macrovipera lebetina, toxicity, neutrali-
zation. 

REsumE 

L’envenimation scorpionique et ophidienne consti-
tuent un grand problème de santé publique en 
Tunisie et en particulier dans le Sud-Est de la 
Tunisie. Dans ces régions Artemisia campestris L est 
une plante très connue qui occupe une place très 
importante en médecine traditionnelle pour son 
efficacité présumée contre les venins de scorpions et 
de serpents. Dans ce travail, nous avons testé pour 
la première fois, l’activité antivenimeuse d’Artemi-
sia campestris L contre le venin de scorpion 
Androctonus australis garzonii et celui de la vipère 
Macrovipera lebetina et ceci en fixant la dose de 
l’extrait à 3 mg/souris alors que les doses de venins 
sont variables. Les feuilles d’Artemisia campestris L 
ont été extraites par différents solvants organiques 
(Ether de pétrole, acétate d’éthyle, méthanol et étha-
nol). Chaque extrait a été testé pour son pouvoir 
neutralisant. Pour l’extrait éthanolique d’Artemisia 
campestris L, une activité significative vis-à-vis du 
venin du scorpion Androctonus australis garzonii 
(Aag) a été décelée. De la même manière, une acti-
vité neutralisante significative contre le venin de la 
vipère Macrovipera lebetina (Ml) a été obtenue avec 
l’extrait au dichlorométhane. Ces résultats suggèrent 
la présence de deux types de composants chimiques 
différents dans cette plante : ceux neutralisant le 
venin de scorpion, solubles dans l’éthanol alors que 
ceux neutralisant le venin de vipère sont solubles 
dans le dichlorométhane.

Mots clefs : Venin de scorpion, venin de vipère, 
Artemisia campestris L, Androctonus  australis 
garzonii, Macrovipera lebetina, toxicité, neutralisa-
tion.
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Introduction 
L’envenimation scorpionique et ophidienne consti-
tuent un danger pour la vie humaine. Un problème 
médical dans les pays tropicaux et subtropicaux est 
la demande pour la protection contre les fréquentes 
envenimations, dont le traitement est pratiquement 
délicat en absence de ressources thérapeutiques. Le 
premier sérum antivenimeux d’usage médical a été 
préparé pour lutter contre les morsures de cobra du 
Vietnam 1. La préparation du premier sérum antis-
corpionique pour usage humain était l’œuvre 
d’Etienne Sergent en 1936. En Tunisie, les régions les 
plus touchées par le problème de scorpionisme sont 
essentiellement le Centre et le Sud. Actuellement, 
l’Institut Pasteur de Tunis fournit des sérums antis-
corpioniques élaborés chez le cheval et condition-
nés dans des ampoules. Une envenimation scorpio-
nique ou ophidienne nécessite une hospitalisation 
très rapide ce qui n’est pas toujours possible. En 
effet, bon nombre de victimes habitent dans des 
zones rurales où les hôpitaux sont assez éloignés.
Pour ce faire, les habitants se soignent fréquemment 
contre l’effet de venin des scorpions et des serpents 
soit en utilisant des emplâtres, soit en faisant 
consommer à l’accidenté un décocté de plantes. La 
majorité des substances pures de plantes connues 
pour leur protection des souris contre l’envenima-
tion ophidienne sont généralement dépourvues de 
nitrogène et  contiennent des composés de faible 
masse moléculaire, tels que les composés phénoli-
ques, le phytostérol et le triterpenoide 2, 3. Ces 
micromolécules interagissent avec des macromolé-
cules du venin de serpent et montrent un effet anti-
inflammatoire 4. Au Sud de la Tunisie, les feuilles 
d’Artemisia campestris L ou de « t’gouft » sont utili-
sées en médecine traditionnelle pour neutraliser 
l’effet du venin de scorpion et de serpent. Artemisia 
campestris L est une plante qui appartient à la 
famille des compositae. Elle peut atteindre un mètre 
de hauteur dans les endroits arrosés. Elle est bien 
utilisée en médecine traditionnelle comme antisep-
tique, agent emménagogue, cholagogue, gastrique 
et tonifiant 5. Elle est utilisée comme abortifacient 
pour faciliter l’accouchement 6. Une infusion des 
racines a été utilisée en diurétique et les mouve-
ments de l’intestin 7. Les effets médicaux d’Artemisia 
campestris L sont dus tellement à la présence des 
principes actifs tels que les huiles essentielles, les 
flavonoides, les dérivés phénoliques, les dérivés 
chromaniques et les dérivés acétyléniques. Ces der-

niers se trouvent en grande quantité dans la partie 
aérienne et particulièrement les feuilles. Il a été 
démontré que Artemisia campestris L induit une 
action antioxydante et hépatoprotectrice 8. 
L’Arteminolides A-D (1-4), isolé des parties aérien-
nes d’Artemisia, inhibe la croissance de la cellule 
tumorale de façon dose dépendante 9.
Au cours de ce travail, nous avons démontré in vivo, 
dans un modèle animal, le pouvoir neutralisant 
d’Artemisia campestris L contre le venin de scorpion 
Androctonus australis garzonii et celui de vipère 
Macrovipera lebetina en utilisant différents extraits 
organiques de cette plante.

Materiel et methodes
PrEparation du matEriel vEgEtal
Artemisia campestris L. a été collectée au mois 
d’août quand la plante possède le maximum d’élé-
ments actifs. Dans la nature, cette période corres-
pond à l’apogée de la période d’activité des scor-
pions et des vipères. La collecte provient de Djerba 
et plus précisément de Mezraya, caractérisée par un 
climat humide et frais en hiver, chaud et sec en été.
Le matériel végétal a été ensuite séché à l’ombre, 
tout en évitant la poussière et l’humidité, pour gar-
der intactes les propriétés pharmacologiques de la 
plante.
Après séchage, les feuilles qui contiennent la majo-
rité des principes actifs sont détachées facilement en 
battant les touffes séchées. Ensuite, elles sont tami-
sées, puis broyées à l’aide d’un broyeur mécanique. 

Extractions par les solvants 
organiques
Extractions avec l’appareil de Soxhlet

Extraction suivant un gradient de polarité •	
croissante 

Cinquante g de feuilles d’Artemisia campestris L ont 
été extraits par des solvants organiques (éther de 
pétrole, acétate d’éthyle et méthanol) en suivant un 
gradient de polarité croissant. Chaque extraction 
s’effectue par l’appareil de Soxhlet durant 24 heures, 
ensuite l’évaporation des solvants est réalisée à l’aide 
d’un évaporateur rotatif.

Extraction avec le dichlorométhane •	
La partie aérienne d’Artemisia campestris L est 
extraite avec le méthanol 70%. 
Pour séparer la phase aqueuse de la phase organi-
que, le dichlorométhane est additionné au résidu 
obtenu après l’évaporation du méthanol: le dichloro-
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méthane est plus dense que l’eau ce qui permet une 
meilleure séparation des deux phases aqueuse et 
organique. Après élimination du dichlorométhane, à 
l’aide d’un évaporateur rotatif, le résidu obtenu est 
nommé « extrait au dichlorométhane ».

Extractions A reflux 
Extraction avec l’éthanol•	

Les feuilles d’Artemisia campestris L broyées (50g) 
sont macérées dans l’acétone pendant une nuit à 
température ambiante puis extraites au reflux avec 
l’éthanol pendant 2 heures.
Après évaporation de l’éthanol, les extraits organi-
ques sont séchés à 40°C pendant une nuit afin d’éli-
miner les traces de solvants. Les résidus obtenus 
sont gardés à 4°C.

Calcul des rendements des extraits 
organiques 
Le rendement est exprimé en pourcentage de la 
masse de l’extrait obtenu par rapport au poids de la 
matière sèche utilisée. Après élimination de toute 
trace de solvant, on calcule le rendement de chaque 
extrait organique en appliquant la formule 
suivante :

R (%) = (Pbp – Pbv) x 100 / PMS 
Pbp : poids du ballon plein (contenant l’extrait)
Pbv : poids du ballon vide
PMS : poids de la matière sèche utilisée.

Purification des extraits organiques 
La purification se fait sur gel de silice (45g). Après 
préparation du gel, chaque extrait (0,5g) est dilué 
dans le solvant qui le contient, ensuite l’extrait est 
déposé dans la colonne. Chaque extrait est élué avec 
l’éluant correspondant (Tableau I).

Tableau I: Purification des extraits organiques  
et leurs éluants correspondant.

Extrait Eluant

Dichlrométhane
Ethanolique
Ether de pétrole
Acétate d’éthyle
Méthanolique

Acétate d’éthyle /méthanol
Acétone/éthanol
Ether de pétrole/acétone
Chloroforme/méthanol
Acétone /méthanol

Durant l’élution, la proportion du solvant polaire est 
augmentée progressivement afin d’éluer tous les 
composés de chaque extrait. Les fractions sont 

ensuite mélangées, sauf la première qui est riche en 
chlorophylle. Ces fractions sont enfin concentrées 
jusqu’à un volume de 2 ml.

Materiel biologique
Les venins de scorpion Androctonus australis 
garzonii (Aag) et de vipère Macrovipera lebetina 
(Ml) sont fournis par le service des Unités Animalières 
de l’Institut Pasteur de Tunis. Les tests ont été effec-
tués sur des souris Swiss de 18-20g fournis par le 
service des Unités Animalières de l’Institut Pasteur 
de Tunis.
 
La DL50 de venin d’Aag et Ml 
La toxicité des venins de scorpions et de serpents est 
évaluée par la détermination in vivo de la dose létale 
médiane (DL50). Des quantités croissantes sont 
diluées dans 1% de BSA et NaCl 0,9% puis sont injec-
tées à des lots d’animaux par voie Sous Cutanée (SC)  
pour le venin d’Aag et par voie intraveineuse (IV) 
pour Macrovipera lebetina. Les animaux sont mis 
en observation pendant 24 h et les survivants de 
chaque lot sont notés. La DL50 a été calculée et 
standardisée en appliquant la méthode de Spearman-
Karber qui obéit à la formule suivante:

Log DL50= -(x0 - d/2 + dΣ (ri/ni))
x

0
= Log 1/volume qui donne 100% de survivants

d= Log 1/incrément	
ni = nombre d’animaux utilisés à chaque dose de venin
ri = nombre d’animaux positifs (parmi ni)

Etude de la solubilitE des extraits
Les extraits étudiés sont des extraits organiques: 
l’éthanolique, le dichlorométhane et l’acétate d’éthy-
le. Etant donné que les extraits sont peu solubles 
dans le sérum physiologique, du DMSO et de l’étha-
nol ont été ajoutés. La quantité de chaque extrait est 
égale à 30 mg dissoute dans 2ml de solvant. Le pour-
centage de DMSO est fixé à 5% alors que le pourcen-
tage de l’éthanol est variable (10%, 20%, 30%, 50% et 
60%). Ces mélanges ont été préalablement testés sur 
les souris pour évaluer leur effet toxique et fixer la 
proportion de l’éthanol avec laquelle aucun effet 
secondaire n’est décelable.

Test de neutralisation du venin 
Androctonus australis garzonii et 
Macrovipera lebetina
Afin de tester l’effet neutralisant des différents 



V ENIN    S  ET   E X T R A IT  S  V E G ET AU X

52 	 Arch s .   In s t .   Pa s t e u r  Tun i s ,  2007

extraits de la plante contre les venins d’Androctonus 
australis garzonii et Macrovipera lebetina, la dose 
de l’extrait à tester est fixée à 3 mg/souris, alors que 
les doses de venin sont variables (1 DL50 ; 1,25 
DL50 ; 1,56 DL50; 1,95 DL50 et  2,44 DL50). Un lot de 
6 souris est utilisé pour chaque dose du venin.
Pour l’Aag, les extraits d’Artemisia campestris L tes-
tés sont les extraits à l’éthanol, au dichlorométhane 
et à l’acétate d’éthyle. En ce qui concerne Ml, seule-
ment les extraits éthanolique et au dichlorométhane 
sont testés. Chaque extrait, est dissout dans un 
mélange Eau/ETOH/DMSO (85/10/5) puis, incubé 
avec des doses croissantes du venin brut  de Ml et 
des extraits du venin Aag pendant 45 min à 37 °C.

Resultats 
Rendements des extraits organiques 
et de l’huile essentielle
Le rendement en huile essentielle d’Artemisia cam-

pestris L est égal à 6% après 6 h d’extraction. En 
revanche, Akrout et ses collaborateurs 10 ont trouvé 
un rendement en huile essentielle égal à 1,2% dans la 
même période de collecte. Ceci peut être dû à plu-
sieurs facteurs qui peuvent influencer sur le rende-
ment tel que la pluviométrie. 
L’analyse de l’huile essentielle d’Artemisia campestris L 
par chromatographie en phase gazeuse couplée à la 
spectrométrie de masse (CG-SM) a révélé que cette 
dernière est constituée principalement de monoterpè-
nes (47%-63%) et de quiterpènes (24%-30%). D’autres 
substances non volatiles, telles que des flavonoides, 
acides aminés, dérivés phénoliques et tanins, sont 
contenus dans la partie aérienne de la plante et peu-
vent figurer parmi les extraits organiques 10. 
Chaque étape d’extraction est effectuée en triplicata. 
Les résultats donnés dans le tableau II pour chaque 
extrait (R) représentent la valeur moyenne des différen-
tes teneurs calculées pour les trois essais d’extraction. 

Tableau II: Les rendements des extraits organiques et de l’huile essentielle.

Extrait
Ethanolique

(%)

Extrait au 
dichlorométhane 

(%)

Extrait
à l’éther

de pétrole (%)

Extrait 
à l’acétate 

d’éthyle (%)

Extrait 
méthanolique (%)

Huile 
essentielle (%)

1ère essai 16 16,6 4,4 19,2 21,4 0,6

2èmeessai 16,5 16,8 4,1 18,8 21,7 0,6

3èmeessai 15,9 17,7 4,8 19,4 22,2 0,6

Moyenne R% 16,13 16,83 4,43 19,13 21,76 0,6

Etude de la solubilitE et de la toxicitE 
des extraits
Etant donné que les extraits contiennent des com-
posés chimiques peu solubles dans le sérum physio-
logique, du DMSO 5% et de l’éthanol à des propor-
tions variables (10%, 20%, 30%, 50% et 60%) sont 
ajoutés. La solubilité des extraits augmente en fonc-
tion du pourcentage d’éthanol. A partir de 50%, la 
solubilisation des extraits  est quasi totale. 
Après injection en sous cutanée chez les souris, on 
observe une phase d’ébriété marquée par des mou-
vements de titubation où la souris semble désorien-
tée, suivie d’une phase d’agitation et de frottement 
du museau exprimant l’angoisse de l’animal. Ces 
signes de toxicité s’aggravent au fur et à mesure que 
l’on augmente les proportions de l’éthanol. Suite à 
l’injection par voie intraveineuse, les signes sont plus 
prononcés. A partir de 30% on enregistre une mor-
talité de quelque souris injectées (1/6). A 50% et 60% 

d’éthanol, les souris perdent toute résistance et 
100% de létalité est observée. Pour le reste de notre 
travail, les proportions d’éthanol seront fixées à 10%, 
permettant une dissolution partielle des extraits 
sans pour autant avoir des signes de toxicité.

Test de neutralisation de venin de 
Macrovipera lebetina
Pour étudier l’effet neutralisant des extraits 
organiques du venin brut de vipère Macrovipera 
lebetina, la voie intra-veineuse est utilisée. En effet 
les vipères mordent en général grâce au crochet par 
IV (stimulation de l’envenimation). Le volume injecté 
à une souris de 18 à 20 g est de 200 µl, ce qui 
correspond au volume maximal injectable par voie 
intra-veineuse 11. L’extrait éthanolique semble n’avoir 
aucune activité antivenimeuse. Par contre, une 
activité a été décelée pour l’extrait au dichlorométhane 
en neutralisant 1,25 DL50 du venin de Ml  
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identifier les constituants actifs. Ils peuvent consti-
tuer une voie assez prometteuse pour ce genre de 
traitements.
L’efficacité de plusieurs plantes sur l’envenimation 
ophidienne et scorpionique a été démontrée. 
Plusieurs composés de plantes extraites par diffé-
rents solvants organiques (méthanol, buthanol et 

Discussion 
Actuellement, c’est  la voie chimique qui est utilisée 
comme  traitement des morsures de serpents et des 
piqûres de scorpions. Les extraits des plantes sont 
utilisés en médecine traditionnelle, surtout dans les 
zones tropicales. Plusieurs recherches s’intéressent à 
l’étude de ces plantes afin d’étudier leurs effets et 

(Tableau III). Toutes les expériences sont réalisées 
en triplicata et pour chaque extrait 6 lots de souris 
sont utilisés et 6 témoins. On n’observe pas de 
variation significative. En effet un lot de 6 souris 
donne des résultats statistiquement significatifs.  

La nouvelle DL50 (calculée par la méthode de 
Spearman et Karber) du venin Ml en présence de 
l’extrait d’Artemisia campestris L au dichlorométhane 
sur des souris Swiss de 18 à 20 g est de 45,28 µg 
(Ancienne DL50= 26,4µg).

Tableau III: Résultats des tests de neutralisation de venin de Macrovipera lebetina.

Dose de venin de Macrovipera lebetina / souris Nombre de survivants après 48 h

Exprimées 
en DL50

Volume Injecté (IV) 
(µl)

Quantité de venin
 (µg)

Extrait éthanolique 
+ venin

Extrait au dichloromé-
thane + venin

1,25 8,25 33 2/6 6/6

1,56 10,29 41,18 2/6 4/6

1,95 12,87 51,48 1/6 1/6

2,44 16,104 64,41 0/6 1/6

DL50 = 26,4µg.

Tableau IV : Résultats des tests de neutralisation d’Androctonus australis garzonii.

Dose de venin Aag pour chaque souris Nombre de survivants après 24 h

Exprimées 
en 

DL50

Volume
 injecté (SC) 

(µl)

Quantité
de venin (µg)

Extrait
avec l’acétate d’éthyle 

+ venin

Extrait  au 
dichlorométhane 

+ venin

Extrait éthanolique
+venin

1 2,7 38 0/6 1/6 6/6

1,25 3,375 47,5 0/6 2/6 4/6

1,56 4,212 59,28 0/6 0/6 2/6

1,95 5,265 74,1 0/6 0/6 0/6

2,44 6,588 92,72 1/6 0/6 0/6

DL50= 38 µg.

Test de neutralisation de venin 
d’Androctonus australis Garzonii
L’injection de mélange (extrait + extrait du venin) se 
fait par voie sous-cutanée. En effet les scorpions 
piquent par l’aiguillon par voie sous-cutané 
(simulation de l’envenimation). Toutes les expériences 
sont réalisées en triplicata et pour chaque extrait 6 
lots de souris sont utilisés et 6 témoins. On n’observe 
pas de variation significative. Les premières mortalités 

n’apparaissent qu’au bout de 30 min suivant 
l’injection. Trois extraits ont été testés pour leur 
pouvoir neutralisant contre le venin d’Aag.
L’extrait à l’acétate d’éthyle et au dichlorométhane 
sont dépourvus de toute activité neutralisante. Par 
contre l’extrait éthanolique est capable de neutraliser 
au minimum une DL50 (Tableau IV). La nouvelle 
DL50 calculée par la méthode de Spearman Karber 
est de 47,24 µg (Ancienne DL50= 38 µg).
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éthanol) 12, 19 ont une activité antivenimeuse. Ainsi 
l’extrait méthanolique de Parkia biglobosa, est capa-
ble de protéger contre l’effet neurotoxique, hémo-
toxique et cytotoxique provoqué par le venin de 
serpent Nigérien Naja nigricollis 16. En 2006, 
Chatterjee et ses collaborateurs 18 ont découvert que 
l’extrait méthanolique des racines de Hemidesmus 
indicus  neutralisent l’effet neurotoxique et cardio-
toxique induits par le venin de cobra Naja kaouthia 
et Daboia russelli. Au Mexique, Jimenez-Ferrer  et 
ses collaborateurs 20 ont montré que l’extrait à 
l’hexane et l’extrait méthanolique de Bouvardia ter-
nifollia neutralisent le venin de scorpion Centruroides 
limidus Limpidus. 
Tous ces travaux ont mis en évidence l’importance 
de solvants utilisés pour extraire, de ces différentes 
plantes, des composés actifs.
Au Sud-Est de la Tunisie Artemisia campestris L est 
très connue et occupe une place très importante en  
médecine traditionnelle pour son efficacité présu-
mée contre le venin des scorpions et des serpents.
Dans ce travail, nous avons étudié pour la première 
fois en Tunisie l’activité antivenimeuse d’A. campes-
tris. L en testant le pouvoir neutralisant de ses 
extraits utilisant différents solvants (éther de pétro-
le, acétate d’éthyle, méthanol et éthanol). Une pre-
mière étape de solubilisation de matière sèche de la 
plante a été réalisée en ajoutant au sérum physiolo-
gique, du DMSO à 5% et de l’éthanol à des propor-
tions variables. L’étude de la toxicité de l’éthanol est 
une étape nécessaire afin d’éviter tout effet agoniste 
avec le venin susceptible de fausser les résultats. 
Après extraction par différents solvants organiques, 
les extraits obtenus ont été testés pour leurs effets 
neutralisant les venins de scorpion et de vipère. 
L’injection simultanée par voie intraveineuse, des 
extraits éthanoliques et du venin de vipère 
Macrovipéra lebetina induit 100% de mortalité indi-
quant que l’extrait éthanolique n’a aucune activité 
antivenimeuse. 
D’autre part, l’injection du même extrait avec le 
venin de scorpion Androctonus australis garzonii, 
par voie sous-cutanée à des souris Swiss neutralise 
l’activité venimeuse de ce venin. De même, l’extrait 
au dichlorométhane entraîne la neutralisation de 
venin de vipère Ml. En effet, l’extrait éthanolique 
augmente les valeurs de la DL50 du venin scorpion 
Androctonus australis garzoni de 38µg à 47,24µg, 
alors que l’extrait au dichlorométhane neutralise 

1,25 DL50 du venin de vipère Macrovipéra lebetina 
en modifiant la DL50 de ce venin de 26,4µg à 
45,28µg. 
Notre travail indique clairement que des extraits 
éthanoliques et au dichlorométhane ont une activité 
neutralisante sélective contre le venin de scorpion 
Aag et de vipère Ml respectivement. La sélectivité 
des extraits utilisés montre que les composées neu-
tralisant le venin Aag (solubles dans l’éthanol) et 
ceux neutralisant le venin de Ml (solubles dans le 
dichlorométhane) sont différents. L’identification et 
la purification des composés responsables de cette 
activité sont des étapes obligatoires pour une carac-
térisation plus poussée de leur activité contre l’enve-
nimation scorpionique et vipérine.
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